Denise Adamoli Laroque

DESENVOLVIMENTO DE FILME ANTIMICROBIANO DE
ACETATO DE CELULOSE INCORPORADO COM
CARVACROL

Tese de doutorado submetida ao Programa
de P06s-Graduagdo em Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencéo do grau de
Doutor em Engenharia de Alimentos.

Orientador:

Prof. Dr. Bruno Augusto Mattar Carciofi
Coorientadores:

Prof. Dr. Glalcia Maria Falcdo de Aragédo
Prof. Dr. Pedro Henrique H. de Aradjo

Florianépolis
2018



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autar,
através do Programa de Geracéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Larogue, Denise Adamoli

Desenvolvimenteo de filme antimicrobianc de
acetato de celulose incorporado com carvacrol [
Denise Adamoli Larcgque ; crientadeor, Brunc Rugusto
Mattar Carciofi, coorientadora, Glaldcia Maria
Falcdo de Aragdo, coorientador, Pedro Henrigue H.
de Araidjo, 2018.

160 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecncldégice, Programa de Pos
Graduagdo em Engenharia de Alimentos, Floriandpolis,
2018.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. Embalagem
antimicrobiana. 3. Caracterizagdc polimérica. 4.
Modelagem matemdtica de migragd@c. 5. Cinética de
crescimento bacterianc. I. Carciofi, Bruno Rugusto
Mattar. II. Aragdc, Gladcia Maria Falcdc de. III.
Araijo, Pedro Henrique H. de IV. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagdo
em Engenharia de ARlimentos. V. Titulo.




“DESENVOLVIMENTO DE FILME ANTIMICROBIANO
DE ACETATO DE CELULOSE INCORPORADO COM

CARVACROL”
Por
Denise Adamoli Laroque

Tese julgada para obten¢do do titulo de Doutor em Engenharia
Alimentos, drea de Concentragdo de Desenvolvimento de Processos da
Induistria de Alimentos, e aprovada em sua forma final pelo Programa de
Pés-graduagdo em Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina.

Prof. DrBruno Augusto Mattar Carg¢jofi
Orientador

’

Prof. Df Pedro Hensique HermeSde Araljo
Coorientador

Profa. Dra” Glaucia Maria ) alcdo de Aragdo
Coorientador

Coordenador

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Brufio Augusto Mattar Cdgciofi Przif. Dr. Odinei Hess Gongalves

Proyr. Juliano De Dea Lindner Prd&[)lr\.ficio Antonio Ferrcira Ziclihski

Florianépolis, 30 de maio de 2018.






Dedico esse trabalho
a minha mae, Salma Adamoli Laroque e
ao meu amor, Ricardo Lemos Monteiro.






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, prof. Bruno Carciofi, pela oportunidade e confianga
depositada a mim, pelos ensinamentos, amizade, por toda contribui¢do
para o desenvolvimento deste trabalho e para a minha formagéo. Aos
meus coorientadores, prof. Pedro Aradjo e prof?. Glaucia Aragdo, por
todo o ensinamento e contribuicdo na elaboracdo deste trabalho.

Aos membros da banca, pela disponibilidade, avaliagéo e contribuicéo.

A UFSC e ao PPGEAL pela oportunidade. Ao CNPq e & CAPES pelo
apoio financeiro. A empresa Rhodia Solvay pela oportunidade e
financiamento de parte deste projeto.

Aos professores do PPGEAL pelos ensinamentos e contribuigdo na
minha formac&o. Aos laboratérios PROFI, LCP e ENGEBIO e aos que
neles trabalham, por terem fornecido estrutura e suporte para a realizacéo
deste projeto. Aos funcionarios da UFSC, pelos servigos prestados. Ao
técnico da Central de Anélises, Leandro, e ao secretario do PPGEAL,
Fernando, pelo apoio e disposi¢cdo em sempre ajudar.

A Jaque e a Leidi por toda a contribuicao, pelas horas de conversa, pela
duvidas tiradas, pelo ensinamento e amizade, vocés foram fundamentais
na elaboracdo deste trabalho. Ao Cristian e a Camila que muito ajudaram
e colaboraram no inicio desta pesquisa, e & Naomi, por toda a dedicacéo
e as contribuigdes valiosas. A todos colegas de laboratério e do programa
gue de forma direta ou indireta contribuiram para a elaboracdo desta
pesquisa e com a minha formacao.

Aos amigos feitos ao longo dessa jornada que colaboraram muito
durante estes anos, tornando o dia a dia mais agradavel.

A minha mée, pelo amor e amizade, por toda a dedicacio e esforco em
sempre dar o melhor para mim e meus irmdos, por ser a mulher mais
especial e guerreira que eu conheco.

Ao Ricardo, meu amor e companheiro, por todo amor, dedicacdo, por
estar sempre do meu lado em todos os momentos. Obrigada por fazer
parte da minha vida.

Aos meus irmdos, Rafael e Giovani, por sempre estarem presentes
mesmo a distancia, por saber que sempre posso contar com vocés e por
me proporcionarem momentos de alegrias.

A todos da minha familia, sejam Adamoli, Laroque, Lemos ou
Monteiro, que sempre estiveram e estardo ao meu lado, que me apoiaram,
se dedicaram e torceram por mim, dindos, avs, sobrinhos, afilhados,
primos, tios. A minha sogra, Guete, por também ser minha mée. A todos
amigos que mesmo & distancia sempre se fazem presentes, seja com
alguma mensagem ou algum encontro esporadico.






“E um paradoxo, ainda verdadeiro, dizer que quando mais
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RESUMO

As embalagens antimicrobianas consistem em materiais incorporados
com um agente ativo que reduz ou inibe o crescimento microbiano quando
em contato com um alimento. Existe um interesse mundial em
embalagens que sejam de origem natural e biodegradaveis, como, por
exemplo, o acetato de celulose (AC), que é um biopolimero de baixo custo
derivado da celulose e pode ser utilizado em contato com alimentos. O
presente estudo teve como principal objetivo o desenvolvimento de filme
antimicrobiano de AC incorporado com carvacrol. Os filmes foram
obtidos pela técnica de casting utilizando solugdes de AC em acetona ou
butanona e caracterizados quanto as propriedades fisicas, mecanicas,
térmicas, morfologicas. As caracteristicas dos filmes foram semelhantes,
no entanto, a maior pressdo de vapor da acetona permitiu a obtengéo mais
rapida dos filmes. O carvacrol, composto majoritario do 6leo essencial do
orégano, foi adicionado em até 10% em relacdo a massa do AC. Esse
composto ativo ficou homogeneamente distribuido na matriz polimérica
e promoveu poucas alteragdes nas propriedades dos filmes. A retencdo
total do carvacrol logo apds a obtencgdo do filme e a perda inferior a 25%
guando armazenado a 50 °C por até 22 semanas sugerem que ha interacéo
intermolecular entre o carvacrol e o0 AC. A migracdo em fluidos
simulantes de alimentos demonstrou que é possivel obter filmes com agéo
prolongada e migracdo lenta do carvacrol, com coeficiente de difuséo
entre 1013 e 101 m?/s. A atividade bactericida do carvacrol contra as
bactérias deteriorantes Weissella viridescens e Pseudomonas fluorescens
foi de 488 pg/mL na fase liquida e de 384 pg/mL na fase vapor. O filme
de AC com 10% de carvacrol apresentou atividade bactericida na fase
vapor contra as duas bactérias estudadas. A eficacia antibacteriana do
filme ativo foi comprovada em fatias de presunto a vacuo armazenados a
8 °C. A P. fluorescens ndo foi capaz de se desenvolver nas condi¢Bes
testadas. Para a W. viridescens o filme com 10% de carvacrol aumentou
em 5 vezes a duragéo da fase de laténcia, diminuiu em 62% a velocidade
de crescimento e reduziu em 1 log a populacdo maxima bacteriana. O
filme ativo obtido neste estudo demonstrou potencial para aplicacdo como
embalagem para aumentar a vida Gtil de alimentos e ainda, possibilitar o
uso de menor quantidade de conservantes tradicionais e colaborar para a
diminuicéo do uso de polimeros de fonte petroquimica.

Palavras-chave: embalagem ativa, caracterizagdo polimérica, migracéo,
W. viridescens, P. fluorescens, atividade antimicrobiana.






ABSTRACT

Antimicrobial packaging consists of materials incorporated with an active
agent that reduces or inhibits microbial growth when in contact with a
food. There is a global interest in packages that are biodegradable and
natural origin, for example cellulose acetate (AC), which is a low cost
biopolymer derived from cellulose and can be used in contact with food.
The present study had as main objective the development of AC
antimicrobial film incorporated with carvacrol. The films were obtained
by the casting technique using AC solutions in acetone or butanone and
characterized as to physical, mechanical, thermal and morphological
properties. The characteristics of the films were similar, however, the
higher vapor pressure of acetone allowed the films to be obtained faster.
The carvacrol, major compound of the oregano essential oil, was added
in up to 10% relative to the weight of the AC. This active compound was
homogeneously distributed in the polymer matrix and promoted few
changes on films properties. The carvacrol total retention immediately
after obtaining the film and loss of less than 25% when stored at 50 ° C
for up to 22 weeks suggest that there is intermolecular interaction between
carvacrol and AC. The migration in foods simulants fluids demonstrated
that it is possible to obtain films with long-acting and slow migration of
carvacrol, with diffusion coefficient between 1013 e 10°%> m?/s. The
bactericidal activity of carvacrol against spoilage bacteria Weissella
viridescens and Pseudomonas fluorescens was 488 pg/mL in the liquid
phase and 384 pg/mL in the vapor phase. The AC film with 10% carvacrol
showed bactericidal activity in the vapor phase against the two bacteria
studied. The antibacterial efficacy of the active film was demonstrated
ham slices vacuum packed stored at 8 °C. The P. fluorescens was not able
to grow under the conditions tested. For the W. viridescens, the film with
10% carvacrol increased 5 times the duration of the latency phase,
decreased the growth rate by 62% and reduced the maximum bacterial
population in 1 log. The active film obtained in this study demonstrated
potential for application as packaging to increase shelf life and also enable
the use of the smaller traditional preservatives amount and may contribute
to decreasing the use of petrochemical polymers.

Keywords: active packaging, polymeric characterization, migration, W.
viridescens, P. fluorescens, antimicrobial activity.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DA TESE

Desenvolvimento de filme antimicrobiano de acetato de celulose
incorporado com carvacrol

Por qué?

A embalagem ativa é uma tecnologia emergente, que permite a utilizacao de
agentes antimicrobiano provenientes de fontes naturais e reducdo da
guantidade de conservantes na matriz alimenticia.

O acetato de celulose é um polimero biodegradavel derivado da celulose,
que pode ser utilizado em embalagem de alimentos.

O carvacrol é o composto majoritario do 6leo essencial de orégano e
apresenta propriedades antimicrobianas.

O que ja existe?

O acetato de celulose vem sendo extensivamente utilizado na area de
membranas, e como filme ativo ha trabalhos com adicdo dos compostos
naturais, tais como timol e 6leo essencial de orégano.

Ha trabalhos que demostram a eficAcia do carvacrol como agente
antimicrobiano em uma ampla gama de bactérias.

Hipoteses da pesquisa

Embalagens ativas antimicrobianas de acetato de celulose contendo
carvacrol sdo factiveis, permitindo a migracdo do composto ativo que ird
agir principalmente na superficie dos alimentos, onde a maior parte das
reacOes ocorrem, prolongando a vida Util de alimentos.

Estratégia

Definir a metodologia para obtencéo dos filmes e caracterizi-los com e sem
a adicdo de carvacrol. Determinar a retencdo e interacdo do carvacrol em
filmes armazenados e a migracdo em fluidos simulantes de alimentos. Apos,
determinar a capacidade antibacteriana dos filmes ativos em bactérias
deteriorantes de alimentos, Pseudomonas fluorescens e Weissella
viridescens, e avaliar a capacidade de inibicdo dos filmes ativos no
crescimento bacteriano em presunto embalado a vacuo.

Conclusoes

Os filmes foram transparentes e com caracteristicas adequadas para uso
como embalagem de alimentos. A adicdo de até 10% de carvacrol ndo
causou alteragdes consideraveis nas caracteristicas dos filmes e apresentou
interacdo com o acetato de celulose, permanecendo na matriz polimérica
mesmo quando armazenado a 50 °C. A migracao do carvacrol para fluidos
simulantes de alimentos indica que em uma matriz alimenticia a sua
migracdo poderd ser gradual. Os filmes ativos apresentaram atividade
antibacteriana, e foram eficazes para inativar a W. viridescens em fatias de
presunto embaladas a vacuo.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A procura crescente dos consumidores por produtos alimenticios
minimamente processados, naturais, frescos e praticos, bem como
mudancas continuas a niveis industriais, varejo e distribuicdo associados
a globalizacdo, representam grandes desafios para a seguranca e
qualidade alimentar. A necessidade de aumentar a vida Util, minimizar o
desperdicio de alimentos e otimizar o uso de matérias-primas favorece a
implementacdo de tecnologia de embalagem, tais como embalagens
ativas e inteligentes, desempenhando um papel-chave nos setores de
alimentos pereciveis (HAN, 2014; REALINI; MARCOS, 2014,
ROBERTSON, 2009).

Aliado a isso, ha um crescente interesse mundial em embalagens
com menores quantidades de materiais e faceis de serem reutilizadas,
recicladas ou biodegradadas, favorecendo & inovacdo das tecnologias
utilizadas para embalagem de alimentos (YAM; LEE, 2012).

Desta forma, o uso de polimeros de fontes naturais e
biodegradaveis, aliado ao conceito de conservagdo de embalagens ativas,
podem atuar estrategicamente sob diferentes aspectos: aumento da vida
Gtil dos alimentos, seguranca de alimentos e reducdo do consumo de
polimeros ndo biodegradaveis e fontes ndo renovaveis (VARGAS JR,
2014).

Embalagens ativas antimicrobianas apresentam como grande
vantagem a possibilidade do uso de menor quantidade de conservante
devido a liberacdo lenta do composto ativo, agindo principalmente na
superficie do alimento, onde a maior parte das reacGes ocorrem.

Diversos principios ativos podem ser incorporados as embalagens
com o intuito de torna-las ativas. A crescente demanda por produtos
seguros e naturais tem aumentado o interesse entre 0s pesquisadores nos
6leos essenciais e seus compostos como aditivos naturais em alimentos
em substituicdo aos aditivos quimicos, além disso, a reducéo do consumo
de sal, a fim de reduzir a incidéncia de doengas cardiovasculares, faz com
gue seja necessaria a adicdo de outros compostos para manter a seguranca
dos alimentos (BURT, 2007).

Dentre os aditivos naturais, o carvacrol, componente majoritério
dos 0leos esséncias de orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus
vulgaris) (BURDOCK, 2010), apresenta atividade antimicrobiana contra
diversas bactérias patogénicas e deteriorantes de alimentos (BEN ARFA
et al., 2006; DU et al., 2015; LAMBERT et al., 2001; RAMOS et al.,
2012; SILVA-ANGULO et al., 2014; ULTEE; BENNIK;
MOEZELAAR, 2002).
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Com relagdo aos polimeros biodegradaveis, a celulose é o polimero
natural mais abundante e uma fonte importante de matéria-prima para a
crescente demanda por materiais biocompativeis, renovaveis e
ambientalmente amigaveis (WUSTENBERG, 2015). Além disso, a
celulose é um material versatil para funcionalizagdo quimica, capaz de
produzir fibras e filmes, bem como diversos derivados estaveis. Sdo
inimeras as possibilidades de métodos para modificacdo da celulose,
resultando em ampla gama de produtos por substituicdo dos grupos
hidroxilas (WUSTENBERG, 2015). Estas modificacdes na estrutura da
celulose tém como vantagens a possibilidade de obtencéo de compostos
gue possam produzir materiais moldaveis, e a alteragéo significativa de
suas propriedades fisico-quimica e mecanicas.

O acetato de celulose é um dos principais derivados da celulose, é
produzido pela reacéo de esterificagdo da celulose através da substitui¢do
de grupos hidroxila (OH) por grupos acetila (COCHs) (ENDRES;
SIEBERT-RATHS, 2011). E utilizado principalmente na area das
membranas, em processos de separacdo e filtracao.

O acetato de celulose ja é utilizado como embalagem de alimentos
por algumas empresas e tem se mostrado promissor na darea de
embalagens ativas antimicrobianas. Na literatura, foram encontrados
estudos de embalagens de acetato de celulose com a adi¢do de sais de
prata (NECULA et al., 2011), bacteriéfago (GOUVEA et al., 2015),
aldeido cindmico (LOPES et al., 2014), lisozima (GEMILI;
YEMENICIOGLU; ALTINKAYA, 2009), acido ascorbico, tirosina
(GEMILI etal., 2010) e 6leo de orégano (PAGANINI, 2017; POLA etal.,
2016).

Desta forma, esse projeto teve como objetivo a producéo de filme
ativo antimicrobiano de acetato de celulose incorporado com o composto
carvacrol e aplicado em embalagens de presunto visando o aumento da
vida dtil.



33

1.1. OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

Desenvolver filmes ativos de acetato de celulose contendo
carvacrol como agente antimicrobiano, avaliando a migragdo do
carvacrol, seu efeito inibitério contra as bactérias deteriorantes de
alimentos Pseudomonas fluorescens e Weissella viridescens e a aplicacédo
destes filmes em fatias de presunto.

1.1.2  Objetivos Especificos

- Determinar a metodologia para obtencéo dos filmes de acetato de
celulose pelo método de casting avaliando as caracteristicas dos filmes
produzidos a partir de solventes acetona e butanona sob diferentes
condicdes de secagem;

- Caracterizar os filmes de acetato de celulose com a adigédo de
carvacrol e determinar a retencéo e interacdo do carvacrol no filme apos
evaporacdo do solvente e durante o armazenamento dos filmes em
temperaturas de 25 e 50 °C;

- Determinar o mecanismo de migracéo do carvacrol em fluidos
simulantes de alimentos nas temperaturas de 8 e 25 °C;

- Aplicar modelo matematico para obtencdo dos parametros das
cinéticas de migrag&o;

- Determinar as concentragdes bacteriostatica e bactericida do
carvacrol na fase liquida e de vapor contra as bactérias P. fluorescens e
W. viridescens;

- Investigar a capacidade inibitoria dos filmes ativos em fatias de
presunto embalado;

- Aplicar modelo matematico para obtencdo dos parametros das
cinéticas de crescimento bacteriano no presunto.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. EMBALAGENS PLASTICAS E BIODEGRADAVEIS

Os plasticos mais usados na industria de embalagens séo os de base
petrogquimica, tais como poli(tereftalato de etileno) (PET), poli(cloreto de
vinila) (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS) e
poliamida (PA). Estes apresentam vantagens como baixo custo, boas
propriedades mecanicas, barreira ao oxigénio e umidade, entre outras. No
entanto, sua degradacdo é lenta, podendo causar efeito adverso para a
salde humana e/ou para o ecossistema, atribuido ao alto consumo de
combustiveis fosseis (cerca de 99% dos plasticos sdo de origem de
fosseis), poluigdo ambiental, esgotamento de aterros e elevada utilizagdo
de energia no processo de fabricagdo (MAHALIK; NAMBIAR, 2010).

Desta forma, hd um crescente interesse na sociedade por
embalagens com menor quantidade de material e faceis de reutilizar,
reciclar ou que sejam biodegradaveis. Esse interesse favorece as
tecnologias emergentes de embalagem de alimentos, as quais podem ser
definidas como as inovagdes nas embalagens, com desenvolvimento
promissor para melhoria da qualidade e seguranca dos alimentos e a
sustentabilidade do sistema alimentar em geral (YAM; LEE, 2012).

Segundo o European Bioplastics (2016), os bioplasticos sdo
plasticos com base biologica e/ou biodegradaveis, apresentam
propriedades semelhantes aos plasticos convencionais, porém oferecem
beneficios adicionais, tais como, melhor funcionalidade, reciclagem
organica, reducdo do uso de recursos fosseis e redugdo de emissdo de
gases de efeito estufa. Os bioplasticos podem ser separados em 3 grupos:

i) Plasticos com base biolégica (ou parcialmente biol6gica) ndo
biodegradaveis, tais como o PE com base bioldgica, PA ou poliuretanos
(PUR), sendo que os poliuretanos podem ser biodegradaveis dependendo
da composicgéo do poliol utilizado.

ii) Plasticos com base biolégica e biodegradaveis, tais como
poli(acido lactico) (PLA), polihidroxialcanoatos (PHA), poli(succinato de
butileno) (PBS) e misturas de amido, que é um polimero natural, com
outros polimeros naturais ou sintéticos;

iii) Plasticos biodegradaveis produzidos a partir de recursos fdsseis
e biodegradaveis, como poli(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT),
mas que futuramente poderao ser produzidos com base bioldgica.

Atualmente, os bioplasticos representam menos de 1% de 300
milhdes de toneladas de plastico produzido anualmente. No entanto, a
demanda estd crescendo, devido a melhoria dos materiais e suas
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aplicacdes, a crescente consciéncia ambiental dos consumidores, bem
como ao conhecimento sobre a natureza finita dos recursos fosseis
(EUROPEAN BIOPLASTICS, 2016).

Dentre as desvantagens do uso de biopolimeros biodegradaveis
oriundos de recursos renovaveis, destacam-se as propriedades fisicas e
mecanicas mais restritas em relagéo aos plasticos de origem petroquimica
devido a menor possibilidade em se ajustar as propriedades fisico-quimica
destes compostos. A fim de contornar algumas deficiéncias dos materiais
renovaveis, tais como a celulose e o amido, que sdo os polimeros de
origem vegetal mais abundantes no mundo, transformacgdes fisico-
quimicas tém sido realizadas através de misturas e reacdes, se mostrando
alternativas promissoras e desempenhado um papel importante na
melhoria da qualidade de embalagens utilizando estes compostos.

A presenga de grupos hidroxila na estrutura quimica da celulose e
do amido permite a alteracdo das propriedades através de derivacao
quimica, fornecendo oportunidade para melhorar as propriedades para
uso em embalagens (IMAM; GLENN; CHIELLINI, 2012).

2.2. CELULOSE

A celulose é o biopolimero mais abundante do planeta e uma fonte
muito importante de matéria-prima para a crescente demanda por
materiais biodegradaveis e renovaveis. A polpa de madeira é a principal
fonte de matéria-prima para o processamento de celulose. Da polpa de
madeira produzida, cerca de 97,5% é usada na producao de papel e 2,5%
é utilizada na indUstria quimica para a producédo de fibras, filmes, e na
sintese de diversos ésteres e éteres de celulose. A Figura 2.1 representa,
esquematicamente, o uso global da madeira e seus derivados (KLEMM et
al., 2005; WUSTENBERG, 2015).

A celulose é um polimero linear, a unidade monomérica consiste
em duas moléculas de glicose unidas por ligacdo glicosidica B(1,4), com
rotacdo de 180° uma contra outra. Cada unidade de glicose contém trés
hidroxilas livres ligadas aos carbonos 2, 3 e 6 (WUSTENBERG, 2015).
A formula quimica da celulose é (CsH10Os)n, Onde n é o nimero de
monodmeros de glicose, e a férmula estrutural pode ser visualizada na
Figura 2.2.

LigacBes de moléculas de celulose sdo agregadas em forma de
microfibrilas, constituidas de 55-75% de regides cristalinas e 25-45% de
regibes amorfas. Os grupos hidroxilas localizados na regido amorfa s&o
altamente acessiveis e reativos (KLEMM et al., 2005).
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Figura 2.1. Uso mundial de madeira para produtos de celulose.

Madeira Celulose Produtos de Celulose
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= 1.700 milhoes de ton = 180 milhées de ton = 5 milhGes de ton

(Fonte: WUSTENBERG, 2015)

Figura 2.2. Férmula estrutural da unidade basica de celulose.
OH

OH

(Fonte: BAO, 2015)

A celulose é uma matéria-prima versatil para conversdes quimicas,
podendo produzir fibras e filmes, bem como diversos derivados estaveis
de celulose, usados em muitas areas da inddstria. S&o inUmeras as
possibilidades de métodos para modificagdo da celulose, podendo ser
produzido uma ampla gama de compostos por substituicdo dos grupos
hidroxila com uso de agentes quimicos, tais como acidos, cloretos e
Oxidos, através de reagdes de esterificagdo ou eterificacdo
(WUSTENBERG, 2015). Produzindo, por exemplo, por esterificagdo,
acidos inorganicos (nitrocelulose) e acidos organicos (acetato de celulose)
e, por eterificacdo, etilcelulose e cloreto de metila.

Celulose regenerada e derivados de celulose estdo entre o0s
biopolimeros fabricados em grande escala industrial. O material é
resistente & radiagdo ultravioleta (UV), transparente e disponivel em
grande numero de cores transparentes, transllcidas, com alto brilho
superficial (ENDRES; SIEBERT-RATHS, 2011).

2.2.1. Acetato de celulose

O acetato de celulose (AC) é produzido através de reacdo de
esterificacdo da celulose pela substituicdo dos grupos hidroxila (OH) por
grupos acetila (COCH3). O numero médio de grupos acetila que
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substituem as hidroxilas por unidade glicosidica é denominado grau de
substituicdo (GS). O GS varia de 0 para a celulose a 3 (para um material
tri-substituido) (Figura 2.3) (ENDRES; SIEBERT-RATHS, 2011;
KLEMM et al., 2005).

Figura 2.3. Reacdo para obtencéo do acetato de celulose tri-substituido.
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(Fonte: Meireles, 2007)

As propriedades e aplicactes de AC sdo determinadas pelo GS, o
qual influencia principalmente a solubilidade e compatibilidade,
influenciando as propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas. Embora AC
possa ser produzido com diferentes GS, o nivel comum é o 2,5, contendo
cerca de 41% de grupo acetil, e apresenta boa solubilidade em solventes
comuns, como a acetona (BAO, 2015; PULS; WILSON; HOLTER,
2011).

O AC é classificado como GRAS (Generally Recognized As Safe),
¢ um produto amorfo, disponivel em forma de p6 ou em flocos, ndo
toxico, inodoro, insipido, transparente, brilhante, ndo inflamavel,
resistente e apresenta alta resisténcia ao calor, a produtos quimicos,
gorduras e 6leos (ENDRES; SIEBERT-RATHS, 2011).

Dentre os derivados da celulose, 0 AC é o de maior interesse
comercial e ganhou atencdo nos Ultimos anos em relacdo as suas
potenciais aplicacdes de mercado em industrias téxteis, alimentares e
farmacéuticas (BAO; LONG; VERGELATI, 2015). O AC é usado
principalmente como fibras para filtro de cigarro e indUstrias téxteis,
representando 91% do consumo mundial de acetato de celulose em 2016.
O restante € moldado e utilizado na forma de folhas, filme fotogréfico,
embalagens, revestimentos, tintas e em monitores de cristais liquidos
(IHS MARKIT, 2016).
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E consenso em todos os trabalhos cientificos que o AC é um
biopolimero, no entanto h& controvérsias em relacdo a
biodegradabilidade. Segundo Endres e Siebert-Raths (2011) e Potts,
Clendinning e Ackart (1972), a biodegradacdo do AC diminui a medida
gue o GS aumenta. No entanto, para Puls, Wilson e Hélter (2011),
Gardner et al. (1994) e Buchanan et al. (1996), diferentemente da celulose
gue é prontamente biodegradada por organismos que utilizam enzimas
celulase, 0 AC, devido aos grupos acetila, requer a presenca de enzimas
esterases (comuns em microrganismos) para O primeiro passo ha
biodegradacéo.

2.3. EMBALAGENS ATIVAS

A embalagem ativa de alimentos é uma inovacdo em resposta as
continuas mudangas dos consumidores e das tendéncias do mercado. Esta
tecnologia baseia-se na incorporacdo de determinados compostos no
sistema de embalagem que libera ou absorve substancias do alimento ou
do ambiente de modo a prolongar a vida atil e manter a qualidade, a
seguranca e as caracteristicas sensoriais do alimento (REALINI;
MARCOS, 2014).

O Regulamento 1935/2004 da Unido Europeia possibilita a
utilizacdo de embalagens ativas na Europa, permitindo a aplicagdo de
materiais com agentes que podem entrar em contato e/ou migrar para 0s
alimentos, contém disposicdes gerais sobre a seguranga das embalagens
ativas e inteligentes e define o quadro para o processo de avaliacdo da
Agéncia Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA). Porém, apenas em
2009, o Regulamento 450/2009/CE estabeleceu regras especificas para
materiais e objetos ativos e inteligentes para aplicagdo segura dos
requisitos gerais estabelecidos. No Japdo, EUA e Australia, os
regulamentos foram mais adequados e flexiveis, permitindo ha anos
inovacGes tecnol6gicas no setor de embalagens de alimentos
(RESTUCCIA et al., 2010). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
sanitaria (ANVISA) segue o regulamento da Unido Europeia.

Os sistemas mais conhecidos de embalagens ativas sdo as de: i)
diminuigdo/eliminacdo de oxigénio e sdo comercializados na forma de
sachés, impedindo a oxidacdo, o crescimento de bactérias aerdbias e
fungos; ii) eliminag&o de didxido de carbono que impedem as embalagens
inflarem devido a formacé&o de di6xido de carbono em produtos, tais como
queijos ou café; iii) absorcdo de etileno para frutas frescas, retardando a
maturagao; iv) absorcdo de umidade, usados para embalar alimentos
secos, sensiveis a umidade, produtos farmacéuticos e dispositivos
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eletrénicos, inseridos nas embalagens na forma de saché para manter a
umidade (HAN, 2014; SARANTOPOULOS; REGO, 2012).

Existem ainda as embalagens ativas emissoras de Ultima geragédo,
as quais liberam, durante a estocagem, 0s compostos ativos, como agentes
antimicrobianos, antioxidantes, realcadores de sabor, enzimas, compostos
nutracéuticos, dentre outros (SARANTOPOULOS; REGO, 2012).

Um dos grandes desafios para as embalagens ativas é preservar as
suas propriedades mecanicas e de barreira originais. A adicdo de
substancias ativas puras, em vez do uso de extratos ndo purificados, ou 0
uso de compostos ativos sob a forma de nanoparticulas podem reduzir a
guantidade de substancia ativa necessaria e, portanto, contribuir para
preservar as propriedades originais dos materiais (REALINI; MARCOS,
2014).

2.3.1. Embalagem de liberagéo controlada

As embalagens de liberacdo controlada sdo definidas como
embalagens que podem liberar compostos ativos (exemplo:
antimicrobianos e antioxidantes), com a finalidade de prolongar a vida
atil de alimentos, melhorando a seguranga e a qualidade dos mesmos
(YAM; ZHU, 2012).

Tradicionalmente, compostos ativos sdo adicionados nas
formulagdes dos alimentos. No entanto, estes compostos podem interagir
com o alimento limitando a sua eficcia. As embalagens de liberacéo
controlada podem suprir essa limitacdo, reabastecendo continuamente os
compostos ativos através de liberagdo controlada, prolongando a protecao
do alimento. Outra vantagem, é a necessidade de menor quantidade de
compostos ativos a ser utilizada para proporcionar 0s mesmos ou
melhores niveis de prote¢cdo comparado & adicdo direta no alimento
(YAM; ZHU, 2012).

O termo “controlar” ¢ usado no sentido de conhecer a quantidade
de composto que esta sendo liberado. A capacidade de controlar a
liberacdo é conseguida quantificando as relagdes do sistema. De fato,
controlar a liberagcdo do composto ativo a taxas adequadas € um grande
desafio, uma vez que ndo existe uma compreensdo fundamental dos
fatores que regem a liberagcdo de compostos a partir dos materiais das
embalagens.

2.3.2. Embalagens antimicrobianas

As embalagens antimicrobianas servem como transportadores de
compostos para reduzir, inibir ou retardar o crescimento microbiano,
liberando de forma eficaz os compostos nos alimentos para prolongar a
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vida util, qualidade e seguranga (HAN, 2014; SOARES et al., 2009). O
agente antimicrobiano pode estar contido na embalagem na forma de
sachés ou incorporado no material da embalagem (LOPEZ-CARBALLO
etal., 2012).

Os sistemas de embalagens antimicrobianas podem ser
classificados em duas categorias principais: i) liberagdo do agente
antimicrobiano da embalagem para o alimento e ii) imobilizacdo do
agente antimicrobiano na embalagem, atuando na superficie do alimento
(BRODY; STRUPINSKY; KLINE, 2001; HAN, 2014).

Uma das principais vantagens desse tipo de embalagem é a difuséo
dos compostos antimicrobianos para a superficie do alimento de maneira
controlada. Com isso, podem estar presentes em menores quantidades e
atuando principalmente na superficie do produto, onde a maior parte das
reacdes de deterioragdo ocorrem. A adicdo do agente na embalagem é
mais eficiente do que a adi¢do direta no alimento, pois, devido a difusdo
lenta para o alimento, proporciona um efeito antimicrobiano continuo
durante periodos prolongados de exposicdo, reduzindo a perda da
atividade antimicrobiana em virtude da afinidade ou inativacdo pelos
componentes do alimento (MIRANDA et al., 2016; QUINTAVALLA;
VICINI, 2002; SOARES et al., 2009).

As substancias antimicrobianas incorporadas nas embalagens
podem controlar a contaminagdo microbiana através da reducdo da
velocidade de crescimento e o crescimento maximo da populacéo,
estender a fase de laténcia ou inativar os microrganismos (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; QUINTAVALLA; VICINI, 2002; SOARES et al.,
2009).

O antimicrobiano a ser incorporado no polimero deve ser
selecionado com base na composi¢do do alimento, espectro de atividade,
modo de acdo, composicdo quimica e velocidade de crescimento dos
microrganismos alvo (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; HAN, 2014).
Além disso, o efeito do antimicrobiano sobre as propriedades mecanicas,
de barreira e opticas do polimero também devem ser consideradas
(APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

2.4. AGENTES ANTIMICROBIANOS

A selecdo do agente antimicrobiano depende da atividade contra
um microrganismo alvo. Devido as caracteristicas dos produtos
alimentares tais como pH, atividade da 4gua, composicéo e temperatura
de armazenamento, o crescimento de potenciais microrganismos que
podem deteriorar determinado produto alimenticio é previsivel. O agente



42

antimicrobiano deve ser selecionado pela capacidade de inibicdo contra
0s potenciais microrganismos que podem crescer em condi¢des ambientes
em determinado alimento embalado (HAN, 2003).

Diversos tipos de agentes antimicrobianos podem ser incorporados
ao sistema da embalagem, tais como:

i) Quimicos, como os &cidos organicos &cidos (benzoicos,
parabenos, sorbatos, acido sorbico), os fungicidas (benomil e imazalil) e
0 alcool (etanol);

ii) Bacteriocinas produzidas por microrganismos, tais como nisina,
lacticinas, pediocina, diolococcina e propionicinas;

iii) Enzimas, como a lisozima;

iv) Extratos naturais, como os 6leos essenciais de plantas e seus
Compostos.

2.4.1. Agdo antimicrobiana de dleos essenciais

A crescente demanda por produtos seguros e naturais tem
aumentado o interesse entre 0s pesquisadores nos 6leos essenciais como
aditivos naturais em alimentos, em substituicdo aos aditivos quimicos,
além disso, a reducéo do consumo de sal, a fim de reduzir a incidéncia de
doencas cardiovasculares, faz com que seja necessario a adicdo de outros
compostos para manter a seguranca dos alimentos (BURT, 2007).

A diversidade de 6leos essenciais é muito grande e cada 6leo
apresenta ampla gama de compostos. O componente majoritario pode
chegar a 90% da composicdo do 6leo essencial, por exemplo, o 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare) pode conter até 80% de
carvacrol e o de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) pode conter até
85% de eugenol (BURT, 2007).

A composigdo quimica dos 6leos esséncias de uma determinada
planta pode variar em funcdo da época de colheita, origem geogréfica e
diferentes partes da planta (MACHADO; BORGES; BRUNO, 2011),
sendo essa uma desvantagem do uso desses compostos na indistria
alimenticia.

Vaérios estudos tém demonstrado os beneficios potenciais do uso
de 6leos essenciais como agentes ativos em embalagens, incluindo a
manutencdo das caracteristicas iniciais dos alimentos, protegendo da
deterioragdo microbiana e, portanto, estendendo a vida Util (BURT,
2004). No entanto, a maioria dos Gleos essenciais apresentam aroma
caracteristico, nas embalagens ativas, o aroma/odor pode aumentar ou
diminuir a preferéncia do alimento pelo consumidor. Como muitas vezes
as alteracGes organolépticas sdo indesejaveis, a adicdo de pequenas
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quantidades de Oleos essenciais se faz necesséria, podendo ser
combinadas com o uso de outras tecnologias (JAYASENA,; JO, 2013a).

Os componentes fendlicos sdo citados como 0s principais
responsaveis pelas propriedades antibacterianas desses 6leos, dentre os
mais estudados estdo o timol, carvacrol e eugenol.

Diversas propostas podem ser encontradas na literatura em relacéo
ao mecanismo de acdo dos 6leos essenciais sobre as bactérias. Uma
importante caracteristica dos 6leos essenciais e seus constituintes é a
hidrofobicidade, que lhes conferem capacidade para alterar a
permeabilidade da membrana celular e mitocondrial, tornando-as mais
permeaveis com consequentes perdas de ions e moléculas (BURT, 2004;
GONI et al., 2009).

Existem contradicdes relacionadas a eficacia dos 6leos essenciais
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Burt (2004); Mith et
al. (2014) e Ouattara et al. (1997) relataram que 6leos essenciais sdo mais
eficazes contra as bactérias Gram-positivas do que as Gram-negativas. As
células Gram-positivas sdo mais rigidas devido a maior quantidade de
peptidoglicano na parede, enquanto as Gram-negativas apresentam uma
membrana externa envolvendo a parede celular que restringe a difuséo de
compostos hidrofébicos através de sua cobertura lipopolissacaridica. De
acordo com Bouhdid et al. (2009), o 6leo de orégano (rico em carvacrol)
inativa as células de Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram-negativa),
interrompendo a permeabilidade e funcdo da membrana, levando a perda
de componentes citosélicos, com o vazamento de ions de potassio e
reducdo da viabilidade celular. Ao contrério, no caso de bactérias Gram-
positivas, como o Staphylococcus aureus, o potencial de membrana e a
permeabilidade das células da membrana foram afetadas pela
concentracdo de dleo e tempo de contato. A Figura 2.4 apresenta
esquematicamente a parede celular das bactérias Gram-negativa e Gram-
positiva.

Figura 2.4. Parede celular das bactéria Gram-negativa e Gram-positiva.
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2.4.2. Carvacrol

O Carvacrol (Figura 2.5) é um monoterpeno fendlico, com
caracteristica pungente e odor picante, levemente amarelo, de baixa
viscosidade, praticamente insollvel em agua e soltvel em solventes como
etanol e acetona. E encontrado naturalmente em plantas como orégano
(Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris). E um aditivo alimentar
geralmente reconhecido como seguro (GRAS) (FDA, 2015). Em
alimentos, foi reportado em bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas, produtos
de panificacdo, gomas de mascar, sorvetes, gelatinas, condimentos e
doces (BURDOCK, 2010). A Tabela 2.1 apresenta algumas
caracteristicas fisico-quimicas do carvacrol.

Figura 2.5. Estrutura molecular do carvacrol.

OH

(Fonte: de Vincenzi et al., 2004)

Tabela 2. 1. Caracteristicas fisico-quimicas do carvacrol, a 25 °C.
Caracteristica

Massa molar (g/mol) 150,22
Presséo de vapor (Pa) 6,4
Coeficiente de particdo (log P) (octanol/agua) 3,52
Solubilidade em agua (g/L) 0,11
Ponto de ebuli¢do (°C) 238

(Fonte: Arfa et al., 2006)

Estudos realizados com o carvacrol mostraram amplo espectro de
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (BEN ARFA et al., 2006; LAMBERT et al., 2001; NOSTRO et
al., 2009).

Arfa et al. (2006) estudaram o modo de agdo do carvacrol através
da comparacéo da estrutura quimica com a de outros compostos (eugenol,
mentol, éter metil carvacrol e acetato de carvacrol), relacionando quanto
a hidrofobicidade e a presenca de grupo hidroxila desses compostos. O
carvacrol apresentou maior efeito antibacteriano. Segundo os autores, 0s
compostos lipofilicos possuem uma elevada afinidade pelas membranas
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celulares e as suas inser¢fes induzem alteragdes nas propriedades fisico-
guimicas das membranas. Os compostos hidrofébicos sao relatados como
0S mais téxicos e a membrana citoplasmatica é frequentemente o local
principal da agéo. As interacfes entre 0s compostos antimicrobianos e as
membranas celulares afetam tanto a ordenacao de lipideos e a estabilidade
da bicamada, resultando na diminui¢do de integridade da membrana e
aumento do fluxo de prétons através da membrana.

Ultee, Bennik e Moezelaar (2002) sugerem que o grupo hidroxila
e a presenca de um sistema de ressonancia de elétrons sdo importantes
para a atividade antimicrobiana de compostos fendlicos, tais como o
carvacrol e timol. Tal estrutura permite que o composto atue como
permutador de prétons, reduzindo, assim, o gradiente através da
membrana citoplasmatica, resultando no colapso da forga motriz do
préton e esgotamento de ATP (adenosina trifosfato), ocasionando a morte
celular.

Silva-Angulo et al., (2014) estudaram a cinética de crescimento de
Listeria innocua e L. monocytogenes sob a exposic¢do ao carvacrol (100 e
175mg/L) em duas concentragdes iniciais de indéculo (102 e
10% UFC/mL). Os autores observaram que o tamanho do inéculo afeta o
efeito antibacteriano do carvacrol e deve ser levado em consideracdo nos
estudos cinéticos de crescimento. A maior concentracdo de carvacrol
reduziu em diferentes magnitudes a populacdo bacteriana, a reducéo foi
de aproximadamente 3 log e inferior a 1 log, para os inoculos iniciais de
10% e 108 UFC/mL, respectivamente.

Higueras et al. (2014) incorporaram carvacrol em filmes de
quitosana/ciclodextrina para inibir o crescimento microbiano em filés de
peito de frango embalados em PP/EVOH/PP (EVOH - Etileno alcool
vinilico). Durante os 9 dias de armazenamento, a embalagem forneceu
transporte infinito de carvacrol, sendo liberado rapidamente grande
guantidade e absorvido principalmente pelos filés de frango, devido
provavelmente a compatibilidade quimica entre proteinas do frango e
carvacrol. Com o maior filme testado (24 cm?), a inibicdo microbiana
variou de 0,3 log, para as bactérias acido lacticas, a 1,8 log, para leveduras
e fungos, no entanto a grande quantidade de carvacrol absorvida pelo filé
de frango ocasionou em alteracéo sensorial inaceitavel.

Belda-Galbis et al. (2014) determinaram a concentracéo inibitoria
minima (MIC) do carvacrol em diferentes temperaturas (8 a 37 °C) de
incubacéo contra as bactérias Escherichia coli K12 e L. innocua. A E. coli
apresentou menor resisténcia ao antimicrobiano, para a maior temperatura
0 MIC foi de 0,14 pL/mL, e sem crescimento para a menor temperatura.
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Para a L. innocua, o MIC foi de 0,20 e 0,50 pL/mL, com as temperaturas
37 e 8 °C, respectivamente.

Nair et al. (2015) avaliaram a eficacia antimicrobiana de diferentes
concentragdes de carvacrol em embalagem com atmosfera modificada
(MAP) (alto teor de CO>) contra bactérias &cido lacticas, Salmonella e
Campylobacter em peito de peru armazenados por até trés semanas sob
refrigeracdo. A combinacdo de MAP com 0,25% e 1% de carvacrol
resultou na reducdo de 1 e 2 log UFC/g, respectivamente, para ambas as
bactéria Salmonella e Campylobacter, em 7 dias armazenamento a 4 °C,
enquanto apenas 0 MAP néo foi eficiente. Para as bactérias acido lacticas,
tanto o uso de MAP como a combinagdo com o carvacrol foram eficientes,
com reducdo, apos 21 dias de armazenamento, de 2 e 3 log UFC/g, para
0 MAP e para MAP com 1% de carvacrol, respectivamente. A cor e o pH
da carne ndo foram alterados com os tratamentos.

2.5. USO DE ACETATO DE CELULOSE COMO EMBALAGEM
ATIVA

A facilidade em alterar as caracteristicas da matriz polimérica do
acetato de celulose tem sido extensamente estudada na é&rea de
membranas e farmacéutica. Diversos estudos podem ser encontrados
referentes a alteragcbes nas propriedades do acetato de celulose,
principalmente na é&rea das membranas. Essas alteracbes foram
demonstradas através de uso de diferentes solventes, ndo solventes
(COWIE; RANSON, 1971; FERREIRA JUNIOR et al., 2011;
NOVIKOV; VARLAMOV; MNATSAKANOV, 2005), plastificantes
(CERQUEIRA et al., 2008; AROUS; SAOUD; KERDJOUDJ, 2010;
NOVIKOV; VARLAMOV; MNATSAKANOV, 2005; RODRIGUES
FILHO et al., 2007), alteragBes na técnica de casting (como temperatura
e tempo de secagem, espessura da solugdo filmogénica) (AROUS;
SAOUD; KERDJOUDJ, 2010; PATEL; PATEL; PATEL, 1978;
WALLNER et al., 2004), adi¢éo de argilas (RODRIGUEZ et al., 2012b,
2012a; SENGUPTA et al., 2007) e nanoparticulas, promovendo
alteracdes nas propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor da agua
e oxigénio, porosidade, tamanho dos poros, estabilidade térmica.

Em relacdo ao uso de acetato de celulose como embalagem ativa,
0s estudos sdo mais recentes, sendo encontrados a partir de 2009, os quais
testaram a eficacia dos filmes apenas contra bactérias patégenas, nédo
sendo encontrado nenhum estudo de embalagem ativa de acetato de
celulose contra bactérias deteriorantes de alimentos.
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Gemili, Yemenicioglu e Altinkaya (2009) prepararam filmes
antimicrobianos & base de acetato de celulose contendo lisozima. A fim
de conseguir a libertacdo controlada de lisozima, a estrutura dos filmes
foi alterada de altamente assimétrica e porosa para densa, através da
alteracdo da composicdo da solucdo filmogénica. O aumento do teor de
AC na solucdo filmogénica resultou na diminuicdo da taxa de liberagéo,
da atividade méaxima da lisozima liberada e da atividade antimicrobiana
(Escherichia coli e Bacillus amyloliquefaciens), e aumento da resisténcia
a tracdo. A incorporacdo de lisozima nas peliculas preparadas com
solugdes filmogénicas de 5 e 10% de AC, ndo provocou alteragdes nas
propriedades mecanicas, no entanto, com 15% de AC essas propriedades
foram diminuidas. Os resultados demonstraram que as estruturas dos
filmes podem ser adaptadas alterando a composi¢cdo da solugdo
filmogénica.

Gemili Yemenicioglu e Altinkaya (2010) também estudaram a
incorporacdo de antioxidantes acido L-ascérbico e L-tirosina. Os filmes
apresentaram estrutura assimétrica, parte densa e porosa. O aumento do
teor do polimero na solugdo filmogénica formou filmes mais densos e
reduziu a difusdo dos antioxidantes através do polimero. O uso de
diferentes antioxidantes causou diferentes alteracGes nas propriedades
morfoldgicas e mecanicas dos filmes.

Uz e Altinkaya (2011) prepararam filmes mono e multicamadas a
base de acetato de celulose incorporados com sorbato de potéssio, como
agente antimicrobiano, utilizando a técnica de casting por inversao de fase
seca. Para conseguir a liberacdo controlada do agente, a estrutura dos
filmes foi modificada alterando a composicao da solugéo filmogénica, a
espessura e a temperatura de secagem. A taxa de liberacdo diminuiu &
medida que foi aumentado o teor de AC na solucdo filmogénica, a
espessura e a temperatura de secagem dos filmes. Os filmes
monocamadas apresentaram formacdo de cristais de sorbato de potassio
induzido pela secagem, como consequéncia, ocorreu rapida liberacdo
inicial, seguida por liberacdo mais lenta controlada pela dissolucdo de
cristais. Em filmes multicamadas a taxa de liberagdo foi regulada apenas
pela difusdo do composto através do filme.

Gouvéa et al. (2015) avaliaram a eficiéncia de filmes de AC
incorporados com até 5% de bacteriofago. A incorporacdo de
bacteri6fago ndo promoveu alteragdes drasticas nas propriedades fisicas
e mecénicas dos filmes e apresentaram atividade antimicrobiana contra a
bactéria Salmonella Typhimurium. Os bacteriéfagos permaneceram
vidveis durante 14 dias, apds esse tempo, ndo foram mais detectados nos
filmes.
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Pola et al. (2016) produziram filmes ativos a base de AC
incorporados com até 60% de 6leo essencial de orégano e até 2,5% argila
montmorilonita organofilica, para controlar o crescimento de fungos
fitopatogénicos. Os filmes ativos apresentaram alta atividade antiflngica,
principalmente na fase vapor. A argila apresentou boa dispersao na matriz
do filme, aumentou a rigidez e a resisténcia térmica e reduziu a
permeabilidade ao oxigénio. O 6leo atuou como plastificante, aumentou
a elongacdo e reduziu a permeabilidade ao vapor da agua. O 6lec e a argila
melhoraram a resisténcia térmica dos filmes.

Rodriguez et al. (2014) incorporaram organoargila e 2% de timol
em filmes de AC, a argila aumentou a opacidade e atividade
antimicrobiana (Listeria innocua) e timol apresentou efeito plastificante.

Espitia et al. (2013) estudaram o efeito da incorporacdo de
pediocina em filmes de acetato de celulose e a aplica¢do na preservagdo
de mortadela para inibicdo de Listeria monocytogenes. Foram testados
filmes com até 50% de pediocina, o qual diminuiu a tensdo na ruptura e a
permeabilidade ao vapor da agua, e reduziram o crescimento da bactéria
em 1,2 ciclo log apds nove dias, evitando a formagdo de biofilmes na
superficie da embalagem e da mortadela.

Em um trabalho realizado no nosso grupo de pesquisa na UFSC,
Paganini (2017) estudou o efeito do filme de acetato de celulose
incorporado com 6leo essencial de orégano em presunto na presenca da
bactéria W. viridescens. O uso de 15% (m/m) do 6leo essencial no filme
ocasionou no aumento da vida util do presunto de 9 para 16 dias.
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CAPITULO 3: INFLUENCIA DO SOLVENTE E DA ADICAO
DE CARVACROL NAS CARACTERISTICAS DOS FILMES DE
ACETATO DE CELULOSE

3.1. INTRODUCAO

A definicdo de uma metodologia para a obtencdo de filmes com
caracteristicas adequadas para sua aplicagdo como embalagem deve ser
investigada. O presente capitulo apresenta a escolha da metodologia para
obtencdo de filmes de acetato de celulose e a investigacao dos efeitos da
composicdo da solugdo filmogénica (SF) e da adicdo do composto
antimicrobiano nas caracteristicas dos filmes.

Através da adicdo de solventes e ndo-solventes é possivel a
alteracdo da porosidade, opacidade, densidade, permeabilidade,
assimetria, além disso, a facilidade de distribuir compostos, como
plastificantes, entre as cadeias poliméricas, leva a alteragdes significativas
em sua estrutura (EDGAR et al., 2001; FERREIRA JUNIOR et al., 2011;
FISCHER et al., 2008; GUO, 1993; PELTZER; WAGNER; JIMENEZ,
2009).

A estrutura macromolecular dos polimeros proporciona-lhes
caracteristicas peculiares em termos de propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas. A condicdo de processamento é um fator importante para a
obtencdo de propriedades adequadas do produto final, pois afeta a
estrutura molecular do produto. Portanto, a correlagdo entre o
processamento, a estrutura e as propriedades do polimero é fundamental
para dominar a tecnologia da transformacdo de materiais poliméricos
(CANEVAROLDO JR, 2004).

As propriedades dos materiais poliméricos podem ser alteradas
pelo método utilizado para a obtencdo do produto final, afetando a coeséo
da matriz polimérica formada que, por sua vez, esta relacionada com a
distribuicdo e a concentracdo de interacOes inter e intramoleculares na
estrutura filmogénica. Em filme formado pelo método de casting a
velocidade de evaporacdo do solvente e a adicdo de outros compostos
(plastificantes, compatibilizadores, aditivos) sdo fatores que podem
alterar as caracteristicas do produto final (CANEVAROLO JR, 2004;
WARD; SWEENEY, 2004; WASILKOSKI, 2006).

Compostos oleosos, como o carvacrol, podem agir como
plastificante em polimeros. No acetato de celulose, plastificante interfere
nas ligagBes de hidrogénio intermoleculares, alterando a densidade de
energia coesiva e volume livre do sistema (BAO; LONG; VERGELATI,
2015; MEIER et al., 2004).



50

O objetivo desse capitulo foi a obtencéo e caracterizagéo de filmes
de acetato de celulose ativo com carvacrol empregando a técnica de
casting. Os filmes foram obtidos com diferentes metodologias, variando
a concentracdo de acetato de celulose, o solvente e velocidade de
secagem. Os filmes obtidos com solventes de diferentes taxas de
evaporacdo foram avaliados quanto a morfologia, propriedades
mecanicas, fisicas e quimicas. O carvacrol foi adicionado a solucéo
filmogénica e os filmes foram caracterizados, afim de avaliar as alteraces
e interagBes entre o carvacrol e a matriz polimérica.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Materiais

Foram utilizados acetato de celulose (AC) com grau de
substituicdo de 2,5 cedido pela empresa Rhodia de S&o Paulo, acetona
(pureza: 99%, marca: Lafan), butanona (pureza: 99%, marca: Vetec),
acetato de etila (pureza: 99%, marca: CRQ) e carvacrol (pureza: >98%,
marca: Sigma).

3.2.2. Obtencao dos filmes

Para o preparo das solugdes filmogénicas (SF) o acetato de celulose
foi solubilizado acetona (AC/Acet), butanona (AC/But) e acetato de etila
(AC/Eti). A Tabela 3.1 apresenta algumas propriedades dos solventes
utilizados.

Tabela 3. 1. Propriedades dos solventes utilizados para o preparo das SF.
Ponto de Pressdo de vapor

Solvente ebulicio (°C) (kPa) (20 °C) Formula estrutural
o}
Acetona 56 24,6 )J\
(0]
Butanona 80 10,5 )j\/
Acetato de Q
etila I 9.8 /\ok

Fonte: (IFA, http://www.dguv.de/ifa/index-2.jsp)

O método utilizado para o preparo das SF e dos filmes foi baseado
nos estudos de Altinkaya, Yenal e Ozbas (2005), Gemili et al. (2010) e
Gouvéa et al. (2015).

As SF foram preparadas em duas concentra¢des de AC em relagédo
ao volume de solvente 5 g/100mL (5%) e 10 g/100mL (10%). O AC foi
adicionado ao solvente e mantido sob agitacdo mecénica em temperatura
ambiente, até completa solubilizacdo do polimero.

Os filmes foram produzidos pelo método de casting. Um volume
pré-determinado (10, 20 ou 30 mL) de umas das SF foi espalhado em uma
placa de Petri (9 cm de didmetro), mantidas niveladas em uma capela com
temperatura ambiente (22-25 °C) e umidade relativa de 65-70%. Para
garantir uma maior uniformidade da condigdo ambiente, durante a
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evaporagdo do solvente (secagem dos filmes), foi utilizada uma camara
de vidro contendo silica azul com abertura inferior para evitar a saturagao
do solvente internamente (Figura 3.1).

Figura 3.1. Camara para secagem dos filmes de acetato de celulose.

Foram realizados 2 procedimentos para a evaporacdo do solvente,
um com placa de Petri aberta (secagem rapida) e o outro com a placa
fechada (secagem lenta). Apds a secagem, os filmes foram removidos das
placas e caracterizados qualitativamente, conforme descrito a seguir.

3.2.3. Caracterizacédo qualitativa

A analise qualitativa dos filmes foi realizada logo apds a secagem
(evaporacgdo do solvente) e baseou-se ho método de Gontard (1991), com
modifica¢Bes. Foram verificados os seguintes atributos dos filmes:

i) continuidade (auséncia de ruptura apds a secagem);

ii) manuseabilidade (facilidade de ser manuseado sem riscos de
ruptura, dureza e/ou facilidade para rasgar);

iii) uniformidade (auséncia de particulas insollveis, bolhas);

iv) transparéncia (auséncia de regiGes opacas ou manchas);

v) superficie lisa (auséncia de ondulagdes, rugas).

Os filmes foram aprovados (SIM) ou reprovados (NAO) em funcio
das caracteristicas qualitativas acima.

Nesta etapa, a metodologia e o0s solventes nos quais foram
possiveis obter filmes com melhores caracteristicas qualitativas, foram
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selecionados para producdo e caracterizacdo dos filmes de acetato de
celulose.

3.2.4. Adicdo do carvacrol

A concentracao de carvacrol adicionada a SF foi definida a partir
de um estudo prévio de atividade antimicrobiana. Foram adicionados a
SF de acetona 0, 50 e 100 mg/g (miligramas de carvacrol por grama de
acetato de celulose), correspondente a 0, 5 e 10% de carvacrol em relagdo
ao polimero. A mistura foi mantida sob agitagdo por 10 min. Dez
mililitros da SF contendo o carvacrol foram adicionados as placas de Petri
(9 cm de diametro), mantidas niveladas em uma capela com temperatura
e umidade relativa ambiente (22-25 °C e 65-70%, respectivamente) e com
a placa fechada (secagem lenta). Os filmes foram mantidos nas placas de
Petri até 0 momento da utilizacéo.

Os filmes foram codificados da seguinte forma: AC/0, AC/5 e
AC/10, para as porcentagens de 0, 5 e 10% de carvacrol, respectivamente.

3.2.5. Propriedades fisicas

Espessura e massa especifica aparente

A espessura dos filmes foi determinada com micrémetro digital
(Mitutoyo Co., Japdo) com sensibilidade de 0,001 mm. Foram realizadas
medidas em trés regides de cerca de 20 amostra de cada filme.

A massa especifica aparente foi calculada considerando a massa do
filme (g) e o volume (cm?®) ocupado pelo filme seco na placa de Petri de
9 cm de didmetro.

Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada com base no método
adotado por Tun¢c e Duman (2011) utilizando espectrofotémetro
(FEMTO, 800 XlI, S&o Paulo, SP). Os filmes foram cortados e colocados
no compartimento de amostra do espectrofotdmetro, o compartimento
vazio foi usado como branco. Foram realizadas as leituras de 5 filmes em
triplicata no comprimento de onda de 600 nm. A opacidade (Op) dos
filmes foi calculada pela Equagdo 3.1, na qual Absspo é 0 valor da
absorvancia em 600 nm e L é a espessura do filme (mm).

_ AbS600

- (3.1)

Op
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3.2.6. Caracterizacao quanto a interagcdo com a agua

Grau de intumescimento (GI)

A determinacdo do GI foi baseada no método proposto por Xu,
Bartley e Johnson (2003). Os filmes foram pesados e imergidos em
Becker contendo 500 mL de &gua destilada, a 23 °C. A cada 15 min os
filmes eram retirados, secados com papel toalha para remocao da agua
superficial e pesados, procedimento repetido até a massa dos filmes
permanecerem constantes. O Gl foi calculado pela Equacéo 3.2, onde Mt
é a massa final do filme e Mo a massa inicial do filme, o resultado é
expresso em percentual de agua absorvida. A analise foi realizada em
triplicata.

(My — My)

GI(%) = 7
f

X 100 (3.2)

Angulo de contato

O angulo de contato foi determinado através do método estéatico de
gota séssil utilizado o goniémetro Ramé-Hart (modelo 250, Succasunna,
EUA), a 20 °C. Uma gota de agua de 2,5 uL, formada na ponta de uma
microsseringa, foi colocada na superficie do filme e as imagens da gota
foram capturadas por uma camera (MORAES et al., 2013).

Os angulos esquerdo e direito das imagens das gotas de agua
foram medidos utilizando o programa Ramé-Hart DROPimage Avancado
(Succasunna, EUA). A analise foi realizada em duplicata em 5 filmes de
cada amostra.

Permeabilidade ao vapor da dgua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi realizada por
método gravimétrico, de acordo com a metodologia descrita na norma
ASTM E96/E96M-10 (ASTM, 2010). Trés filmes de cada amostra foram
colocados em cépsulas de aluminio contendo CaCl, seco (cloreto de
célcio, UR = 2%) vedadas por o-ring e fechadas por parafusos e
acondicionados em cdmara a 25 °C e umidade controlada por NaCl
(cloreto de sédio, UR = 75%).

O vapor de agua permeado através do filme foi mensurado em
intervalos pré-determinados a partir do ganho de massa do CaCly,
calculado pela Equacéo 3.3.
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wL

PVA=——
APs(awl - awz)

(3.3)

na qual, w é a taxa de permeacdo de agua pela capsula (g/h), L a espessura
do filme (m), A é a area de permeacédo (m?), Ps é a pressdo de saturacéo
do vapor de agua a 25 °C (Pa) e aw1 € aw2 S80 as atividades de agua no
exterior e interior da capsula.

A taxa de permeacdo da agua para cada filme foi estimada pelo
coeficiente angular da regresséo linear massa de agua (g) versus tempo

(h).

3.2.7. Propriedades Mecénicas

A tenséo de ruptura, a elongacéo na ruptura e 0 médulo de Young
dos corpos-de-prova foram determinados com base no método da norma
D882-12 (ASTM, 2012a). O teste foi realizado em texturébmetro (TA-
XT2i, Stable Micro Systems) auxiliados pelo programa Texture Expert
Exceed 2.61 (Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra). Os filmes
foram cortados em corpos-de-prova de 60x25 mm e fixados por garras a
uma distancia inicial de 40 mm. A velocidade de tracéo foi de 0,8 mm/s.
A andlise foi realizada em 20 amostras de cada filme.

3.2.8. Propriedades morfoldgicas e estruturais

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os filmes de acetato de celulose foram caracterizados utilizando o
microscopio eletrénico de varredura (modelo JSM-6390LV, Jeol, USA)
com fonte de elétrons de tungsténio e detector de elétrons secundarios e
retro-espalhados.

O preparo das amostras foi realizado com a fixacao dos filmes em
um suporte metalico (stub) por meio de uma fita adesiva dupla face de
carbono e recobertas com uma fina camada de ouro, sob vacuo, utilizando
um metalizador (Baltec SCD 0005).

Foram realizadas micrografias da superficie exposta ao ar durante
a secagem e da fratura criogénica dos filmes, com ampliacéo de 50 a 4000
vezes e tensdo de aceleracdo del0 kV.

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

As alterages nas ligagdes quimicas dos filmes foram avaliadas por
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR) utilizando o espectrébmetro FTIR Spectrometer (Agilent
Technologies, Cary 600 Series). As analises foram realizadas utilizando
0 acessorio de refletdncia total atenuada (Attenuated Total Reflectance -
ATR) e um dispositivo que permitiu aplicar pressdo sobre a amostra, a
fim de melhorar o contato fisico com a superficie do cristal (ZnSe) do
equipamento. As amostras foram colocadas diretamente sobre o cristal.
Os espectros foram com a média de 20 scans na faixa de nimero de onda
de 4000-400 cm™* e resolugéo de 4 cm™,

Microscopia confocal por fluorescéncia

A presenca e localizagdo do carvacrol no filme foi visualizada por
microscopia confocal por fluorescéncia, utilizando vermelho de Nilo
como marcador fluorescente lipofilico. O carvacrol foi tingido com 0,1 g
do marcador por 1 g de carvacrol.

Com o carvacrol tingido, foram preparados os filmes conforme
metodologia descrita no item 3.2.4.

A andlise foi realizada em microscépio confocal (CTR 6500, Leica
Microsystems, Alemanha) e os espectros de emissdo para o vermelho do
Nilo foram detectados no comprimento de onda de 550 a 630 nm.

3.2.9. Propriedades térmicas

Andlise termogravimétrica

A degradacdo térmica foi avaliada por anélise termogravimétrica
(TGA) utilizando o equipamento NETZSCH (TG 449 F3 Jupiter).
Aproximadamente 10 mg de amostra adicionada em uma panela de
platina. Os termogramas foram obtidos em uma faixa de temperatura de
20 a 650 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min.

Calorimetria exploratoria diferencial

Os filmes e o pellet de AC foram analisados em calorimetro
Perkin-Elmer, Jade (Massachusetts, USA), previamente calibrado com
indio e zinco, de acordo com 0 método ASTM da D3418-12el1 (ASTM,
2012b). As amostras foram fechadas em capsulas de aluminio. Os
termogramas foram obtidos em uma faixa de temperatura de 0 a 250 °C,
com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os resultados foram analisados
com auxilio do programa Pyris DSC, onde mudancas de primeira ordem
(entalpia de vaporizacdo (AHy) e fusdo (AHr)) foram calculadas pela
variacdo de entalpia utilizando-se a integracdo da area do pico, obtidas no
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primeiro aquecimento das amostras. As mudancas de segunda ordem
(temperatura de transicdo vitrea (Ty)) foram detectadas no segundo
aquecimento das amostras, e obtidas quando ocorria descontinuidade da
linha base (descontinuidade do calor especifico na amostra) e
determinadas pela interse¢do da reta que extrapola a linha base com outra
linha tangente ao ponto de inflexdo da curva. Amostras de filmes
contendo de 0 a 10% de carvacrol foram avaliados para determinar a
influéncia do carvacrol na Ty do filme.

3.2.10. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com o programa
Statistica 12 (Dell, USA). Para os filmes obtidos com os solventes acetona
e hiitanona as médias foram comparadas utilizando a analise de variancia

JVA), pelo teste de Tukey a 95% de confianca e para os filmes

de confianga.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Anélise qualitativa dos filmes

O tempo para solubilizag&o do acetato de celulose (AC) e obtencéo
das solucdes filmogénicas (SF) contendo 5% AC foi de aproximadamente
24 h com os solventes butanona e acetato de etila e cerca de 2 h para a
acetona. Devido a maior solubilidade do polimero em acetona, foi
possivel a obtencdo de SF com concentracdo de 10% de AC.

O tempo de secagem dos filmes foram de aproximadamente 2 e
24 h para a acetona (AC/Acet) e de 12 e 72 h para butanona (AC/But) e
acetato de etila (AC/Etil), comparando-se as placas abertas e fechadas,
respectivamente. A avaliacdo qualitativa dos filmes estd apresentada na
Tabela 3.2 e na Figura 3.2.

Todas as SF foram capazes de formar filmes. No entanto, a alta
viscosidade da SF de acetona com 10% de AC dificultou o espalhamento
na placa de Petri. Além disso, os filmes obtidos ficaram enrugados e duros
(linhas 1 e 2 da Tabela 3.2). Essa SF foi considerada inadequada para dar
continuidade nesse estudo.

A SF contendo 5% de AC apresentou uma viscosidade ideal para
0 espalhamento nas placas de Petri. Os filmes ndo apresentaram rasgos
apos a secagem e se soltaram facilmente da placa de Petri. A adicdo de 20
e 30 mL de SF nas placas formaram filmes muito duros e com manchas
brancas (linhas 5, 6, 9, 10, 13 e 14 da Tabela 3.2). A adi¢do del0 mL da
SF formou filmes menos duros e com facilidade para rasgar.

A secagem mais lenta, obtida com a placa de Petri fechada,
melhorou a qualidade dos filmes (imagens da esquerda da Figura 3.2). Os
filmes AC/Etil ndo apresentaram uniformidade, com a presenca de bolhas
e pequenas particulas ndo dissolvidas (linhas 11-14 da Tabela 3.2, Figura
3.2 ¢). Os filmes AC/Acet e AC/But ficaram uniformes, transparentes, e
superficies lisas (Figura 3.2 a e b).

Na secagem rapida, para os 3 solventes observou-se a presenca de
manchas brancas, superficie enrugada e encolhimento dos filmes
(imagens da direita da Figura 3.2). As manchas brancas estdo relacionadas
com a secagem mais rapida da superficie dos filmes, aprisionando o
solvente no interior. Enquanto o encolhimento esta relacionado com a
instabilidade do sistema devido & rapida evaporacédo do solvente, sem
tempo suficiente para organizacdo das cadeias poliméricas, ocasionado
em maior tenséo e formagdo de cadeias mais emaranhadas.



Tabela 3. 2. Avaliacdo qualitativa dos filmes de acetato de celulose obtidos com os solventes acetona (AC/Acet),
butanona (AC/But) e acetato de etila (AC/Etil).
N°da AC  Volume

Filme linha (%) (Miv) (ML) Secagem Continuidade Manuseabilidade Uniformidade Transparéncia Superficie lisa
1 10 10  Rapida Sim Né&o Sim Sim Né&o
2 10 10 Lenta Sim Né&o Sim Sim N&o
3 5 10  Raépida Sim Néo Sim N&o N&o
AC/Acet . - . . .
4 5 10 Lenta Sim Né&o Sim Sim Sim
5 5 20 Rapida Sim Néo Sim Nao Nio
6 5 30 Rapida Sim Néo Sim Nao Nao
7 5 10  Rapida Sim Nao Sim Nao N&o
8 5 10 Lenta Sim Néo Sim Sim Sim
AC/But L . x ; x u
9 5 30  Répida Sim Néo Sim N&o N&o
10 5 30 Lenta Sim Nao Sim Sim N&o
11 5 10 Répida Sim Néo Nao Sim Nao
12 5 10 Lenta Sim Néo Néo Sim Nao
AC/ELil L. . x x N ~
13 5 30  Répida Sim Nao Nao N&o Nao
14 5 30 Lenta Sim Néo Néo Sim Nao

69
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Figura 3.2. Filmes de acetato de celulose obtidos pelos dois métodos de
secagem: lenta (esquerda) e rapida (direita), e os solventes acetona (a),
butanona (b) e acetato de etila (c).

Dessa forma, a partir da caracterizacdo qualitativa dos filmes de
AC, foram selecionados 0s solventes acetona e butanona, com a SF
contendo 5% (m/v) de AC, adicdo de 10 mL da SF na placa de Petri e
secagem lenta (placa de Petri fechada) (linhas 4 e 8 da Tabela 3.2,
imagens da esquerda a e b da Figura 3.2), para serem avaliados quanto as
alteracdes causadas nas caracteristicas dos filmes.
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3.3.2. Caracterizacgéo dos filmes produzidos com os solventes
butanona e acetona

Na Tabela 3.3 estdo apresentadas as caracteristicas fisicas
(espessura, massa especifica aparente e opacidade), interacdo com a agua
(grau de intumescimento e angulo de contato) e propriedades mecénicas
(tensdo na ruptura, elongacdo e mddulo de Young) dos filmes de acetato
de celulose produzidos com os solventes butanona (AC/But) e acetona
(AC/Acet).

Tabela 3. 3. Média e desvio padrdo das caracteristicas fisicas, interacéo
com a agua e propriedades mecanicas e dos filmes de acetato de celulose
produzidos com os solventes butanona (AC/But) e acetona (AC/Acet).

Analise AC/But AC/Acet
Espessura (mm) 0,030 +0,004> 0,038 +0,0032
Massa especifica (g/cm3) 1,17 £ 0,042 1,08 £ 0,082
Opacidade (%) 1,45 +0,05° 1,10 + 0,032
Grau de intumescimento (%) 6,87 +0,18? 6,71 + 0,082
Angulo de contato (°) 60,71 £ 0,642 66,80 + 1,63°
Tensdo na ruptura (MPa) 71,58 + 4,392 59,86 + 2,95P
Elongagéo (%) 4,42 + 0,982 3,29 £ 0,672
Médulo de Young (MPa/%) 24,51 +0,64? 21,70 + 1,40°

Letras iguais na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05)
no t-teste.

Caracteristicas fisicas

Filmes formados com o solvente butanona (AC/But) apresentaram
menor espessura (0,030 + 0,004 mm), quando comparados com os filmes
obtidos com o solvente acetona (AC/Acet) (0,038 + 0,003 mm). A massa
especifica dos filmes AC/But foi maior do que para AC/Acet, com valores
médios de 1,17 e 1,08 g/cm?, respectivamente (Tabela 3.3). Segundo Bao
(2015), filmes produzidos com menores taxas de secagem sdo mais
densos. Para os filmes AC/Acet, devido a evaporacdo mais rapida da
acetona, as cadeias poliméricas ndo tém tempo suficiente para se
organizarem, o que pode resultar em filmes com menor massa especifica
e estrutura mais amorfa.

A opacidade do filme AC/Acet foi ligeiramente menor do que para
AC/But, os valores obtidos sdo caracteristicos de filmes transparentes.
Em geral, polimeros amorfos sdo transparentes, enquanto os cristalinos
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podem ser translicidos, opacos ou transparentes, dependendo do grau de
cristalinidade, tamanho dos cristais e da posicdo entre eles
(CANEVAROLO JR, 2004).

Interacdo com a 4gua

O grau de intumescimento (Tabela 3.3) dos filmes foi menor que
7% e o tempo para atingir o equilibrio foi de aproximadamente 90 min.
Os filmes ndo apresentaram alteragdes visuais apds o ensaio. O grau de
intumescimento de um polimero esta relacionado a sua solubilidade e a
interacdo com o solvente (agua). Baixo grau de intumescimento é uma
caracteristica desejavel para embalagens de alimentos com alto teor de
umidade. Para polimeros biodegradaveis, devido a solubilidade em agua,
muitas vezes a alterag8o da estrutura polimérica ou a mistura com outros
polimeros se faz necessaria. Kurek et al. (2014a) estudaram o grau de
intumescimento de filmes de quitosana produzidos por diferentes
métodos, em 4gua os filmes intumescem rapidamente, porém quando
exposto ao ar, o grau de intumescimento variou de 53 a 22%, dependendo
do método utilizado para obtencéo do filme.

O angulo de contato (Tabela 3.3) foi maior para o filme AC/Acet.
Esse resultado pode estar relacionado a secagem mais rapida do filme
(principalmente da superficie), causando maior tensdo na superficie
devido ao menor tempo para organizagcdo das cadeias poliméricas,
tornando o filme mais hidrofobico. Além disso, segundo Wu (1982),
polimeros mais amorfos apresentam maior angulo de contato. Outro fato
gue pode estar relacionado, é que devido a maior organizagéo das cadeias
nos filmes AC/But, maior nimero de hidroxilas estdo disponiveis para
formar pontes de hidrogénio com a agua, aumentando a hidrofilicidade.
Além disso, as diferentes velocidades de evaporacao do solvente podem
levar a diferentes morfologias de superficie, alterando a rugosidade da
superficie e 0 angulo de contato com o material polimérico.

Propriedades mecanicas

Os valores das propriedades mecénicas (Tabela 3.3) foram maiores
para AC/But, com diferenca significativa para a tensdo na ruptura e
Madulo de Young.

A tens8o na ruptura define a resisténcia méxima oferecida pelos
filmes quando submetidos & tracdo. Os filmes com maior resisténcia
foram os produzidos com o solvente butanona, com valor médio de
71,58 MPa, enquanto acetona, o valor médio foi de 59,86 MPa.
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O Mddulo de Young apresentou menores valores para AC/Acet,
21,70 MPa/%, enquanto que para AC/But o valor médio foi de
24,51 MPa/%. O Mdodulo de Young é uma medida da rigidez do material,
portanto quanto maior o mddulo mais rigido serd& o material
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

Segundo Canevarolo Jr (2006), o Modulo de Young do
polipropileno e de polietilenos aumenta linearmente com a densidade,
portanto qualquer variacdo no procedimento de preparacdo, que
proporcione o0 aumento na massa especifica, também ird aumentar o
madulo e a rigidez do polimero. Este mesmo efeito foi observado para os
filmes de acetato de celulose, nos quais, aqueles com maior massa
especifica (AC/But), devido a menor taxa de evaporagdo do solvente,
apresentaram maiores valores para 0s ensaios de tracdo, quando
comparados aos filmes obtidos com o solvente acetona.

Segundo Sarant6poulos et al. (2002), em geral, 0os materiais mais
rigidos apresentam menor elongacdo. Em estruturas poliméricas mais
amorfas, as cadeias estdo emaranhadas e aleatoriamente distribuidas. Em
contrapartida, quando ha tempo suficiente para as cadeias se tornarem
ligeiramente ordenadas, os emaranhados ficam mais contraidos, o que
torna a estrutura mais rigida e menos elastica (WARD; SWEENEY,
2004). No entanto, esse efeito ndo foi observado, os valores obtidos para
Elongacdo de AC/But e AC/Acet ndo apresentaram diferenca
significativa, com valores médios de 4,42 e 3,29%, respectivamente.

Morfologia por MEV

Na Figura 3.3 estdo apresentadas as micrografias obtidas pelo
MEV da superficie e da fratura dos filmes AC/Acet e AC/But. Para ambos
0s solventes utilizados é possivel observar uma superficie lisa (Figura 3.3
(al) e (b1)).

As superficies das fraturas (Figura 3.3 (a2) e (b2)) sdo tipicas de
polimeros densos, semelhante ao observado por Ferrarezi et al. (2013)
quando utilizado os solventes acetona e acido acético. As imagens
apresentam cavidades originadas durante a fratura dos filmes, essas
cavidades sdo mais rugosas no filme AC/Acet, podendo ser um indicio de
modificagBes na matriz polimérica. Oliveira Junior et al. (2012) também
observaram alteracdo na rugosidade da fratura em filmes de acetato de
celulose puro e modificados com metiltrimetoxissilano.

Além disso, é possivel observar que a que parte superior da fratura,
que durante a secagem estava em contato com o ar, apresenta uma pelicula
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mais densa. Uz e Altinkaya (2011) também observaram uma assimetria
na estrutura do filme de acetato de celulose obtido pelo método de casting.

Figura 3.3. Imagens por MEV da superficie (1) e fratura (2) dos filmes
AC/Acet (a) e AC/But (b).

10kV  X3,500 S5um LCME-UFSC 10KV X3,500 Sum LCME-UFSC

Segundo Wong, Altinkaya e Mallapragada (2005), conjuntamente
a evaporacdo do solvente, ocorre a formacdo de uma pelicula vitrea na
superficie do polimero exposto ao ar, criando duas regides no filme: i)
regido vitrea, proximo da interface polimero-ar, com diminuicdo na
mobilidade do polimero e aumento na resisténcia de difusdo do solvente;
e ii) regido elastica, abaixo da regido vitrea, onde ocorre a formagéo de
cristais devido aos espagos vazios formados durante a secagem,
facilitando a mobilidade das cadeias poliméricas, e diminuindo a taxa de
difusdo do solvente, pois o solvente precisa difundir em torno dos cristais.

Dessa forma, devido & maior volatilidade da acetona,
primeiramente ocorre a secagem da superficie, favorecendo a formagéo
da pelicula visivel nas micrografias.
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Propriedades térmicas

Os termogramas obtidos na analise de TGA para os filmes AC/But
e AC/Acet estdo apresentados na Figura 3.4. As curvas de TGA dos filmes
praticamente se sobrepdem. AC/But e AC/Acet perderam 10% de massa
nas temperaturas de 309 e 318 °C, respectivamente, a maior temperatura
para os filmes pode estar relacionada a maior cristalinidade da matriz
polimérica, pois quanto maior a cristalinidade, maior temperatura é
necessaria que ocorra a degradacéo.

Figura 3.4. Termogramas de TGA dos filmes produzidos com os
solventes butanona (AC/But) e acetona (AC/Acet), (---) perda de 10%
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Assim como o observado por Hanna et al. (1999), Moraes et al.
(2015) e Oliveira Junior et al. (2012), a degradacdo do acetato de celulose
ocorre em trés estagios, o primeiro estagio, com pequena perda de massa,
é decorrente da evaporagdo de matéria volatil, o segundo estagio que
inicia até préximo a 250 °C e termina em aproximadamente 370 °C,
corresponde a degradacdo térmica dos grupos acetila e das cadeias do
acetato de celulose e o terceiro estagio, apos 370 °C, corresponde a
carbonizacéo dos produtos em cinzas.

Os termogramas obtidos na primeira varredura da andlise de DSC
sdo mostrados na Figura 3.5, e os valores obtidos estdo apresentados na
Tabela 3.4.
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Figura 3.5. Termogramas de DSC da 12 verredura do pellet (AC/pellet) e
dos filmes de acetato de celulose produzidos com os solventes butanona
(AC/But) e acetona (AC/Acet).
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Tabela 3. 4. Propriedades térmicas do pellet (AC/pellet) e dos filmes de
acetato de celulose produzidos com os solventes butanona (AC/But) e
acetona (AC/Acet).

. AHV T\/ AHf Tf Tg
Filme Gg  (C) @l (T (C)
AC/pellet 78 77 10 229 184
AC/But 55 67 - 219 182
AC/Acet 54 65 - 239 187

AHy, entalpia de vaporizacdo; Ty, temperatura de vaporizagdo; AHs, entalpia de
fusdo; Tr, temperatura de fuséo e; T, temperatura de transicéo vitrea.

As amostras apresentaram dois fendmenos de 12 ordem. O primeiro
correspondente a vaporizagdo dos compostos retidos no material, como
solvente e agua (processo endotérmico), com pico de absorcdo de energia
em temperaturas inferiores a 78 °C. O segundo corresponde a fusdo do
polimero (endotérmico), com pico de absorcdo de energia entre 219 e
239 °C.

A fusdo é um processo térmico que ocorre na parte cristalina do
polimero, e quanto maior a cristalinidade maior a energia necessaria para
ocorrer esse fendmeno. No entanto, as entalpias envolvidas nas fusdes dos
filmes (AHy) sdo dificeis de determinar e ndo foram calculadas. Esse
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fendmeno sugere a formacao de dois picos de fusdo, devido a assimetria
dos filmes observado nas micrografias de MEV (Figura 3.3), formando
duas regides cristalinas distintas, assim como relatado por Meier et al.
(2004).

O AH:do pellet de acetato de celulose foi de 10 J/g, a partir desse
valor foi possivel calcular a cristalinidade, sendo obtido um valor de 17%
de cristalinidade. Para a obtencdo da cristalinidade dos filmes AC/But e
AC/Acet devera ser empregado outra técnica. Bao (2015) obteve o grau
de cristalinidade do AC variando entre 9 e 16%, através da analise por
DRX (Difracéo de raios X). De fato, 0 GS 2,45 é composto de pelo menos
50% de mondmero triacetato de celulose, devido a essa quantidade,
podem ser formados sistemas micro-cristalinos, o que resulta num certo
grau de cristalinidade.

Em relagéo a Tg obtida no termograma da 22 varredura do DSC
(Figura 3.6, Tabela 3.4), a amostra pellet e dos filmes apresentaram a Ty
entre 182 e 187 °C, valor esses maiores que os obtidos por Oliveira Junior
etal. (2012), de 161 °C, e proximos ao obtido por Meier et al. (2004), de
190 °C.

Figura 3.6. Termogramas de DSC da 22 varredura do pellet (AC/pellet) e
dos filmes de acetato de celulose produzidos com os solventes butanona
(AC/But) e acetona (AC/Acet).
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Romero, Leite e Gongalves (2009) compararam a Tq filmes de
acetato de celulose produzidos com os solventes acetona e acido acético,
obtendo temperaturas de 161 e 211°C, respectivamente. A presenca de
grupos acetila e hidroxilas promovem interacfes intra e intercelular nas
cadeias de AC por ligagdes de higrogénio. Estas liga¢bes entre segmentos
vizinhos tornam o polimero rigido, resultando em altas temperaturas de
transicdo vitrea.

A Tabela 3.5 apresenta de forma simplificada os resultados da
caracterizacdo dos filmes obtidos com os solventes butanona (AC/But) e
acetona (AC/Acet). Ao alterar a taxa de secagem é possivel a obtencéo de
filmes com diferentes caracteristicas. Com a maior taxa de secagem (uso
de acetona como solvente) foi obtido filme mais espesso, menos opaco,
mais hidrofébico, menores propriedades mecanicas, resultados esses
relacionados com a secagem mais répida dos filmes, com formacéo de
uma matriz polimérica mais emaranhada. Filme obtido com a secagem
mais lenta (uso de butanona como solvente) tende a maior organizacdo
das cadeias poliméricas, apresentando estrutura mais cristalina, alterando
as caracteristicas dos filmes, pois devido a maior contracdo das cadeias o
filme se torna menos espesso, mais denso e opaco, mais rigido e com
maior resisténcia a ruptura. No entanto, os resultados obtidos com 0 DSC
(temperatura de fusdo e de transi¢do vitrea), ndo corroboram com o0s
demais resultados, pois quanto maior a cristalinidade de um polimero,
maior devem ser esses dados térmicos.

Kundu et al. (2003) estudaram a influéncia no preparo de filmes de
PEBD (polietileno de baixa densidade) quanto a diferenca nas
caracteristicas devido ao resfriamento em diferentes temperaturas. A taxa
de resfriamento e o procedimento de producdo dos filmes tém grandes
efeitos sobre as propriedades térmicas, morfologicas e mecanicas nos
filmes de PEBD. Os filmes obtidos com resfriamento lento apresentaram
maior cristalinidade do que com resfriamento rapido, 50 e 36%,
respectivamente, no entanto, temperatura de fus&o foi a mesma e a tensdo
na ruptura foi menor para os filmes obtidos pelo resfriado mais lentos.

Romero, Leite e Gongalves (2009) avaliaram o efeito do solvente
nas caracteristicas do filmes de acetato de celulose com argila natural. O
solvente &cido acético se mostrou mais vantajoso que a acetona, pois
promoveu melhor dispersao e esfoliacdo da argila na matriz do polimero.
Segundo os autores a escolha do solvente é um fator importante que afeta
a morfologia e propriedades dos filmes e pode ser um parametro de
processo para produzir filmes com ampla gama de propriedades.
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Tabela 3. 5. Resumo da caracterizacdo dos filmes de acetato de celulose
produzidos com os solventes butanona (AC/But) e acetona (AC/Acet).

Analise AC/But AC/Acet
Espessura - +
Massa especifica aparente = =
Opacidade + -
Grau de intumescimento = =
Angulo de contato - +
Tensdo na ruptura + -
Elongagéo = =
Modulo de Young + -
Formacao de pelicula - +
Temperatura de fusdo - +
Temperatura de transicdo vitrea - +

(+: maior valor obtido na andlise; -: menor valor obtido na andlise; =: valores
sem diferenca significativa)

Os resultados obtidos para as caracteristicas dos filmes de acetato
de celulose, ambos solventes apresentaram caracteristicas adequadas, no
entanto, a acetona apresenta como principal vantagem a maior pressao de
vapor, e como consequéncia, a obtencdo mais rapida dos filmes. Dessa
forma, a acetona foi o solvente selecionado para dar continuidade a este
estudo.

3.3.3. Caracterizacao dos filmes com carvacrol

Na Tabela 3.6 estdo apresentadas as caracteristicas fisicas
(espessura, massa especifica aparente e opacidade), interacdo com a agua
(grau de intumescimento e angulo de contato) e propriedades mecanicas
(tensédo na ruptura, elongacdo e mddulo de Young) dos filmes de acetato
de celulose produzidos com o solvente acetona sem carvacrol (AC/0) e
contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.
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Tabela 3. 6. Média e desvio padrdo das caracteristicas fisicas, interacéo
com a &gua e propriedades mecénicas e dos filmes de acetato de celulose
produzidos com os solventes butanona (AC/But) e acetona (AC/Acet).

Analise AC/0 AC/5 AC/10
Espessura (mm) 0,038 £ 0,0032 0,036 + 0,004% 0,037 £ 0,005%
Massa especifica(g/cm?) 1,08+0,08 1,21+0,07% 1,22+0,042
Opacidade (%) 1,10+0,03* 2,19+0,128 2,41 +0,142
Grau de intumescimento (%) 6,71+0,08° 6,14+0,19® 259+0,17°
PVA (g/mhPa) x107 2,87+0,19° 2,48+0,11* 2,17+0,17°
Angulo de contato (°) 66,80 + 1,63 64,52 +0,80° 58,72 +0,49¢
Tensdo na ruptura(MPa) 59,86 + 2,952 50,71 + 4,59 49,72 + 5,45
Elongagéo (%) 3,29+0,67% 2,14+0,63° 2,920,512

Médulo de Young (MPa/%) 21,70 + 1,407 21,24 +2,22% 19,42 +1,19°

Letras iguais na mesma linha representam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05)
no teste de Tukey.

Caracteristicas fisicas

A presenca de carvacrol ndo alterou a espessura dos filmes (Tabela
3.6). Espitia et al. (2011) também néo observaram alteragdo na espessura
ao adicionar 20% de 6leo essencial em filmes de acetato de celulose. Uma
tendéncia do aumento na massa especifica foi observada, de 1,08 para
1,22 g/cm? nos filmes AC/0 e AC/10, respectivamente. Meier et al. (2004)
também obtiveram valores préximos da massa especifica para filmes de
acetato de celulose com adicéo de 0 a 10% de plastificante, variando de
1,10 a 1,20 g/cm?, respectivamente. O aumento da massa especifica pode
estar relacionado com a diminuigdo da velocidade de secagem na
presenca de carvacrol.

Na presenca de carvacrol os filmes permaneceram transparentes
(Figura 3.7, Tabela 3.6). A opacidade dos filmes aumentou de 1,10%, sem
carvacrol para 2,41%, com 10% de carvacrol, essa alteracdo ndo é
perceptivel visualmente. A coloracdo amarelada caracteristica do
carvacrol, pode ser a responsavel por esse aumento na opacidade. Os
baixos valores de opacidade pode ser um indicio da boa dispersdo do
carvacrol na matriz do polimero, pois a presenca de uma fase dispersa,
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ndo miscivel, e o tipo de interacdo intermolecular podem promover a
opacidade, alterando o indice de refracdo e a quantidade de luz que passa
pelo filme (BASTOS et al., 2016; MONEDERO et al., 2009).

Figura 3.7. Transparéncia dos filmes de atetato de celulose sem
carvacrol (AC/0) e contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.
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Interacdo com a agua

Os angulos de contato (Tabela 3.6) dos filmes de AC foram
menores quanto maior a quantidade de carvacrol, 66,80°, 64,52° e 58,72°,
contendo 0, 5 e 10% de carvacrol, respectivamente. Apesar do carvacrol
ser considerado hidrofébico, ele também apresenta uma hidrofilicidade
relativa (GRIFFIN et al., 1999). Nostro et al. (2012) também observaram
diminuicdo do &ngulo de contato com a adi¢do de carvacrol em filmes de
copolimero de etileno-acetato de vinila (EVA), a incorporacdo de
carvacrol induziu o aumento da hidrofilicidade do material.

O grau de intumescimento (Tabela 3.6) dos filmes diminuiu com o
aumento da concentragdo de carvacrol. A estrutura do acetato de celulose
apresenta hidroxilas livres que podem interagir com a agua, ocasionando
o intumescimento do filme. Com a adicdo do carvacrol, pode estar
havendo interacdo entre as estruturas dos dois materiais, ou ainda, o
carvacrol pode ter preenchido espacos livres na matriz, impedindo que a
agua seja absorvida.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) (Tabela 3.6) diminuiu
com a presenca do carvacrol no filme. O carvacrol pode estar agindo
como uma barreira adicional devido ao preenchimento dos espagos
vazios, Bastos et al. (2016) também observaram diminuicdo da
permeabilidade em filmes de acetato de celulose com até 20% de dleo
essencial.
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Propriedades mecanicas

A adicdo de carvacrol resultou em menores valores das
propriedades mecanicas tensdo na ruptura, elongacdo e rigidez dos filmes
(Tabela 3.6), significando um baixo efeito plastificante.

Segundo Nostro et al. (2012) a incorporagdo de componentes de
6leos essenciais pode reduzir a resisténcia a tragdo como resultado do
desenvolvimento de uma estrutura heterogénea. Além disso, o0s
compostos podem atuar como plastificante, reduzindo as forcas
intermoleculares das cadeias de polimero e, consecutivamente,
aumentando a flexibilidade do filme.

A quantidade de carvacrol adicionada ndo resultou em grandes
alteragBes macroscopicas das propriedades, sugerindo pouca alteragdo da
estrutura da matriz polimérica. Se considerarmos que a migracdo do
carvacrol ocorre durante a vida atil do filme, a pequena variagdo das
propriedades mecénicas devido aos diferentes valores da concentragdo de
carvacrol representa um material estavel durante a utilizacao.

Propriedades morfoldgicas e estruturais dos filmes

Na Figura 3.8 estdo apresentadas as micrografias dos filmes
obtidas pelo MEV.

A adicdo de 5 e 10% de carvacrol nos filmes ndo alterou a
superficie dos filmes, quando comparado ao filme sem adi¢do de
carvacrol, apresentando uma superficie lisa (Figura 3.8 (al), (bl) e (cl)).

Nas imagens das fraturas (Figura 3.8 (a2), (b2) e (c2)) é possivel
observar uma estrutura densa dos filmes sem a formagéo de poros. Uma
fina pelicula na superficie, que fica em contato com o ar durante a
secagem, pode ser observada no filme sem carvacrol, a qual diminuiu de
espessura na presenca do composto ativo, tornando o filme mais simétrico
e homogéneo.

Rodriguez et al. (2012b), ao estudarem a modificacdo de filmes de
acetato de celulose, também produziram filmes assimétricos, a
morfologia do filme foi alterada com a adicdo de nanofibras
montmorillonita, tornando a estrutura mais homogénea, sem a formacéo
da pelicula superficial.

Gemili, Yemenicioglu e Altinkaya (2009) observaram que a
alteragdo na assimetria de filme de acetato de celulose ativo com lisozima
afetou na estabilidade, migracdo da enzima e atividade antimicrobiana do
filme, a superficie densa do filme foi capaz de manter a atividade da
enzima, porém impediu a migracéo, em contrapartida, a superficie porosa
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do filme permitiu que a enzima migrasse e apresentou maior atividade
antimicrobiana.

Figura 3.8. Imagens por MEV da superficie (1) e fratura (2) dos filmes
sem carvacrol (a) e contendo 5% (b) e 10% (c) de carvacrol.
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A Figura 3.9 apresenta as imagens da microscopia confocal de
fluorescéncia dos filmes. Uma imagem totalmente escura pode ser
observada para o filme sem carvacrol, os filmes com carvacrol, as
imagens apresentam coloragdo vermelha que aumenta de a intensidade
com 0 aumento da concentracdo de carvacrol. A homogeneidade da
coloragdo sugere que o carvacrol esta distribuido uniformemente em toda
a matriz polimérica.
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Figura 3.9. Imagens por microscopia confocal de fluorescéncia dos
filmes sem carvacrol (a) e contendo 5% (b) e 10% (c) de carvacrol.

Na Figura 3.10 estdo apresentados os espectros de FTIR dos filmes
de acetato de celulose puro e com até 10% de carvacrol e do carvacrol
puro.

Figura 3.10. FTIR dos filmes sem carvacrol (AC/0), contendo 5%
(AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol e do carvacrol puro.
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Na Tabela 3.7 estdo apresentadas as atribuicdes de algumas bandas
no espectro de FTIR do carvacrol e dos filmes. Os espectros do acetato
de celulose e do carvacrol sdo tipicos dessas amostras . Os espectros dos
filmes ativos sdo muito semelhantes ao filme puro, o que indica que o
carvacrol esté distribuido na matriz do polimero.
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Tabela 3. 7. AtribuicGes das principais bandas de absor¢do do FTIR para
o carvacrol os filmes sem carvacrol (AC/0) e com 5% (AC/5) e 10% de
carvacrol.

N° de onda (cmt) Atribuigdo
903 Estiramento do grupo C - O
1032 C -0 -C do anel pirano
1122 C — O - C estiramento assimétrico
1161 C — O - C estiramento assimétrico
1219 C — O estiramento do grupo acetil
1732 Estiramento do grupo C=0
2940 Estiramento do grupo C — H
3481 OH do fendlico e ligagdo de hidrogénio

Propriedades térmicas

Os termogramas obtidos na andlise de TGA estdo apresentados na
Figura 3.11. O filme de acetato de celulose puro (AC/0) apresentou
apenas um estagio de perda de massa, com inicio em aproximadamente
250 °C, o qual esta relacionado com a degradacéo dos grupos acetila e das
cadeias de celulose (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2012). Os filmes
contendo carvacrol apresentaram duas etapas de perda de massa. A
primeira com inicio em aproximadamente 200 °C, relacionada a
degradacgdo do carvacrol, que se sobrepds & segunda etapa, que representa
a degradacéo do acetato de celulose.

A adicdo de carvacrol diminuiu a estabilidade térmica dos filmes
de acetato de celulose devido a volatilizacdo do carvacrol, temperatura de
ebulicdo é 238°C. A temperatura para atingir 10% de perda de massa €
menor quanto maior a quantidade de carvacrol, sendo de 260, 286 e
318 °C para os filmes AC/10, AC/5 e AC/0, respectivamente. Na
temperatura de 380 °C a perda de massa é de aproximadamente 80% para
os filmes testados.
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Figura 3.11. Termogramas de TGA dos filmes sem carvacrol (=) e
contendo 5% (=) e 10% (-) de carvacrol, e temperatura
correspondente a perda de 10% da massa ( - - - ).
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Os termogramas de DSC estdo apresentados na Figura 3.12, e 0s
dados das propriedades térmicas sdo mostrados na Tabela 3.8.

O primeiro fendbmeno observado, em temperatura abaixo de 84 °C,
corresponde a vaporizacdo de compostos retidos na estrutura polimérica
(processo endotérmico), tais como a acetona residual e agua.

O segundo processo endotérmico observado corresponde a fuséo
do dominio cristalino do polimero e ocorre mais nitidamente para os
filmes de acetato de celulose sem carvacrol (AC/0), com pico de absor¢do
de energia a 239 °C, temperatura préxima ao inicio do processo
degradativo, observado no termograma de TGA (Figura 3.11).

E possivel observar a magnitude do pico de fus&o diminui com o
aumento da concentracdo de carvacrol. Esse fendmeno quase desaparece
para a concentracdo de 10% de carvacrol, 0 que sugere a diminui¢do do
grau de cristalinidade do material polimérico. Alternativamente, o
termograma apresenta o inicio do processo degradativo, assim como o
apresentado pelo termograma de TGA (Figura 3.11). No termograma do
filme contendo 5% de carvacrol, o pico de fusdo € deslocado para uma
temperatura inferior (212 °C) ao do filme sem carvacrol (239 °C), no
entanto é dificil distinguir os limites desse pico através do termograma
obtido.
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Segundo Cruz et al. (2011), esta diminuigdo indica que o
processamento leva a uma estrutura mais amorfa. A diminuicdo na
cristalinidade é um dos fatores que pode ser favoravel a liberagdo de
compostos através da matriz polimérica.

Figura 3.12. Termogramas de DSC da 12 verredura dos filmes sem
carvacrol (AC/0) e contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.
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Tabela 3. 8. Propriedades térmicas do pellet (AC/pellet) e dos filmes sem
carvacrol (AC/0) e contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.

Filme AH, (J/g) Tv(°C) AHf(Jlg) Ti(°C) T4(°C)

AC/0 54 65 12 239 187
AC/5 73 84 - 212 154
AC/10 30 65 - - 123

AHy, entalpia de vaporizacdo; Ty, temperatura de vaporizacdo; AHs, entalpia de
fusdo; Tr, temperatura de fuséo e; T, temperatura de transicéo vitrea.

Para a obtengdo das temperaturas de transi¢do vitrea (Ty) dos
filmes, uma segunda varredura foi realizada, os termogramas estdo
apresentados na Figura 3.13, e os valores obtidos na Tabela 3.7. O
aumento na quantidade de carvacrol deslocou a Typara temperaturas mais
baixas, de 184 °C para 123 °C, sem carvacrol e com 10% de carvacrol,
respectivamente.
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Figura 3.13. Termogramas de DSC da 22 varredura dos filmes sem
carvacrol (AC/0) e contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.
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A Figura 3.14 demonstra como o carvacrol influencia na transicéo
vitrea dos filmes de acetato de celulose, obtendo-se uma relagdo linear
entre a diminuicdo da Tqcom o aumento da concentracdo de carvacrol
(Concentragdo de carvacrol = 198,2 - 6,4 T4, R?= 0,980), indicando que o
carvacrol foi intercalado entre as cadeias de AC reduzindo a interacdo
polimero-polimero, facilitando a mobilidade das cadeias de AC, agindo
como plastificante.

A diminuicdo nos valores de Tq sugere que o carvacrol e o acetato
de celulose interagem no nivel molecular. A formacdo de ligacGes de
hidrogénio entre os componentes foi considerada a interagdo mais
provavel, conforme o sugerido nos espectros de FTIR (Figura 3.10).

Segundo Manrich (2005) a adigdo de plastificante diminui a Ty
pois interferem na densidade de energia coesiva e altera o volume livre
do sistema. Meier et al. (2004), ao prepararem os filmes de acetato de
celulose, também obtiveram filmes densos e transparentes e, ao
adicionarem o plastificante policaprolactona triol, os filmes apresentaram
estrutura mais densa e mais amorfa, obtendo uma relacéo linear entre a T
e a concentracgdo de plastificante, com diminuicdo da T4 de 190 °C, para
o filme sem plastificante, para 154 °C com 10% de plastificante. Além
disso, o AHt e T¢ também diminuiram linearmente com o aumento da
quantidade de plastificante.
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Figura 3.14. Variagéo da Tqnos filmes de acetato de celulose em fungéo
da concentracédo de carvacrol.
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Bao (2015) estudou o efeito de plastificante na estrutura do acetato
de celulose. O autor observou que a fase cristalina desaparece com o
aumento da concentracdo de plastificante, pois o tamanho e blocos
cristalinos, de escala manométrica, sdo muito mais faceis de interromper
do que um sistema cristalino completo. O papel do plastificante é romper
as ligacOes intermoleculares de hidrogénio do acetato de celulose e
interagir com sua estrutura.
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3.4. CONCLUSAO

A metodologia de casting sugerida neste capitulo permitiu a
obtencdo de filmes de acetato de celulose. Os filmes obtidos com acetona
e com butanona na concentracdo de 5% de acetato de celulose foram
transparentes e com as propriedades assumidas como mais adequadas
para uma potencial aplicacdo como embalagem de alimentos. A menor
guantidade de solugdo adicionada (menor espessura de espalhamento) e a
menor velocidade de secagem (placa de Petri fechada) proporcionaram
estas caracteristicas para ambas as formulagdes. Entretanto, os filmes a
partir da solucdo acetona foram menos densos e rigidos mecanicamente e
mais hidrofobicos. Ainda, este Gltimo solvente evapora mais rapidamente,
resultando em menor tempo para obtencéo dos filmes.

A adicdo de carvacrol de até 10% ndo alterou visualmente as
caracteristicas do filme e reduziu a temperatura de transicao vitrea e a
cristalinidade do filme. O carvacrol ficou disperso homogeneamente na
matriz polimérica, resultante das interacGes entre as hidroxilas presentes
em ambos 0s compostos. Entretanto, o carvacrol pouco alterou as
propriedades mecanicas do filme, sugerindo estabilidade durante uma
potencial aplica¢do com a liberacdo sustentada.
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CAPITULO 4: MECANISMO DE MIGRAGAO DE
CARVACROL EM FILMES DE ACETATO DE CELULOSE

4.1. INTRODUCAO

Uma das principais vantagens das embalagens ativas
antimicrobianas é a liberacdo dos compostos antimicrobianos para a
superficie do alimento ao longo do tempo de contato. Com isso, podem
estar presentes em menores quantidades e atuando principalmente na
superficie do produto, onde a maior parte das reacdes de deterioracdo
ocorrem. A liberagdo sustentada para o alimento ao longo do tempo
proporciona um efeito antimicrobiano continuo durante a exposicéo,
reduzindo a perda da atividade antimicrobiana em virtude da afinidade ou
inativacdo pelos componentes no alimento (MIRANDA et al., 2016;
QUINTAVALLA,; VICINI, 2002; SOARES et al., 2009).

A eficacia de uma embalagem antimicrobiana esta fortemente
relacionada ao equilibrio entre a migracdo do composto ativo e a cinética
de crescimento microbiano. Assim, a inibicdo microbiana ndo pode ser
conseguida se a taxa de migracdo do agente ativo ndo for suficiente para
atingir a concentracdo inibitéria minima (MIC) do microrganismo alvo,
por outro lado, se a migracdo do composto ativo for muito rapida a sua
acdo ndo serd mantida (HAN, 2003).

A velocidade de migracdo de um composto ir4 depender do
material de suporte (polimero), das interacdes do composto a ser migrado
entre as fases envolvidas, bem como do método de preparacdo do filme e
das condigdes ambientais (CERISUELO et al., 2012; COOKSEY, 2001;
HAN, 2014; KUREK et al., 2012; TUNC; DUMAN, 2011). Dentre os
fatores que devem ser considerados para a eficacia de uma embalagem
ativa com compostos volateis, é a quantidade do composto remanescente
na matriz polimérica ap6s a etapa de obtencdo, pois a baixa
compatibilidade com a matriz polimérica e/ou o uso de altas temperaturas
podem levar a perdas drasticas do composto ativo.

O acetato de celulose foi empregado com sucesso em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, devido a sua seguranca, funcionalidade
e facilidade de processamento. Duas caracteristicas importantes desse
material para o uso em sistemas de liberacdo controlada é a facilidade de
controlar a porosidade da matriz e a distribuicdo do composto ativo entre
as cadeias poliméricas (EDGAR et al., 2001). Na Gltima década o acetato
de celulose comegou a ser empregado como embalagem ativa.

Para descrever o mecanismo da migracdo e obter respostas a
respeito da velocidade de migracdo, modelos matematicos podem ser
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aplicados. Modelos matematicos deterministicos da migracdo dos
compostos da embalagem considerando o fluxo difusivo de massa
descrita pela lei de Fick foram adotados pela Administracdo de Alimentos
e Medicamentos dos EUA e pela Comissdo Unido Europeia no
Regulamento n® 10/2011 (EUROEAN COMMISSION, 2011) como
ferramentas adicionais para estimar 0s potenciais migrantes das
embalagens e assim ajudar a tomar decisdes reguladoras (POCAS et al.,
2008).

Dessa forma, este capitulo visa a determinacdo da retencdo e
interacdo do carvacrol nos filmes de acetato de celulose logo ap6s a
obtencdo e durante 0 armazenamento dos filmes nas temperaturas de 25 e
50 °C e a cinética de migracdo em fluidos simulantes de alimentos, nas
temperaturas de 8 e 25 °C. Modelo matematico foi aplicado determinar o
coeficiente de difusdo e o mecanismo de migrag&o do carvacrol.
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42. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos conforme metodologia descrita no
item 3.2.4, do Capitulo 3. Ap6s a evaporacdo do solvente acetona, 0s
filmes foram removidos das placas de Petri e armazenados em papel
aluminio e filme de PVC a temperatura ambiente até o momento da
anélise.

4.2.2. Retencdo e migracéo de carvacrol em filmes armazenados

Para determinar a migracéo de carvacrol para o ambiente durante
0 armazenamento, filmes de acetato de celulose contendo 10% de
carvacrol (AC/10) foram pesados e armazenados em estufas a
temperatura constante. Os ensaios foram realizados em duas
temperaturas, 25 °C, simulando os filmes acondicionados em condic¢des
ambiente, e 50 °C, simulando condicfes extremas nas quais os filmes
poderiam ser acondicionados.

A cinética de migracdo dos filmes acondicionados foi determinada
a partir da quantificagdo de carvacrol remanescente no filme. Para isso,
em tempos pré-determinados, um filme era removido da estufa, pesado,
cortado, e adicionado em frascos de Erlenmeyer contendo 100 mL de
etanol (99,8% de pureza), mantidos sob agitacdo mecanica por 24 h a
temperatura ambiente. Apds, a solucao alcoolica com o carvacrol extraido
do filme, foi analisada por espectrofotometria UV-vis, a 272 nm, a
concentracdo de carvacrol foi determinada utilizando curvas de calibragdo
previamente obtidas de carvacrol em etanol 99,8%. A relacéo linear entre
absorvancia versus concentracdo de carvacrol foi determinada no
intervalo de 0 a 60 pg/mL, obtendo coeficiente de determinacéo (R?) de
0,999. Os ensaios foram realizados em duplicata de cada medida e
duplicata de experimentos.

4.2.3. Migracéo de carvacrol para fluido simulante de alimento

Os fluidos simulantes de alimentos utilizados para migracdo do
carvacrol foram baseados na resolu¢do RDC n° 51 de 26 de novembro de
2010 regulamentada pela ANVISA (2010). Com o objetivo de simular um
alimento, foram escolhidos os simulantes agua destilada (simulante de
alimentos aquosos ndo acidos (pH > 4,5)) e etanol 95% (simulante de
alimentos gordurosos).
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Os ensaios foram realizados em filmes contendo 5 (AC/5) e 10%
(AC/10) de carvacrol. Os filmes foram cortados ao meio e determinou-se
a massa e a espessura. Uma metade foi adicionada ao frasco com o fluido
simulante e na outra realizou-se a quantificacdo inicial de carvacrol no
filme.

Os ensaios de migragdo foram realizados em Erlenmeyer de
500 mL a temperatura constante, sob agitacdo de mecanica.

A quantidade de meio simulante foi calculada considerando a
menor concentracdo capaz de ser detectada para obtencdo de uma curva
padrdo de carvacrol em espectrometro UV-vis e que fosse
suficientemente grande para manter a solugdo externa infinitamente
diluida em carvacrol. Assim, o volume de simulante foi definido em
350 mL. Nesse volume, para um filme com 10% de carvacrol, se todo o
composto for migrado, correspondera a 6% da solubilidade do carvacrol
emaguaa 25 °C (0,11 g/L).

Os ensaios de migracdo seguiram as condicGes de tempo e
temperatura equivalentes as condi¢des mais criticas em que a embalagem
podera ser mantida em contato com o alimento, conforme sugerido na
resolucdo RDC n° 51 (ANVISA, 2010). Com a finalidade de simular a
migracdo do carvacrol para um alimento que deva ser mantido sobre
refrigeracdo, foram definidas duas temperaturas: 8 °C, temperatura
méaxima de refrigeracdo de um alimento, e 25 °C, condigdo ambiente a
qual o alimento pode ser manuseado em momentos da sua vida Util.

A cinética de migracao foi determinada a partir de aliquotas de
1 mL coletadas em tempos pré-determinados até que a condigdo de
equilibrio do sistema fosse atingida, de modo que a quantidade de
aliquotas retiradas ndo ultrapassasse volume de 5% do total de fluido
simulante, ou seja, 17 mL.

A concentracdo de carvacrol de cada aliquota foi quantificada em
espectrofotdbmetro UV-vis, a 272 nm, utilizando curvas de calibracdo
previamente determinadas de carvacrol no respectivo fluido simulante de
alimento. A relacdo linear entre absorvancia versus concentracdo de
carvacrol foi determinada no intervalo de 0 a 40 pg/mL, obtendo
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,999 para ambos os fluidos. Foram
realizadas duplicatas dos ensaios e do experimento.

Ap6s o ensaio, os filmes foram removidos e secados
superficialmente, e determinou-se a massa e a espessura.
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4.2.4. Coeficiente de particdo

O coeficiente de particdo do carvacrol entre o filme e 0 meio
simulante (Krs) foi determinado conforme a Equacdo 4.1 (HAMDANI;
FEIGENBAUM; VERGNAUD, 1997).

PF o
Kpg=—— 4.1
FS Dson (4.1)

em que pr. é a concentracdo massica de carvacrol no filme no equilibrio
e psw & a concentracdo massica de carvacrol no fluido simulante no
equilibrio.

4.2.5. Modelo matematico

A migracdo de carvacrol dos filmes para os fluidos simulantes de
alimentos foram modeladas matematicamente. O processo de migracéo
foi descrito por analogia & lei de difuséo de Fick em solugdes diluidas em
combinagdo com a equacgdo de continuidade para o componente ativo.

Considerando que o filme de acetato de celulose com carvacrol,
com espessura constante L, esta em meio perfeitamente agitado, na
auséncia de qualquer reacdo quimica, com transferéncia de massa apenas
por difusdo unidirecional em x. A difusdo do carvacrol ocorre devido a
um gradiente de concentracdo da superficie ao centro do filme. O
coeficiente de difusdo do composto ativo no filme, D, é assumido
constante, independe da posicdo, do tempo e da concentragdo de
carvacrol. Assim, mudanca na concentracdo do carvacrol no filme em
relacdo ao tempo em cada ponto no interior do filme é dada pela Equacéo

4.2.
ap d%p
L - 4.2

ot b <6x2> (42)

em que p € a concentragdo de carvacrol no filme, x é a coordenada
cartesiana com origem no centro do filme, no qual ocorre a migracéo, t é
0 tempo de migragao do carvacrol.

A migracéo do carvacrol presente no filme para o fluido/ar no
ensaio de migracéo esta esquematicamente representada na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Esquema da migragéo do carvacrol para o fluido/ar.
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(Fonte: Autor)

Inicialmente (t=0) o carvacrol esta distribuido uniformemente no
filme (pi) e ndo hé& carvacrol no fluido, condicéo inicial (Equacéo 4.3).

t=0,0<x<L,p=pi (4.3)

Para a resolugéo da Equagéo 4.2, assume-se como condi¢Bes de contorno
(t> 0) a simetria axial no centro do filme (x = 0) (Equacdo 4.4) e que o potencial
quimico do carvacrol na superficie do filme esta em equilibrio com o fluido externo
(Equagdo 4.5).

t>0,x:O,Z—Z:O (4.4)
t>0,X:L,p:psup (45)

em que psyp € a concentracdo de carvacrol na superficie do filme em
equilibrio com o fluido.

Para essa Ultima condic&o de contorno, duas abordagens foram adotadas:

i) Ao longo do processo de migracdo, o meio é infinitamente diluido e a
concentragdo de carvacrol no fluido simulante é muito baixa (Ceanv— 0). O
carvacrol presente na superficie do filme migra imediatamente para o fluido
(osu= 0). Solucionada por método analitico (Figura 4.2 a);

if) A migracdo do carvacrol ocorre até o sistema entra em equilibrio,
havendo um coeficiente de particdo (Krs) de carvacrol entre o filme e o fluido
(Psup= Krs Ceany). Solucionada por método numérico (Figura 4.2 b).
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Figura 4.2. Perfil de concentracédo de carvacrol durante a migragdo em
fluido simulante para a abordagem analitica (a) e numérica (b).
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Em que p:é a concentragdo inicial de carvacrol no filme, pr é a concentragdo final de
carvacrol, psup € a concentragao de carvacrol na superficie do filme em equilibrio com
o fluido, t é o tempo de migragdo, L é a espessura do filme, Krs é o coeficiente de
particéo e Ccarv € a concentracdo de carvacrol no fluido simulante.

(Fonte: Autor)

Solucéo analitica

O modelo matemético (Equacdo 4.3) possui solucdo analitica
(CRANK, 1975), conforme a Equacéo 4.6.

P = Dsup 85: 1 , w2 Dt
0w 12y~ _exp-n+1)2—= 4.6
Pi = Psup m? L4 (2n+ 1)z P @n+ 1) (4.6)

A Equacéo 4.6 foi ajustada aos dados experimentais de migracdo
em rotina computacional desenvolvida no programa Matlab® versdo
R2017a (MathWorks, USA), minimizando a soma dos erros quadrados
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(residuos) entre os valores experimentais e preditos. Esse procedimento
resultou na obtencédo do valor otimizado do parametro do coeficiente de
difuséo do carvacrol do filme.

Solucdo numérica

A solucdo numérica utilizou o método de diferengas finitas
explicito, baseado em Carciofi et al. (2002), Patankar (1980) e
Porciuncula et al. (2013) . Uma malha unidirecional do centro do filme
até a superficie (de 0 a L) foi construida conforme representada na Figura
4.3.

Figura 4.3. Esquema da malha unidirecional construida para solucao
numérica da migracdo do carvacrol no filme para o fluido simulante.
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A espessura do filme foi dividido em i partes iguais finitas de
espessura Ax por planos de referéncia de concentracdo de carvacrol pelo
tempo, e n é o incremento do tempo At. A concentracao de carvacrol foi
avaliada em cada ponto i durante o incremento de n, levando a uma
relagdo entre a nova concentragdo de carvacrol (pi"*') apds o At das
concentracdes anterior neste local (pi") e locais adjacentes (p"i.1 € p"i+1)
(VERGNAUD, 1991). A Equacao foi discretizada, obtendo-se a Equacéo
4.7.

P =Pl _ (PR =200 + P “7)
At Ax?

Os valores de At e Ax foram definidos para satisfazer o limite de
convergéncia do modelo em que Fo (Equacdo 4.8) deve ser menor que
0,5.

At
Fo = Dm (48)
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Os valores da concentragédo de carvacrol no filme foram calculados
no programa Excel variando o valor do coeficiente de difusdo (D). O valor
otimizado de D foi obtido comparando os valores experimentais e 0s
preditos, obtendo-se um valor minimo do erro entre esses valores,
calculado pela raiz do quadrado médio do erro (RMSE). A solucdo
numeérica foi validada com a solugéo analitica.

4.2.6. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com o programa
Statistica 12 (Dell, USA) através de analise de variancia (ANOVA) e pelo
teste de Tukey a 95% de confianca, no qual letras iguais ao lado das
médias representam que ndo ha diferenca significativa em ter os dados.
Junto as médias é apresentado o desvio padrédo das médias.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Reteng&o e migracdo de carvacrol em filmes armazenados

Na Tabela 4.1 estd apresentada a concentragcdo de carvacrol
quantificado logo ap6s a producdo do filme. A variagdo apresentada é
esperada, uma vez que o preparo da solucdo filmogénica e a adicdo de
carvacrol é obtida a partir da pesagem do material. O resultado obtido
sugere uma boa afinidade do carvacrol pela matriz polimérica e que
possivelmente ndo ha perdas de carvacrol ao longo da obtencédo do filme.

Tabela 4. 1. Média e desvio padrdo da concentragdo de carvacrol apos
obtencdo dos filmes.

Concentragdo de carvacrol

Filme (%) (9/100g)
AC/5 55+0,1
AC/10 10,7+0,1

A aplicacéo da técnica de casting para a obtencédo de filmes ativos
com compostos volateis tem a grande vantagem de ndo necessitar altas
temperaturas, evitando perdas do composto ativo. Além disso a alta
retencdo do carvacrol na matriz do acetato de celulose reforca que ha
interacGes ligagBes intermoleculares entre as hidroxilas, impedindo que o
carvacrol seja perdido ao longo da evaporacdo do solvente.

Kurek et al. (2012) investigou a retencdo de carvacrol em filmes
de quitosana. Devido a natureza hidrofilica do polimero e afinidade pelo
solvente (etanol), mais de 80% da massa inicial do carvacrol foi
volatilizada ao longo da obtencéo dos filmes em temperatura ambiente.
Segundo os autores, 0 mecanismo de perda de compostos volateis durante
a evaporagdo do solvente é complexo, pois existe simultaneamente
alteracdo na viscosidade do polimero, mudanca no estado fisico de liquido
para sélido, mudanca de polaridade devido a taxa de evaporacédo
diferencial entre volateis, mudanc¢a na natureza e na forga da interagdo.
Suppakul et al. (2011) ao produzirem filme de PEBD com estragol e
linalol por extrusdo observaram mais de 66% de perda dos compostos
ativos devido a alta temperatura de processamento. Requena, Vargas e
Chiralt (2017) obtiveram retencdo de 80% de carvacrol em filmes
bicamadas de Poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), a perda
foi associada ao uso de alta temperatura (180 °C) durante a obtencdo do
filme em prensa hidraulica.
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Os filmes contendo 10% de carvacrol permaneceram armazenados
por 22 semanas com ambas as superficies expostas nas temperaturas de
25 e 50 °C. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.4
juntamente ao ajuste do modelo pela solucéo analitica para descrever a
migracao de carvacrol.

Figura 4.4. Migracéo de carvacrol em filmes contendo 10% de carvacrol
acondicionados nas temperaturas de 25 °C(a) e 50 °C (b) e ajuste de
modelo. As barras representam o desvio padrao das médias.
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O modelo matematico foi capaz de descrever satisfatoriamente a
migracdo de carvacrol em filmes de acetato de celulose acondicionados
em temperaturas constante de 25 e 50 °C, os valores obtidos pelo ajuste
do modelo estdo apresentados na Tabela 4.2. Os coeficientes de difusao
para as duas temperaturas sdo na mesma ordem de grandeza, 1014 m?/s.
Esses valores sdo maiores do que os encontrados na literatura para o
carvacrol em outros polimeros, 10 m?/s para filmes de PP-EVOH
(CERISUELO et al., 2012) e entre 104 e 10°Y" m?/s para filmes de
quitosana, dependendo da umidade relativa que foram acondicionados
(KUREK et al., 2014b).

A maior quantidade de carvacrol migrado foi na 1% semana de
armazenamento, correspondendo a 5 e 11% de carvacrol migrado, para as
temperaturas de 25 e 50 °C, respectivamente. A migracdo de carvacrol
ocorreu até 6 semanas para os filmes condicionados a 50 °C e 10 semanas
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para os filmes condicionados a 25 °C, apds esse tempo a concentracao de
carvacrol nos filmes permaneceu constante. A maxima migracdo obtida
foi de aproximadamente 22%. A retencdo do carvacrol na matriz
polimérica reforca que hé& interacdo intermolecular entre eles. E
importante ressaltar que ao longo do experimento o ar foi constantemente
renovado, estabelecendo um meio infinito para a migragao.

Tabela 4. 2. Coeficiente de difusdo do carvacrol em filmes contendo 10%
de carvacrol acondicionados nas temperaturas de 25 e 50 °C e parametros
de ajuste do modelo.

Temperatura D (m?/s) R? RMSE
25 °C 127 x 10 0,939 0,020
50 °C 2,52 x 101 0,950 0,015

Kamimura et al. (2014) estudaram a estabilidade da atividade
antioxidante do carvacrol livre, apds 15 dias de armazenamento na
presenca de luz a temperatura ambiente, a atividade do carvacrol nédo
diminuiu significativamente, e permaneceu estavel ao longo de todo o
armazenamento de 90 dias.

Shemesh et al. (2015) incorporaram carvacrol com diferentes
argilas e compatibilizadores em filmes PEBD. O PEBD néo foi capaz de
reter o carvacrol, enquanto que a adi¢do dos outros compostos aumentou
a retencdo e a estabilidade do carvacrol na matriz polimérica. A atividade
antimicrobiana do filme ativo foi analisada logo apds a sua obtencéo e
apos 100 dias de armazenamento em temperatura ambiente, os filmes com
argila e compatibilizador mantiveram a atividade. Esses estudos
demonstram que o carvacrol apresenta boa estabilidade, mesmo
armazenado em condigBes ambientes por longo periodo, no entanto,
guando incorporado em um polimero, sua acdo prolongada ird depender
da interacdo com a matriz polimérica.

4.3.2. Migracao de carvacrol em fluidos simulantes de alimentos

O coeficiente de parti¢do do carvacrol entre o filme de acetato de
celulose e o simulante de alimento esta apresentado na Tabela 4.3.
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Tabela 4. 3. Média e desvio padrdo do coeficiente de particdo (Krs) do
carvacrol entre o filme e o simulante de alimentos.
Simulante

T (o C) Filme Krs
Agua AC/5 783 + 45°
8 AC/10 666 + 67
Agua AC/5 600 + 362
25 AC/10 555 + 352
Etanol 95% AC/5 -*
8 AC/10 -
Etanol 95% AC/5 -
25 AC/10 -

Letras iguais na mesma coluna representam que ndo ha diferenca significativa (p
<0,05) no teste de Tukey.
*préximo a zero.

O coeficiente de particdo pode ser muito pequeno, geralmente
descrito como tendendo a zero, significando que o processo de migracéo
atinge a extracao praticamente completa do composto na fase polimérica
(GARDE et al., 2001; GOYDAN et al., 1990; POCAS et al., 2008). Para
0 etanol 95%, a solubilidade do carvacrol em etanol permitiu que todo o
carvacrol fosse removido do filme, obtendo-se o valor de Krs é préximo
a zero.

Na migracéo para a agua, o carvacrol apresentou Kgs acima de 550,
justificado pela baixa solubilidade de carvacrol em agua e pela afinidade
do carvacrol com a matriz do acetato de celulose. A concentragdo de
carvacrol no fluido simulante ao final de ensaio de migracao corresponde
a no maximo 5% da saturacdo de carvacrol em 4&gua, portanto a
solubilidade do carvacrol nesse fluido ndo é o fator limitante para a
migracdo, a quantidade maxima de carvacrol migrada é controlada pelo
coeficiente de particdo do carvacrol entre o filme e o fluido.

O coeficiente de particdo é um indicio da interagdo e da capacidade
de migracdo de um composto presente em uma embalagem ativa para um
alimento, ndo ha valores limites para esse parametro, o valor requerido
para o coeficiente de particdo ird depender da aplicacdo a que a
embalagem se destina. Galotto et al. (2011) determinou o coeficiente de
particdo de um antioxidante em PEBD e fluidos simulantes, em etanol
10% né&o ocorreu a migragédo do antioxidante, em etanol 50% e 95% 0 Krs
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foi de 2460 e 35, respectivamente, demonstrando que o coeficiente de
particdo tem grande influéncia com o tipo de alimento que estara em
contato com a embalagem. Alteracdes na producdo de embalagens pode
alterar a interacdo entre a embalagem ativa e o fluido simulante, assim
como demonstrado por Rodriguez et al. (2012), que obtiveram valores
aumentados de Krs de 1,2 para 220 como resultado da modificagdo do
filme de acetato de celulose com nanoargila incorporado timol,
diminuindo significativamente a migracdo timol para o fluido.

Em geral, o coeficiente de particdo diminui com o aumento da
temperatura. Galotto et al. (2011) estudaram a migracdo de um
antioxidante (1-1076) incorporado na matriz de PEBD para o fluido
simulante etanol 95%, a migracdo do antioxidante apresentou grande
dependéncia da temperatura, com Kgs variando de 183 a 0,3, para
temperatura de 28 a 60 °C.

Para os filmes contendo 10% de carvacrol, o coeficiente de
particdo ndo foi alterado com o aumento da temperatura. Assim como o
observado nos ensaios de migracdo dos filmes armazenados, a interacéo
entre o carvacrol e a matriz polimérica impede que todo carvacrol migre
para o fluido simulante.

Ap6s 0s ensaios de migracdo, a espessura ndo foi alterada
comparada ao inicio da analise, e a massa apresentou pequena
diminuicdo, correspondente a migragdo de carvacrol. Logo, a
consideracdo de que a espessura do filme é constante esta de acordo com
0 proposto pelo modelo. Além disso, ndo foi observada alteragdes
macroscopicas nas caracteristicas dos filmes.

Os perfis da migracdo de carvacrol na matriz polimérica de acetato
de celulose para o fluido simulante de alimento, etanol 95%, estdo
apresentados na Figura 4.5.

Os resultados obtidos para o coeficiente de difusdo e os pardmetros
de ajuste estdo apresentados na Tabela 4.4. O modelo matematico
descreveu satisfatoriamente a migracao de carvacrol em filmes de acetato
de celulose em ambos fluidos simulantes, no entanto, principalmente em
etanol 95%, os valores foram superestimados em algumas regiGes,
resultando em menor R? e maior e erro quadratico médio (RMSE),
resultados que podem ser justificados pelo desvio do mecanismo
difusional. Medeiros et al. (2018) também obteve valores superestimados
para a migracdo de 6leo essencial de cravo em filme de PEBD para o
simulante etanol 95%.
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Figura 4.5. Migracédo de carvacrol no fluido simulante etanol 95% nas
temperaturas 8 °C (cinza) e 25 °C (preto) para os filmes contendo 5%
(tridngulo, —-) e 10% (Circulo, —) de carvacrol, dados experimentais e
ajuste do modelo. As barras representam o desvio padrdo das médias.
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Tabela 4. 4. Média e desvio padréo do coeficiente de difusdo do carvacrol
de filmes para o fluido simulante de alimentos etanol 95% e parametros
de ajuste do modelo.

T (°C) Filme D (m?/s) (x10%®) R? RMSE
AC/5 128,5+ 31,62 0,947 0,060

AC/10 126,9 + 41,42 0,979 0,040

o AC/5 336,5 + 87,5° 0,992 0,025

AC/10 362,4 + 98,3° 0,997 0,015

Letras iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) no teste de
Tukey.

Os perfis da migragao de carvacrol na matriz do acetato de celulose
para o fluido simulante de alimento agua, nas temperaturas de 8 e 25 °C,
para as duas abordagens estudadas estdo apresentados na Figura 4.6. Os
resultados obtidos para o coeficiente de difusdo e os parametros de ajuste
estdo apresentados na Tabela 4.6.
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Figura 4.6. Migracao de carvacrol no fluido simulante agua destilada
nas temperaturas 8 °C (cinza) e 25 °C (preto) para os filmes contendo
5% (triangulo, —-) e 10% (Circulo, —) de carvacrol, dados
experimentais e ajuste do modelo por solucdo analitica (a) e solucéo
numérica (b). As barras representam o desvio padrdo das médias.
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Tabela 4. 5. Média e desvio padrao do coeficiente de difusdo do carvacrol
de filmes para o fluido simulante de alimentos agua e parametros de ajuste
do modelo obtidos pela solugdo analitica e solugdo numérica.
T (°C) Filme D (m?/s) (x10'®) R? RMSE
Solucéo analitica

AC/5 1,84 £0,342 0,986 0,028
AC/10 1,79 +£0,47¢ 0,989 0,023
’s AC/5 5,81 +0,44° 0,981 0,032
AC/10 6,72 +0,57° 0,985 0,031
Solucéo numérica
g AC/5 1,27 +0,26° 0,997 0,001
AC/10 1,13 £0,322 0,998 0,002
o AC/5 3,91+£0,41° 0,996 0,001
AC/10 4,79 £0,23 0,994 0,003

Letras iguais representam que ndo ha diferenca significativa (p <0,05) no teste de
Tukey.

A solucdo analitica proposta para resolugcdo do modelo matematico
é muito utilizada para descrever a migracdo de compostos em embalagens
ativas (BIERHALZ; DA SILVA; KIECKBUSCH, 2012; DIAS et al.,
2018; GEMILI;  YEMENICIOGLU;  ALTINKAYA, 2009;
TAWAKKAL; CRAN; BIGGER, 2016). Essa solucdo analitica considera
gue todo o composto que esta na interface filme/fluido migra
instantaneamente para um meio infinito, e a concentracdo deste soluto é
sempre infinitamente diluida. No entanto, a migracdo do carvacrol para a
agua atingiu o equilibrio. Desta forma, a solugdo numérica foi proposta
para resolucdo do modelo matematico considerando que durante a
migracdo o carvacrol esta em equilibrio na interface filme/fluido e que
este valor é dependente do tempo, pois hd aumento da concentracao
externa. A comparagdo entre as duas solugdes demonstrou que ndo ha
diferenca significativa do coeficiente de difusdo, no entanto, a solucéo
numérica descreveu melhor o ajuste do modelo matematico aos dados
experimentais (menores valores de RMSE e R?).

A migracdo de carvacrol ndo apresentou dependéncia com a
concentracado inicial do composto. Medeiros et al. (2018) ao impregnar
diferentes teores de 6leo essencial de cravo por alta pressdo em filmes de
PELBD néo obteve diferenca significativa na migracdo do composto
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ativo em etanol 10% e etanol 95%, os coeficientes de difusdo foram na
ordem de grandeza de 1023 m?/s.

A temperatura influenciou na migracdo do carvacrol nos dois
fluidos simulantes, os coeficientes de difuséo obtidos foram maiores na
temperatura de 25 °C. O aumento da temperatura aumenta a mobilidade
das cadeias poliméricas, e a solubilidade do migrante no fluido
favorecendo a migragé&o.

Ao comparar os dois fluidos simulantes, a migracao do carvacrol
em etanol 95% foi mais rapida, todo o carvacrol foi migrado em apenas
1 h de ensaio para a temperatura de 25 °C e cerca de 2,5 h para a
temperatura de 8 °C, ja para a agua o tempo para atingir o equilibrio foi
de cerca de 50 e 100 horas, para a temperatura de 25 e 8 °C,
respectivamente. Obtendo coeficiente de difusdo na ordem de 100 vezes
maior para o etanol 95% do que para a agua. Justificado pela maior
solubilidade do carvacrol em etanol, o etanol pode penetrar na matriz
polimérica ocasionando a relaxacdo e intumescimento das cadeias e
dissolver o carvacrol, promovendo a migracao.

E importante salientar que os dados de migracao foram obtidos em
meio simulante para migracdes especificas regulatorias. No ensaio de
migracdo, foram minimizadas limitag@es, como saturacdo do carvacrol no
simulante e meio ndo homogéneo, além disso, as duas superficies do filme
estavam totalmente em contato com o simulante. Essas condi¢fes ndo
representam a realidade de um filme em contato com o alimento, no
entanto podem ser utilizados para compreender mecanismos e interacées
gue levam a migracdo de um composto. Quando um filme é utilizado em
um alimento, apenas uma das superficies pode estar em contato com o
alimento, nessa condigdo a migra¢do do composto ativo é 4 vezes mais
lenta quando comparada a migragcdo com as duas superficies do filme em
contato com o alimento. A analise da migracdo em uma matriz alimenticia
¢ muito complexa, por este motivo, o sistema é simplificado,
considerando a embalagem homogénea, o alimento substituido por um
simulante adequado, as condigdes ambientais sdo assumidas como
constantes (GARDE et al., 2001).

Dias et al. (2018) estudaram em filmes de acetato de celulose
incorporado com isotiocianato de alila, a migracdo em meio simulante de
alimento, hexano, e em peito de frango. Em meio simulante obtiveram
valores entre 101° e 10" m?/s, dependente da forma em que o composto
foi incorporado. Em peito de frango, ao longo de 80 dias, a concentragéo
do composto ativo no filme permaneceu praticamente constante. A
natureza do meio em que ocorre a migracdo influéncia diretamente na
liberagdo do composto ativo.
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4.4, CONCLUSAO

O carvacrol apresentou compatibilidade com a matriz do acetato
de celulose e ndo foi observada perdas desse composto por volatilizacao
durante a obtengdo do filme. Durante o armazenamento, a perda de
carvacrol foi menor que 25% ap6s 22 semanas de acondicionamento,
sugerindo que a atividade do filme é mantida neste periodo.

No fluido simulante etanol 95% todo o carvacrol presente no filme
foi migrado, na 4gua o sistema entrou em equilibrio atingindo a maxima
migracdo de carvacrol em 75%. A migracdo do carvacrol ndo acarretou
em modificacBes macroscopicas e na espessura. O modelo matematico
apresentou bom ajuste aos dados experimentais, obtendo coeficiente de
difusdo na ordem de 101 e 10> m?s, para o etanol 95% e agua,
respectivamente.

Os resultados obtidos para migragdo do carvacrol s&o promissores
para aplicagdo do filme de acetato de celulose incorporado com carvacrol,
e indicam que a migracdo do carvacrol no filme para o alimento sera de
forma gradual, podendo ser utilizado em contato com alimentos como
embalagem ativa.
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CAPITULO 5: ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO
CARVACROL E APLICACAO DE FILME ATIVO EM
PRESUNTO

5.1. INTRODUCAO

A carne e o0s produtos a base de carne sdo pereciveis e suscetiveis
a contaminagdo microbiana, levando risco para a salde dos
consumidores, bem como a perda econdmica na indUstria da carne.
Produtos carneos contém elevada atividade de agua, grande quantidade
de proteinas e nutrientes essenciais e pH favoravel para o crescimento
microbiano (JAYASENA,; JO, 2013a; WORAPRAYOTE et al., 2016).
Os microrganismos presentes na carne e seus produtos sdo de amplo
espectro, porém as bactérias sdo as principais causadoras da deteriorag&o.
A refrigeracdo e as embalagens a vacuo sao os métodos mais comuns para
preservar as caracteristicas desse tipo de alimento, em produtos carneos
processados também sdo utilizados conservantes, tais como nitritos,
sulfitos, &cido sorbico. De acordo com uma percepcdo negativa
aumentada em relacdo aos agentes quimicos e altos teores de sais, 0S
agentes antimicrobianos naturais vém sendo amplamente testados quanto
a sua eficacia em alimentos.

As embalagens/filmes ativos tem como principal vantagem a
migracao lenta do composto antimicrobiano para a superficie do alimento.
Assim, uma vez que a maioria das reagdes de degradacdo ocorrem na
superficie, a adicdo do agente antimicrobiano em embalagens pode ser
mais eficiente, pois a migracéo prolongada do agente para a superficie do
alimento ajuda a manter a eficiéncia do agente e menor quantidade pode
ser requerida (MIRANDA et al., 2016; QUINTAVALLA; VICINI, 2002;
SOARES et al., 2009; WORAPRAYOTE et al., 2016).

O objetivo desse capitulo é determinar a atividade antimicrobiana
do carvacrol em contato direto com uma fase liquida e em contato na
forma de vapor. Apés, o filme de acetato de celulose incorporado com
carvacrol sera analisado quanto a capacidade para aumento da vida Util de
presunto.

O carvacrol serd testado contra duas bactérias deteriorantes, tipicas
de produtos cérneos, Weissella viridescens (Gram-positiva) e
Pseudomona fluorescens (Gram-negativa).

A bactéria W. viridescens é capaz de crescer em condicdes de
microaerofilia e anaerobiose, é uma das principais deteriorantes de
produtos carneos embalados a vacuo, utiliza como substrato perdxido de
hidrogénio e dxido nitrico hemocromogénio, produzindo o pigmento
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esverdeado porfirina, alterando a coloracdo do produto (NIVEN;
EVANS, 1957; ALVES; SOUZA et al., 2014).

A bactéria P. fluorescens é uma deteriorante de produtos carneos
em temperaturas de refrigeracdo e, principalmente em condi¢do de
aerobiose, alteram a coloracéo da carne através da produgéo de pigmento
verde com fluorescéncia, além de produzir proteases e lipases
extracelulares responsaveis pelo odor e sabor desagradaveis (GENNARI;
DRAGOTTO, 1992; LEBERT; BEGOT; LEBERT, 1998).
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5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Material

Culturas puras liofilizadas de W. viridescens (Colecéo de cultura
tropical (CCT) 5843, American Type Culture Collection (ATCC) 12706,
isolado de produtos de carne curada), e P. fluorescens (CCT 7393 ATCC
13525, origem: tanques pré-filtrados, Inglaterra) foram obtidas da
Fundagdo Andre Tosello (SP, Brasil). Carvacrol com pureza de acima de
98% (Sigma-Aldrich) foi usado como potencial componente
antimicrobiano. Man, Rogosa and Sharpe (MRS), Brain Heart Infusion
(BHI Broth), Plate Count Agar (PCA) e Agar foram utilizados para o
crescimento microbiano (Sigma-Aldrich). Para acondicionar as fatias de
presunto, embalagens préprias para produtos carneos embalados a vacuo
foram doadas pela empresa Spel (S&o Paulo, SP).

5.2.2. Ativacgdo das bactéria e preparo dos inéculos

Para ativacdo, as bactérias liofilizadas foram hidratadas em agua
destilada esterilizada e adicionada em 5 mL de meio de cultura
apropriado. Ap6s o crescimento a 30 °C por 18 h, foram preparadas cepas
repicadas, no qual 1 mL das cepas contidas no meio de cultura e 0,5 mL
de glicerol foram adicionadas em microtubos e mantidos a -18 °C.

Os in6culos foram preparados com a adi¢do de uma cepa repicada
em 170 mL do meio de cultura adequado. Para W. viridescens e P.
fluorescens foram preparados meios MRS e BHI, incubados a 30 °C por
18 h, atingindo concentracdo na ordem de 10° e 10" UFC/mL,
respectivamente. O tempo de 18 h foram definidos previamente sendo
eles o inicio da fase estacionéria.

5.2.3. Determinacao da concentracéo inibitéria minima (MIC) e
concentracgdo bactericida minima (MBC) na fase liquida

O procedimento adotado para a determinagdo do MIC e MBC
baseou-se no método de diluicdo em série.

Os inoculos foram diluidos em &gua peptonada (1%) até a
concentragdo na ordem de 10* UFC/mL, 1 mL do indculo diluido foi
adicionado em tubo de ensaio contendo 9 mL do meio de cultura, obtendo
concentracdo inicial na ordem de 10° UFC/mL.

O carvacrol foi adicionado ao tubo de ensaio (contendo volume
total de 10 mL de meio de cultura) nas concentragdes de 0 a 781 pg/mL
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(microgramas de carvacrol por mililitro de meio de cultura) e
vigorosamente agitado em agitador de tubos (Vortex). Os tubos foram
incubados em estufa bacterioldgica a 30 °C. Amostras destrutivas foram
analisadas nos tempos de 0, 12, 24 e 48 h (Figura 5.1).

Figura 5.1. lustracdo da adigdo de carvacrol no meio de cultura.

Carvacrol l l
de 0 a 781 pg/mL
OH Incubado 30 °C e t=x
® = (x=0, 12, 24, 48 h)
10° UFC/mL

(Volume total de 10 mL
em MRS ou BHI)

(Fonte: Autor)

Apos a incubacdo em meio liquido, a concentracdo bacteriana de
cada concentracdo de carvacrol foi determinada por dilui¢cdo em série em
1% de agua peptonada. Um mililitro de cada dilui¢do foi transferido para
placa de Petri estéril e misturado ao agar e, apés solidificacdo, uma
segunda camada de agar foi adicionado para W. viridescens. Apés a
solidificagdo final do &gar, as placas foram incubadas invertidas a 30 °C
por 48 h. As placas de Petri contendo entre 30 e 300 colbnias viaveis,
foram contadas. Foram realizadas trés repeticdes de cada analise, e cada
repeticdo realizada em duplicada.

A MIC foi definida como a menor concentracdo de carvacrol que
inibiu completamente o crescimento microbiano ap6s 48 h de incubacéo.
Ja a MBC foi definida como a concentragdo que impediu totalmente o
crescimento microbiano (MANN; MARKHAM, 1998).

5.2.4. Determinacao da dose inibitéria minima (MID) e dose
bactericida minima (MBD) na fase vapor

O procedimento para determinacdo do MID foi baseado na
capacidade da atividade antimicrobiana do vapor do composto carvacrol,
e 0 método foi adaptado de Ben Arfa et al. (2006) e Almeida (2017).

Nas placas de Petri esterilizadas, foram marcados 5 pontos que
serviram como guia para adicdo do in6culo. Nas placas marcadas, foi
adicionado o agar e solidificados.
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Os indculos foram diluidos em &gua peptonada (1%) até a
concentracdo na ordem de 10* UFC/mL. Aproximadamente 2 gotas do
inéculo foram adicionadas em cada ponto marcado da placa, totalizando
0,1 mL na placa. A Figura 5.2 apresenta esquematicamente a placa
contendo a marcacdo e adicdo do indculo na superficie do &gar
solidificado.

Figura 5.2. llustracdo da adicdo do indculo na placa de Petri para
determinacdo do MID e MBD.

SEelY 1Y

Adigio do agar na Esperar solidificar Adigio de 0,1 mL do
placa de Petri o0 agar inoculo (10* UFC/mL)

(Fonte: Autor)

Na tampa de cada placa de Petri foi fixado um papel filtro
esterilizado de 9 cm de didmetro (dimenséo aproximada para cobrir toda
a area disponivel no interior da tampa) e adicionados homogeneamente
volumes de 0 a 50 pL de carvacrol (Figura 5.3). Foram realizadas trés
repeticOes de cada anélise, e cada repeticao realizada em duplicada.

Figura 5.3. llustracdo da adicdo do carvacrol no papel filtro para
determinacdo do MID e MBD.

/i\ AT

Adigao do papel filtro na Adigdo do composto ativo
tampa da placa de petri no papel filtro

(Fonte: Autor)
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As placas foram fechadas, vedadas com Parafilm e incubadas em
estufa bacteriologica por 48h a 30°C, sendo entdo analisadas
visualmente quanto a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano. O
MID foi definido como o menor volume de carvacrol capaz de inibir
totalmente o crescimento bacteriano.

Para avaliar o efeito bactericida, para as placas em que ndo houve
crescimento, o papel filtro contendo carvacrol foi removido e as placas
foram incubadas novamente por mais 48 h a 30 °C, sendo entdo analisadas
visualmente quanto a presencga ou auséncia de crescimento bacteriano. O
MBD foi definido como o menor volume de carvacrol capaz de inibir
totalmente o crescimento das col6nias de bactérias (sem crescimento de
col6nias mesmo apos a retirada do papel filtro com carvacrol).

Os valores do MID e MBC, foi considerada a massa de carvacrol
adicionado na placa de Petri de 9 cm de didmetro. Os resultados foram
expressos em pg/mL (micrograma de carvacrol por mililitro de
headspace)

5.2.5. Atividade antimicrobiana do vapor de carvacrol incorporado
nos filmes de acetato de celulose

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos filmes de AC
ativos com carvacrol foi utilizada a metodologia descrita no item 3.2.4,
sendo utilizado, no lugar do papel filtro, filmes de AC com adicéo de 0 a
10% de carvacrol, como ilustrado na Figura 5.4. Foram realizadas trés
repeticdes de cada analise, e cada repeticdo realizada em duplicada.

Figura 5.4. llustrago da metodologia para obtengdo do MID e MBD do
filme de AC com carvacrol.

Filme
/—;\ - /—__\\ » Incubagio ‘ :/"—‘\:
‘ / ! 4 48ha30°C

Adi¢do do filme na tampa Placa dc Petri com agar, Observagio do
da placa de Petri bactéria ¢ o filme na tampa crescimento

(Fonte: Autor)
5.2.6. Atividade antimicrobiana dos filmes ativos em presunto

Essa etapa tem como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de
filmes ativos de acetato de celulose contendo carvacrol, em presunto
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contaminado com as bactérias deteriorantes P. fluorescens e W.
viridescens.
5.2.7. Caracterizagdo do presunto
Pecas inteiras de presunto foram adquiridas em comercio local, e
foram caracterizadas quanto a atividade de agua, pH e concentracdo de
cloreto de sodio. Para isso, 3 amostras de diferentes partes da peca do

presunto foram retiradas e armazenadas a 4 °C até 0 momento da analise.

Atividade de agua

A atividade de &gua foi determinada em triplicata em higrémetro
digital (Aqualab Modelo -Series 3 TE, Decagon Devices, Inc., Pullman,
EUA).

pH

O pH foi medido em trés pontos de cada amostra utilizando um
pHmetro para s6lidos (TESTO, modelo 205).

Concentracao de cloreto de sddio

A concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) foi determinada
mediante analise da concentracdo total de cloretos e posterior conversdo
em NaCl, segundo metodologia proposta por Alifio et al. (2011).
Amostras de presunto foram trituradas com agua destilada em dispersor
(Tecnal, modelo Te 147), transferida para um baldo volumétrico de
100 mL completado com agua destilada. A solucdo foi centrifugada e uma
aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi analisada em analisador
automatico de cloretos (Cole Parmer, modelo 926). A partir dos
resultados obtidos para os cloretos foi determinada a concentragdo de
NaCl na amostra de acordo com a Equagéo 5.1.

CCl-V MN Cl
Xnact = — .M—‘;.wo (5.1)

na qual, Xnaci é a concentracdo de cloreto de sddio (gnaci/200gpresunto), Cel
€ a leitura fornecida pelo equipamento da concentracdo de
cloreto(gci/Lsolucio), V € 0 volume (L) da solugdo (amostra e Agua
destilada), m é a massa da amostra (g), Mnaci € @ massa molar do cloreto
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de sddio (58,44 g/mol) e Mc) é a massa molar do cloreto (35,45 g/mol). A
andlise foi realizada em triplicata.

5.2.8. Preparo e incubagéo do presunto com o filme ativo

Filmes de acetato de celulose contendo 0 (AC/0), 5 (AC/5) e 10%
(AC/10) de carvacrol foram preparados previamente conforme
metodologia descrita no item 3.2.4, e armazenados em condigdes
ambientes, embalados em papel aluminio e filme de PVC.

Primeiramente foi realizada a esterilizacdo da camara de fluxo e do
o fatiador de frios (Metvisa, modelo CFIE 250) com alcool 70% e luz UV,
para que toda a manipulagdo do presunto ocorresse em meio asséptico.

A embalagem externa e 0 presunto ap6s a remogao da embalagem
foram esterilizados com &lcool 70% e secados com papel filtro
esterilizado. O presunto foi cortado e 3 amostras foram separadas para a
caracterizacdo fisico-quimica. As fatiadas foram obtidas utilizando um
fatiador de frios com espessura de aproximadamente 1,5 mm, e estas
cortadas com molde de 8 cm de diametro (Figura 5.5), as fatias foram
pesadas e as massas anotadas.

Figura 5.5. Presunto fatiado e cortado com molde.
~

Para incubacdo a vacuo foram utilizadas as concentracdes iniciais
de 10* UFC/mL para a W. viridescens e 105 UFC/mL para a P.
fluorescens, e a incubagdo em aerobiose foi realizada apenas para a P.
fluorescens com concentracéo inicial de 10* UFC/mL.
Cem microlitros do inéculo com foi espalhado na superficie da
fatia, e o filme foi colocado sobre a superficie inoculada, de forma que o
indculo ficasse entre o filme e a fatia de presunto. Amostras sem o filme
foram preparadas como controle.
As amostras para incubacéo a vacuo foram embaladas diretamente
em saco plastico estéril de homogeneizacao, conforme realizado por Silva
(2015), e colocadas em uma segunda embalagem (Figura 5.6), para
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permitir que a amostra fosse selada a vacuo sem o contato com o meio
externo. E as amostras incubadas em aerobiose foram colocadas em
placas de Petri estéreis.

As amostras foram armazenadas em estufa incubadora a 8 °C até o
momento da analise microbioldgica. A temperatura da estufa incubadora
foi acompanhada por datalogger (Testo, modelo 174 H).

Figura 5.6. Fatia de presunto iniculada com filme de acetato de celulose,
embalagem de homogeneizacdo e embalagem secundaria a vacuo.

v

5.2.9. Determinacdo do crescimento bacteriano

A metodologia foi realizada conforme proposta por Silva (2015).
Em tempos pré-determinados, nos sacos contendo as amostras foram
adicionados agua peptonada (1%) na proporgdo 9:1 (volume de &gua
peptonada (mL)/massa de presunto (g)) e homogeneizadas em Stomacher
(ITR, modelo 1204) por 1 min, para o preparo da primeira diluicio
(Figura 5.7).

Figura 5.7. Primeira dilui¢do do presunto em sacos de homogeneizacéo.
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Foram preparadas diluicdes em série, 1 mL da diluicdo foi
transferido para placa de Petri estéril e misturada ao agar. As placas foram
incubadas invertidas a 30 °C por 48 h, e entdo, realizada a contagem das
colbnias vidveis (N). Os resultados foram expressos em log UFC/g de
presunto, a contagem das placas foi multiplicada pelo inverso da sua
respectiva diluigdo. Os dados foram tratados e apresentados em graficos
de log UFC/g em funcdo do tempo de incubagéo (h).

5.2.10. Modelagem matematica

O modelo matematico selecionado para descrever o crescimento
microbiano no presunto em condigdes isotérmicas foi o de Baranyi e
Roberts (1995). A escolha do modelo baseou-se na boa capacidade de
predicdo obtidos para a W. viridescens em trabalhos realizados no grupo
de pesquisa em Microbiologia Preditiva da UFSC (CAMARGO, 2015;
PAGANINI, 2017; SILVA, 2015; SLONGO et al., 2009). A equacio para
a modelagem matematica para ser ajustada aos dados experimentais é
dada pela Equagdo (5.2), tendo seus parametros estimados para a
temperatura de 8 °C.

exp(uF(8) —1 ) (5.2)

log N =log(Ny) + uF(t) —log| 1+
g g(No) + uF(t) g( exp(10g(Nimsx) — 10g(Ny))

onde, N é a populacdo microbiana em determinado tempo (t), No € a
populacdo inicial, u é a velocidade especifica méxima de crescimento,
F(t) é a medida do estado fisiol6gico das células (Equacdo 5.3) € Nmax € a
populacdo maxima atingida.

1
F(t)=t+ EIOg(eXp(—ut) + exp(—hy) — exp(—ut —hg))  (5.3)

onde ho é o0 parametro do estado fisiolégico inicial da célula e esta

relaciona com a duracdo da fase lag (A) através da Equacéo (5.4), o valor

de ho é geralmente constante quando o ambiente e as condi¢des de pré-
inoculacéo das células s&o padronizadas.

u

A (5.4)

O ajuste do modelo foi realizado no programa DMFit 3.5.
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Analise estatistica da predicdo

A avaliacgdo da capacidade preditiva do modelo de Baranyi e Roberts
foi realizada através de trés indices estatisticos: fator bias (Equacéo 5.5),
fator de exatiddo (Equacédo 5.6) e RMSE (raiz quadrada do erro médio
quadrético) (Equacéo 5.7).

log(valoTpregito/valoTopservado)
fator bias = 10(2 e ) (55)
( |lo.g(Ualorpredito/Ualorobservado)|> 5.6
fator de exatiddo = 10 n (56)
RMSE = \/Z (17(1[07'predito/valorobservado)2 (5.7)
n

onde, valorpredito € 0 valor obtido pelo modelo, valoropservado € 0 valor
obtido no experimento e n é o nimero de pontos do experimento.

Para bias igual a 1, a resposta observada ¢ igual a resposta predita,
para bias maior que 1, predito é maior que o observado e indica uma falha
segura (fail-safe) do modelo, para bias menor que 1, predito € menor que
0 observado e é uma falha perigosa (fail-dangerous) do modelo.

O fator de exatiddo é sempre maior ou igual a 1, sendo que quanto
maior o seu valor, menor a exatiddo da predicdo. O RMSE é uma medida
da variabilidade residual e, quanto menor o seu valor, maior a capacidade
do modelo de descrever os dados.

5.2.11. Carvacrol remanescente

Apo6s o tempo de incubacdo dos ensaios de vida Util do presunto,
filmes de acetato de celulose foram quantificados quanto a quantidade
remanescente de carvacrol. Para isso, filmes que permaneceram em
contato com o presunto foram removidos da embalagem, lavados com
adgua destilada e com 4alcool 70%, os filmes foram secados
superficialmente, e pesados.

A determinacéo do teor de carvacrol que permaneceu no filme ao
longo da incubacgdo foi determinado conforme metodologia descrita no
item 4.22. Os resultados foram expressos em concentragdo de carvacrol
remanescente no filme (%, g de carvacrol por 100 g de filme) e em
concentracdo de carvacrol migrado para o presunto (%, g de carvacrol por
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100 g de presunto), assumindo que a massa da fatia de presunto € 6,5 g, e
que todo o carvacrol migrado do filme permaneceu no presunto.

5.2.12. Correlagdo entre as quantidades de carvacrol

Com o objetivo de estabelecer correlagdo entre os resultados da
atividade antimicrobiana do carvacrol, foi elaborada a Tabela 5.1, a qual
relaciona o volume e a massa de carvacrol com a concentracdo percentual
de carvacrol adicionado aos filmes (g de carvacrol por g de acetato de
celulose). A massa de carvacrol foi calculada a partir da massa especifica
do carvacrol (0,977 g/cm®) e a concentracdo de carvacrol no filme foi
determinado considerando que a massa do filme é de 0,5 g.

Tabela 5. 1. Relacdo entre as quantidades de carvacrol.

Concentragéo no filme
Volume (L)  Massa (mg) (gcarvllo(;; dac) (%)

1 1,0 0,2
2 2,0 0,4
3 2,9 0,6
4 3,9 0,8
5 4,9 1,0
10 9,8 2,0
15 14,7 2,9
20 19,5 3,9
25 24,4 4,9
30 29,3 5,9
35 34,2 6,8
40 39,1 7,8
45 44,0 8,8
50 48,9 9,8

5.2.13. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente com o programa
Statistica 12 (Dell, USA) através de analise de varidncia (ANOVA) e pelo
teste de Tukey a 95% de confianca, no qual letras iguais ao lado das
médias representam que ndo ha diferenca significativa entre os dados.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Concentracao inibitéria minima (MIC) e Concentracao
bactericida minima (MBC) na fase liquida

A bactéria 4cido lactica W. viridescens apresentou maior
resisténcia ao carvacrol (MIC de 293 pg/mL) quando comparada a P.
fluorescens (MIC de 194 pg/mL). Para essas bactérias as concentragdes
para ao MBC foram iguais, 488 pg/mL (Tabela 5.2, Figura 5.8).

Tabela 5. 2. MIC e MBC para o carvacrol.

Bactéria MIC (ug/mL) MBC (ug/mL)
W. viridescens 293 488
P. fluorescens 194 488

Figura 5.8. Cinética de crescimento das bactérias W. viridescens
(simbolo vazio) e P. fluorescens (simbolo cheio) sem a presenga (ce) e
com 194 pg/mL (¢), 293 pg/mL (om) e 391 pg/mL (A) de carvacrol. As

barras representam o desvio padrdo das médias.
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Um efeito que pode ser observado na cinética para ambas bactérias
na presenca de carvacrol nas concentracdes de 293 pg/mL para a W.
viridescens e, 194 e 293 pg/mL para a P. fluorescens, as células sofreram
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um stress acarretando na diminui¢cdo da contagem de células viaveis,
seguida por um aumento dessas células. Podendo esse ser efeito
conhecido como Fendmeno Fénix (Phoenix Phenomenon) e é causado
pela inativacdo de uma grande proporcao da populagéo bacteriana inicial
e um crescimento excessivo por células mutantes (KELLY et al., 2003).
A inoculagdo num ambiente de stress (presenca de carvacrol) dividiu as
células em duas subpopulag@es: i) uma ndo cultivavel e; ii) outra foi capaz
de se multiplicar (BARANY1; METRIS; GEORGE, 2015).

A maior resisténcia de bactérias Gram-positivas com 0 uso de
compostos fendlicos, também foi observada por Ben Arfa et al. (2006),
Muriel-Galet et al. (2012), Puupponen-Pimia et al. (2001), Van Haute et
al. (2016) e Veldhuizen et al. (2006). De acordo com Bouhdid et al.
(2009), o 6leo de orégano (rico em carvacrol) inativa as células de P.
aeruginosa (Gram-negativa) interrompendo a permeabilidade e funcéo da
membrana, levando a perda de componentes citosélicos, com o
vazamento de ions de potassio e reducdo da viabilidade celular. Para a
bactéria Gram-positiva, S. aureus, o potencial de membrana e a
permeabilidade das células sdo afetadas pela concentracdo de Gleo e
tempo de contato. As células Gram-positivas sdo mais rigidas devido a
maior quantidade de peptidoglicano na parede.

Entretanto, outros autores relataram que os 6leos essenciais sdo
mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas do que contra as Gram-
negativas (BURT, 2004; MITH et al., 2014; OUATTARA et al., 1997).
A explicacdo apresentada pelos autores € que a membrana externa
envolve a parede celular que restringe a difusdo de compostos
hidrofdbicos através de sua cobertura lipopolissacaridica.

No entanto, esses trabalhos consideram apenas a natureza
hidrofébica do carvacrol, porém, segundo Nostro et al. (2009),
considerando a natureza anfifilica do carvacrol, a parte hidrofilica pode
permitir a difusdo de carvacrol através da matriz polar de polissacarideo,
enquanto a parte hidrofébica pode levar a interaces especificas com a
membrana da bactéria alterando suas propriedades estruturais e
funcionais, com perda da integridade.

5.3.2. Dose inibitéria minima (MID) e Dose bactericida minima
(MBD) na fase vapor

A Figura 5.9 apresenta as imagens das placas de Petri incubadas
para obtencdo do efeito bacteriostatico, com quantidades crescentes de
carvacrol, nas quais € possivel observar que, com 231 pug/mL de carvacrol
(a2 e b2), ocorre grande diminuicdo das col6nias quando comparado a
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placa controle (0 pg/mL de carvacrol, al e bl). Com a adicdo de
306 pg/mL (a3 e b3), ndo foi observado crescimento (MID) para a W.
viridescens, enquanto para a P. fluorescens, cresceram pequenas colénias
(ndo visiveis nas imagens), nas placas com adi¢cdo de 384 pg/mL de
carvacrol (a4 e b4), ndo foi observado crescimento de nenhuma colénia,
sendo esse o MID para a P. fluorescens. Esses resultados reforcam o
efeito inibidor do carvacrol sobre as bactérias testadas, e que devido a
volatilidade do carvacrol é possivel inibir o crescimento dessas bactérias.

Figura 5.9. Crescimento bacteriano nas placas de Petri na fase vapor
apos incubacdo de 48 h, (a) W. viridiscens e (b) P. fluorescens, (1) 0, (2)
231, (3) 306, (4) 384 pg/mL de carvacrol.
" TG )

Das placas que continham massa de carvacrol igual e maior que
384 pg/mL, foram removidos o papel filtro e incubadas por mais 48 h
para observacdo do efeito bactericida. MBD foi de 384 ug/mL, para as
duas bactérias testadas. Ou seja, 306 pug/mL de carvacrol apresenta efeito
bacteriostatico sobre a bactéria W. viridescens (inibicdo total do
crescimento), e 384 pg/mL de carvacrol o efeito € bactericida (morte de
todas as colonias). A Tabela 5.3 apresenta os valores para o MID e MBD.

Tabela 5. 3. Dose inibitéria mimina (MID) e dose bactericida minima
(MBD) do carvacrol.

Bactéria MID (ug/mL) MBD (ug/mL)
W. viridescens 306 384
P. fluorescens 384 384
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Ao contréario do resultado obtido para a atividade inibitéria do
carvacrol em fase liquida, na fase vapor, a W. viridescens apresentou
menor resisténcia ao carvacrol quando comparada a P. fluorescens.

Este resultado pode estar relacionado a quantidade de oxigénio
disponivel nos dois métodos. Em meio liquido (sem agitacdo) é mais
favoravel para o crescimento da BAL, visto que ha baixa concentracéo de
oxigénio disponivel. Em contrapartida, na fase vapor, a quantidade de
oxigénio disponivel é maior, sendo mais favordvel ao crescimento da
Pseudomona. Esses resultados sdo interessantes em virtude de que essas
bactérias sdo deteriorantes de alimentos em diferentes atmosferas.
Crowley et al. (2010) estudaram o crescimento de bactérias em carne
bovina em diferentes condi¢cbes de armazenamento, na embalagem a
vacuo, apos 22 dias o menor crescimento foi da Pseudomonas (2,46 log
UFC), e para BAL foi de 6,47 log UFC. Enquanto na embalagem sem
atmosfera modificada, apds 10 dias de armazenamento o crescimento para
a Pseudomonas foi de 7,33 log UFC e para BAL foi de 3,11 log UFC.

Um fato importante a ser considerado é a grande perda do
composto devido a difusdo através da placa de Petri. Mazidah et al. (2010)
guantificaram o carvacrol no headspace em placas de poliestireno e
observaram que a pressao parcial relativa de carvacrol atingiu em torno
de 20% da pressdo de vapor de saturacao, enquanto em placas de aluminio
esse valor foi de aproximadamente 100%. Sendo assim, devido as
possiveis perdas os valores de MID obtidos podem ser superiores aos
reais.

Além disso, o carvacrol difunde no agar, podendo ser observado
através do turvamento do 4&gar (Figura 5.9), havendo menor
disponibilidade de carvacrol para agir contra as bactérias que estdo na
superficie. Segundo Mazidah et al. (2010), com a adi¢do de agar PDA
(Potato Dextrose Agar) em placas de aluminio, a pressao parcial relativa
de carvacrol atinge cerca de 35%, atribuindo a interacdo do composto com
a agua contida no agar (97%). O coeficiente de particdo do vapor de
carvacrol em agua foi estimado em 9x10°.

Nostro et al. (2009) compararam os resultados na fase liquida e na
fase vapor da acdo de carvacrol frente a bactérias patdgenas, observaram
a necessidade de maior concentragdo de carvacrol na fase vapor. Os
autores atribuiram esse resultado ao tempo para a absorcéo e difuséo do
carvacrol através do meio de cultura, resultando em tempo mais longo
para obter efeito equivalente a fase liquida, juntamente com a perda de
vapor através da placa.
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5.3.3. Atividade antimicrobiana na fase vapor do filme ativo

Filmes contendo de 0 a 786 pg/mL de carvacrol (até 10% de
carvacrol), foram colocados nas tampas das placas de Petri, os resultados
obtidos para inibicdo das bactérias pelo vapor do carvacrol estdo
apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5. 4. Dose inibitéria mimina (MID) e dose bactericida minima
(MBD) dos filmes contendo carvacrol.

Bactéria MID (ug/mL) MBD (ug/mL)
W. viridescens 629 786
P. fluorescens 629 786

O efeito bacteriostatico (MID) para as duas bactérias foi de
629 pg/mL (8% de carvacrol no filme), valor 2 vezes e 1,5 vez maior que
0 MID no papel filtro, para a W. viridescens e P. fluorescens,
respectivamente. O efeito bactericida (MBD) foi de 786 pg/mL (10% de
carvacrol no filme), valor 2 vezes maior que o0 MBD no papel filtro para
as duas bactérias. Esses resultados confirmam a importancia de se
considerar as interacfes entre 0s compostos na avaliacdo dos resultados,
uma vez que o carvacrol apresentou menor capacidade antimicrobiana
nos filmes de acetato de celulose quando comparado ao seu estado livre.

Em quantidades menores que o MID, o carvacrol incorporado no
filme apresentou inibi¢&o do crescimento das bactérias, com crescimento
de pequenas coldnias. Mudancas no tamanho das colbnias expostas a
6leos essenciais de orégano e canela, também foram observadas por
Rodriguez, Batlle e Nerin (2007), o que poderia ser indicativo de danos
celulares ou perturbagdes metabolicas.

A necessidade de maior quantidade de carvacrol para atingir a
atividade antimicrobiana no filme de acetato de celulose depende da
capacidade das moléculas se difundirem para a superficie pela matriz do
polimero, que libera o carvacrol mais lentamente.

Segundo Royo, Fernandez-Pan e Maté (2010) interagGes entre 0s
6leos essenciais e os filmes tém um efeito critico sobre a difusividade dos
compostos ativos e, portanto, sobre a atividade antimicrobiana final. Os
autores observaram, que o 6leo essencial de salvia em filmes de proteina
de leite, ndo manifestou atividade antimicrobiana na concentracéo
utilizada, o que se deve provavelmente, a baixa difusividade dos
compostos ativos na matriz polimérica. Este resultado sugere que a
atividade antimicrobiana de filmes ativos é funcéo do tipo de composto e
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do processo utilizado na sua produgao, um éleo essencial pode ou ndo ter
um efeito antimicrobiano, dependendo da matriz utilizada e da sua
capacidade de liberar o composto ativo (ALMEIDA, 2017).

Rodriguez, Batlle e Nerin (2007) ao estudarem a atividade
antimicrobiana de filmes de parafilme com 6leo essencial de orégano e
canela, ndo obtiveram inibicdo das bactérias Gram-positivas, segundo o
estudo, a falta da inibicdo pode ser devido aos compostos ativos
difundirem lentamente na matriz da parafina, impedindo que quantidades
significativas sejam liberadas no headspace durante a fase de laténcia dos
Assim, apenas as moléculas dos compostos ativos préximas da interface
ar/filme podem ser liberadas suficientemente rapidamente para que ocorra
a inibigéo.

A partir dos resultados obtidos, é possivel afirmar que o carvacrol,
tanto na forma livre ou incorporado no filme de acetato de celulose, é
eficaz contra as duas bactérias testadas, W. viridescens e P. fluorescens.
Dessa forma, os filmes contendo 0, 5 e 10% de carvacrol foram testados
guanto sua capacidade antimicrobiana em fatias de presunto embalada a
vacuo, e os resultados estdo apresentados a seguir.

5.3.4. Agéo antimicrobiana dos filmes ativos no presunto

A aw, pH e NaCl das pecas de presunto utilizadas estdo
apresentados na Tabela 5.5. A sobrevivéncia e o crescimento de bactérias
especificas para deterioracdo em alimentos podem ser afetados por varios
fatores, os principais sdo temperatura, pH e atividade da agua, os
conservantes utilizados também podem ser incluidos nessa lista, tais
como 4cidos e sais (BLACKBURN, 2006; MODI, 2009). Portanto,
conhecer as caracteristicas intrinsecos do alimento é importante para
determinar se 0 microrganismo de interesse € capaz de se desenvolver ou
sobreviver a este meio.

Segundo a literatura, os valores de aw, pH e NaCl para o presunto
sdo 0,970-0,980, 5,9-6,2 e 2-4%, respectivamente (AASLYNG;
VESTERGAARD; KOCH, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2015;
FERNANDES, 2009), estando esses valores muito préximos aos obtidos
no presente estudo.
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Tabela 5. 5. Média e desvio padréo da caracterizacdo do presunto.

Andlise Valor obtido
aw 0,980 + 0,001
pH 6,30 £ 0,02
NaCl (% em massa) 1,99 + 0,02

As bactérias acido lacticas sdo capazes de se desenvolver em uma
ampla variedade de condic@es, sdo resistentes a altos teores de sal, e a
baixos valores de pH. No entanto, a maioria das BAL preferem pH inicial
de 6 a 7 para o crescimento (EGAN, 1983). As espécies de Weissella
crescem até 10% de NaCl (HARDIE; WHILEY, 1995), porém acima de
2,8% de sal o crescimento da W. viridescens pode ser prejudicado
(FERREIRA, 2004).

As pseudomonas sdo mais frequentemente encontradas nas
superficies de carne fresca, peixe e vegetais com alta aw (0,99 ou
superior). O valor minimo de aw necessario para o seu crescimento esta
na faixa de 0,95-0,97, que ird depender do tipo de alimento ou dos sais e
acucares utilizados como solutos no meio (BLACKBURN, 2006). O
mesmo ocorre para o pH. O uso de acido citrico, cloridrico ou fosférico
como acidulentes geralmente permite o crescimento a um pH
relativamente menor em comparagdo com o uso de 4cido acético ou latico
(JUVEN, 1976).

No entanto, o sal e o nitrito geralmente utilizados em presunto
podem apresentar efeito inibitério no crescimento de bactérias Gram-
negativas e tornam mais favoravel ao crescimento de bactérias Gram-
positivas (EGAN, 1983).

Diante ao exposto, os valores obtidos para a aw, o pH e o0 NaCl das
pecas de presunto sdo adequados para o desenvolvimento das bactérias P.
fluorescens e W. viridescens, sendo entdo, utilizados para o estudo de
aumento de vida Gtil de presunto, com a utilizacdo de filmes de acetato de
celulose com carvacrol.

As cinéticas de crescimento da W. viridescens a 8°C em presunto
inoculado com filme de acetato de celulose contendo 0, 5 e 10% de
carvacrol, estdo apresentadas na Figura 5.10.

Cinéticas utilizando o filme de acetato de celulose sem carvacrol
(AC/0) também foram realizadas e ndo apresentaram diferenca no
crescimento da bactéria quando comparado a cinética das amostras sem o
filme (dados experimentais no Anexo 2). O controle apresentado na
Figura 5.10 refere-se as amostras inoculadas sem o uso do filme.
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Figura 5.10. Cinética de crescimento da W. viridescens em presunto a
8 °C, controle (©) e com filmes contendo (a) 5% (experimento 1(A) e
experimento 2 (A)) e (b) 10% (o) de carvacrol. Modelo de Barayi e
Roberts (—) ajustado aos dados experimentais. As barras representam o
desvio padrdo das médias.
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Com a finalidade de determinar que a flora natural do presunto
tenha sido eliminada devido a esterilizacdo da peca, amostras sem a
adicdo do indculo foram incubadas, ndo sendo observado o crescimento
de coldnia, ou seja, a esterilizac¢do inicial do presunto foi efetiva, e a carga
microbiana ao longo da cinética se deve ao inoculo adicionado. Silva
(2015) realizou a cinética de presunto esterilizado e nao inoculado, e ndo
observou crescimento bacteriano ao longo das 384 h de experimento.

Ao analisar a Figura 5.10 (a), é possivel observar que ao utilizar
filme de acetato de celulose contendo 5% de carvacrol (AC/5) o
crescimento da bactéria apresentou grande variabilidade comparando os
experimentos 1 e 2, 0 que ndo ocorreu com o uso de 10% de carvacrol
(AC/10), Figura 5.10 (b). Devido a isso, 0 ajuste do modelo foi realizado
separadamente para cada conjunto de dados experimentais, Experimento
1 (AC/5 —exp 1) e Experimento 2 (AC/5 — exp 2). Vale ressaltar que as
médias apresentadas para o controle e AC/10 foram obtidas nos mesmos
experimentos em que foram obtidos os dados para AC/5, 0 que ndo
justificaria alguma alteracéo ao longo do experimento, tais como inéculo,
temperatura ou demais materiais. Os dados experimentais das cinéticas de
crescimento da W. Viridescens encontram-se no Anexo 3.

Na literatura pode ser encontrado diversos estudos relatando a
variabilidade experimental, avaliando a variacdo dos dados utilizando as
mesmas condi¢des experimentais, no entanto estudos para avaliagcdo da
variabilidade com o uso de filmes antimicrobianos sdo escassos, ou
inexistentes.

Baranyi, Csernus e Beczner (2014) avaliaram o erro da analise na
predicdo de fungo em meio de cultura seletivo, o erro da replicata (dados
obtidos paralelamente) foi de 5%, ja da repeti¢do (anélises realizadas nas
mesmas condicfes, mas em dias diferentes) foi de 17%.

Baranyi e Roberts (1995), ao proporem um modelo matematico
para o crescimento bacteriano, relataram erro padréo de repetibilidade de
aproximadamente 10% da taxa de crescimento estimada em meio de
cultura, enquanto que Augustin et al. (2011) obtiveram erro de 20% em
matriz alimenticia.

Segundo Den Besten et al. (2017), a concentracdo final de
microrganismos no momento do consumo do alimento ird depender de
diversas variabilidades, tais como tempo e temperatura de
armazenamento e caracteristicas do produto. Porém a variabilidade dos
microrganismos também é relevante. Fatores de variabilidade de uma
cepa (estado fisioldgico, da histéria celular, da variabilidade genética e
fenotipica) tem influéncia na cinética microbiana ao longo da cadeia de
producdo de alimentos e desafiam a previsdo precisa do verdadeiro



122

comportamento dos microrganismos. Os autores determinaram que o
aquecimento de cepas acarretou em variabilidade menos significativa da
replicata do que na repeti¢do experimental, e entre as variaveis estudadas,
0 aquecimento foi o principal responsavel pela maior variabilidade na
cinética bacteriana, quando comparado a atividade de dgua e pH.

Sendo assim, a agdo de um antimicrobiano também pode
apresentar um fator importante na variabilidade do crescimento de um
microrganismo, principalmente quando incorporado em uma matriz.
Apesar desse tipo de variabilidade ainda ndo ser estudada, € possivel
encontrar na literatura dados de cinéticas com o uso de filmes
antimicrobianos com grande variacdo da média, como por exemplo o
estudo de Santiago-Silva et al. (2009) com pediocina incorporado em
PEBD para aumento da vida Gtil de presunto, a variacdo foi de cerca de
2,5 log UFC/g, com o uso do antimicrobiano, enquanto que o controle a
variagdo foi menor que 1 log UFC/g. Park, Marsh e Dawson (2010) ao
incorporar quitosana em PEBD também obtiveram variacdo de 2,5 log
UFC/g na cinética bacteriana com o uso do composto ativo, no estudo in
vitro. Para ambos os estudos, a maior variagdo ocorreu na presenca da
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

Uma pequena variagdo na migragdo do carvacrol quando utilizado
uma concentracdo menor, pode ter afetado significativamente a inibic&o
da bactéria. Nas anélises in vitro na fase vapor do carvacrol, o filme
contendo 10% de carvacrol foi letal para as bactérias, enquanto que na
presenca de filme contendo 5% de carvacrol foi observado inibi¢do do
crescimento das col6nias. Apesar da menor concentragdo de carvacrol
apresentar efeito inibitorio sobre a W. viridescens, a maior concentracao
demonstrou maior confiabilidade quando a previsdo de crescimento
microbiano.

A grande variabilidade nos dados obtidos utilizando o filme AC/5
pode estar relacionado ndo apenas com erros experimentais de repeticéo,
mas também a fatores inerentes ao filme, tais como disponibilidade de
carvacrol, principalmente na fase inicial, para agir sobre a bactéria. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para definir os principais
parametros que interferem na analise.

A Tabela 5.6 apresenta os valores dos pardmetros da cinética de
crescimento da W. viridescens em presunto a 8 °C na presenca de filmes
de acetato de celulose incorporado com carvacrol, obtidos mediante ajuste
demonstrado na Figura 5.10. Os indices estatisticos estdo apresentados na
Tabela 5.7, sendo possivel observar o bom desempenho do modelo de
Baranyi e Roberts ao ajustar-se aos dados experimentais, uma vez que 0s
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valores de R2 e fator de exatidao encontram-se proximos de 1. O fator bias
para todos as amostras foram iguais a 1.

Tabela 5. 6. Pardmetros da cinética de crescimento da W. viridescens
obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados
experimentais em presunto a 8 °C na presenca de filme de acetato de
celulose incorporado com carvacrol.

Filme i (h'l) A (h) Ymax
Controle 0,037 12 8,32
AC/5-exp 1 0,020 0 8,08
AC/5—exp 2 0,014 43 7,81
AC/10 0,014 66 7,15

Tabela 5. 7. Dados estatisticos da cinética de crescimento da W.
viridescens obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados
experimentais em presunto a 8 °C na presenca de filme de acetato de
celulose incorporado com carvacrol.

Filme Exatiddo Bias RMSE R?
Controle 1,010 1,000 0,109 0,996
AC/5-exp 1l 1,021 1,000 0,154 0,990
AC/5 —exp 2 1,013 1,000 0,111 0,994
AC/10 1,018 1,000 0,175 0,983

Com o uso de 5% de carvacrol, apesar da grande variabilidade, o
filme apresentou efeito antimicrobiano, com diminuicdo de 46 e 62% da
velocidade de crescimento quando comparado ao controle, para AC/5 —
exp 1 e AC/5 —exp 2, respectivamente.

Com o uso de 10% de carvacrol, a atividade antimicrobiana foi
mais pronunciada, com diminuicdo de 62% da velocidade de crescimento,
fase lag 5,5 vezes menor, e crescimento méaximo de aproximadamente
1 log UFC/g menor, quando comparado ao controle.

As bactérias acido lacticas formam a microbiota de deterioracdo
predominante em carnes embaladas a vacuo ou atmosfera modificada,
causam alteracdes organolépticas, incluindo mudancas visiveis (como o
esverdeamento), odores ruins ou formacdo de limo. As alteracdes
detectaveis nos alimentos carneos sdo resultados da decomposigdo e da
subsequente formacdo de metabolitos causada pelo crescimento e
atividade catabdlica de microrganismos. A W. viridescens é uma das
responsaveis pela producéo de limo em produtos carneos, sao capazes de
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produzir peréxido de hidrogénio e a reacdo entre o perdxido de hidrogénio
e 0s pigmentos da carne resulta na formacéo de coleglobina, que é verde
(EGAN, 1983). Essas alteracdes geralmente ocorrem quando a bactéria
esta préxima a fase estaciondria. A deterioracdo por bactéria acido lactica
€ muito mais lenta e a vida Util de um produto carneo em embalagem
anaerdbia é mais prolongada, em comparacao com a taxa de deterioracao
aerdbica.

Na Figura 5.11 é possivel observar as amostras embaladas das
fatias de presunto no inicio, ap6s 10 dias e no final da incubacdo. Na
presenca dos filmes AC/5 e AC/10, as fatias permaneceram com a
coloragdo rosada ao longo de toda a incubagdo, enquanto que sem a
presenga do composto ativo é possivel observar perda da coloracdo em 10
dias de incubacdo, e ao final a completa alteragéo de coloragéo.

Nair et al. (2015) ao avaliarem a cor de fatias de peito de peru apos
21 dias de incubagdo a 4 °C em embalagem com atmosfera modificada,
observaram aumento da palidez na presenca de carvacrol.

Niveis de contaminacéo iniciais em produtos carneos é na faixa de
10! a 108 UFC/g, e atinge o maximo de 108 UFC/g, em embalagem a
vacuo, e a deterioracdo sensorial devido ao crescimento das bactérias é
detectavel a partir de 10" UFC/g (7 log UFC/g), essa concentragdo é o
critério para determinar a vida Util do produto (BORCH; KANT-
MUERMANS; BLIXT, 1996; SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS,
2000; SLONGO et al., 2009).

O tempo para atingir a vida Gtil foi de 102 h (aproximadamente 4
dias) para o controle, enquanto que com o filme AC/10 foi de 307 h
(aproximadamente 13 dias), cerca de 200% maior que o controle,
atingindo a populagdo méxima de 7,14 log UFC/g em 15 dias, valor muito
préximo ao limite da vida Util. Na presenca do filme AC/5, o tempo para
atingir a vida til foi de 161 h (6,7 dias) e 290 h (12 dias), aumento de 58
e 184%, para 0s experimentos 1 e 2, respectivamente, quando comparado
ao controle.

Em um estudo com a flora natural de presunto da mesma marca
comercial do presente estudo, Menezes et al. (2018) obtiveram a
concentragdo inicial de bactéria acido lactica de 7,45x102 UFC/g. Na
temperatura de 6 °C, o tempo para atingir a vida Gtil foi de 15 dias,
enquanto que a 12 °C, foi de 9 dias. Com a adicdo de 0,4% (mL/100 g) de
6leo essencial de orégano diretamente sobre a fatia de presunto, a 12 °C
0 tempo da vida Gtil passou para 16 dias, aumento de 78%, enquanto que
a 6 °C ndo ultrapassou a contagem de 10% UFC/g.
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Figura 5.11. Amostras embaladas de fatias de presunto ao longo da
incubacdo com W. viridescens a 8°C, (a) controle, filme de acetato de
celulose contendo (b) 5% de carvacrol e () 10% de carvacrol.
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Apo6s o tempo de incubacdo, os filmes foram quantificados quanto
a concentracdo remanescente de carvacrol (Tabela 5.8), os quais
permaneceram com cerca de 75,4 e 72,2% da concentracdo inicial,
correspondendo a aproximadamente 0,09 e 0,21% de carvacrol no
presunto, para AC/5 e AC/10, respectivamente. Estes valores s&o
aproximados, visto que, para evitar manipulagdo dos filmes antes da
inoculacdo, os filmes foram pesados somente apds o ensaio de vida (til,
e a massa pode variar devido ao intumescimento e migragao de carvacrol
ao longo do ensaio.

Tabela 5. 8. Média e desvio padrdo concentragdo de carvacrol
remanescente no filme e no presunto apés o tempo de incubagao.

Concentracao de Concentracdo de carvacrol

Filme carvacrol no filme (%) no presunto (%)
AC/5 - exp 2 75,4142 0,09 + 0,012
AC/10 72,2+23° 0,21 +0,02°

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p < 0,05) no
teste t.
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Ao comparar 0s resultados obtidos no presente estudo aos de
Menezes et al. (2018), o uso do filme contendo carvacrol foi mais
eficiente do que a adicdo direta de 6leo essencial de orégano (rico em
carvacrol), uma vez que ao final do ensaio a concentracdo de
antimicrobiano no presunto foi de 4 e 2 vezes menor (AC/5 e AC/10,
respectivamente) quando comparado ao adicionado sobre o presunto.
Vale salientar que, a flora natural de um alimento o crescimento
bacteriano é mais lento, visto que existe competicdo pelos nutrientes entra
0s microrganismos presentes. O tempo para atingir 7 log UFC/g obtido
por Menezes et al. (2018) foi de 15 dias, e no presente estudo foi de 4
dias, na auséncia do agente antimicrobiano.

Tradicionalmente, os compostos ativos sdo incorporados nas
formulagdes alimentares iniciais. Uma limitacdo deste método tradicional
€ que, uma vez que 0s compostos ativos sdo consumidos em reacdo, a
protecdo cessa e a qualidade dos alimentos se degrada a uma taxa
aumentada. Outra limitacdo € a sua incapacidade de segmentar
seletivamente a superficie do alimento onde a maioria das reacfes de
deterioragdo ocorrem; como resultado, uma quantidade extra de composto
ativo também é adicionada desnecessariamente dentro do produto
alimentar. A embalagem de liberagdo controlada pode superar estas duas
limitagBes por reposi¢do continua de compostos ativos na superficie do
alimento, compensando o consumo ou a degradacdo de compostos ativos,
de modo que uma concentragdo predeterminada de composto ativo seja
mantida no alimento para atingir a vida (til desejada
(MASTROMATTEDO et al., 2010).

Diferente das bactérias acido lacticas, que apresentam um papel
importante em alguns alimentos quando se trata de competicdo com
outros microrganismos e que em niveis abaixo da deterioracéo a presenga
é importante, as demais bactérias apresentam presenca indesejada,
principalmente se tratando de patdgenos. O antimicrobiano deve
apresentar a capacidade ndo s6 de diminuir a velocidade de crescimento,
mas de impedir o crescimento bacteriano, evitando assim surtos
alimentares e deterioracdo acelerada de produtos alimenticios.

Com a finalidade de determinar se os filmes de acetato de celulose
com carvacrol sdo capazes de inibir e diminuir uma populagéo bacteriana
guando embalado a vacuo, foi realizada a cinética da P. fluorescens
partindo de uma concentragéo inicial elevada, 10’ UFC/g. Em aerobiose
a cinética foi realizada partindo de uma concentragdo inicial de
103UFC/g. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.12. Os dados
experimentais das cinéticas de crescimento encontram-se no Anexo 3.
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Figura 5.12. Cinética da P. fluorescens incubada a 8°C no vécuo
(branco) e em areobiose (preto) em presunto com o uso de filmes de
acetato de celulose sem carvacrol (O @) e contendo 5% (A A) e 10% de
carvacrol (mO).
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Os ensaios foram realizados a temperatura de 8 °C durante 15 e
20 dias, para a embalagem a vacuo e em aerobiose, respectivamente.
Independente da atmosfera aplicada a concentracdo de P. fluorescens
permaneceu constante ao longo de toda a incubagdo, tanto na auséncia
como na presenca dos filmes com carvacrol. Entre os principais fatores
gue podem ter influenciado o desenvolvimento da bactéria estdo a falta
de oxigénio, a temperatura baixa e a composicao do presunto. No entanto
mais estudos sdo necessarios para compreender esse resultado e o
metabolismo da P. fluorescens quando exposta a essas condigdes.

Mellefont e Ross (2007) estudaram o efeito de lactato de potassio
em L. monocytogenes em fatias de presunto embalados a vacuo, com
populagdo inicial de 10* e 10° UFC/g, na presenca do antimicrobiano a
bactéria permaneceu estdtica ao longo do experimento, e sem o
antimicrobiano o crescimento foi de apenas 1,5 log UFC/g.

O uso de filmes de PEBD ativo com quitosana foi testado contra
bactérias patdgenas por Park, Marsh e Dawson (2010), partindo da
concentracdo de 107 UFC/mL, filmes contendo 0,3% de quitosana na
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superficie ndo apresentou atividade antimicrobiana, necessitando de teor
3 vezes maior para que a populacédo fosse proxima a zero apds de 48 h de
incubagdo a 37 °C. A agdo antimicrobiana da quitosana envolve a
cobertura de quitosana na superficie da parede celular para bloquear o
suprimento nutricional e alterar a permeabilidade da parede celular. Dessa
forma, quanto maior a concentragcdo bacteriana, maior a quantidade
requerida do antimicrobiano.

Silva-Angulo et al. (2014) estudaram o efeito de concentracdo
subletal carvacrol na cinética de crescimento de L. innocua e L.
monocytogenes em diferentes populac@es iniciais, com uma populacdo
inicial de 10> UFC/mL, foi obtido reducdo de aproximadamente 3 log
UFC/mL, enquanto que com a populacéo inicial de 10 UFC/g a reducéo
foi menor que 1 log UFC/mL. Segundo os autores, em geral, a presenca
de agentes antimicrobianos naturais faz com que o crescimento
microbiano se torne mais lento ou cesse, definir as condi¢Oes limitantes
para o crescimento é importante. No entanto, estudos em matriz
alimenticia com alta populacéo inicial de bactéria para avaliar o efeito de
um antimicrobiano s&o escassos.

Quando se trata de embalagens com atmosfera modificada, a
reducdo parcial de oxigénio em produtos carneos desencadeia alteragdes
importantes em sua flora microbiana e altera seu padréo de deterioracéo.
Em geral, nos produtos cérneos refrigerados, a remogdo do oxigénio
ocasiona na inversdo da flora deteriorante de bactérias Gram-negativas
psicrotréficas (predominantemente pseudomonadas) para bactérias
Gram-positivas  psicrotroficas  (principalmente  4cido  lacticas)
(BLACKBURN, 2006).

Uma abordagem biol6gica de antagonistas microbianos, pode ser
considerada, principalmente em embalagens com atmosfera modificada,
uma vez que, estudos mostraram que a presenca de bactérias acido
lacticas em carne moida e em carne de frango inibiu o crescimento de
espécies de Pseudomonas (RACCACH et al., 1979)

Estudos utilizando carvacrol como antimicrobiano em produtos
carneos demonstraram aumento da vida Util desses produtos testados
grande variedade de microrganismos.

Ravishankar et al. (2012) ao estudarem a atividade antimicrobiana
de carvacrol em filmes comestiveis a base de macé, cenoura e hibisco em
presunto obtiveram reducdo de 3 log UFC/g da L. monocytogenes com
uso de 3% de carvacrol, apés 7 dias de incubagdo a 4°C. A microbiota dos
filés de frango frescos embalados foram analisadas ao longo do
armazenamento por Higueras et al. (2014), e observaram inibicdo de
todos os microrganismos testados, na presenca de vapor de carvacrol



129

migrado de filmes de quitosana/ciclodextrina, sendo a maior reducdo em
fungos e leveduras, de 1,8 log UFC/g. Nair et al. (2015) avaliaram a vida
Gtil de peito de peru tratados por imersao por 30 s em solucgdes salinas
contendo até 2% de carvacrol e embalados em atmosfera modificada, a
eficacia foi comprovada com a reducdo das bactérias estudadas,
Salmonella, Campylobacter jejuni e &cido lacticas, apos 21 dias de
incubacgéo a 4 °C. Lim, Hong e Song (2010) aplicaram em presunto um
filme comestivel de alga incorporado com 1% de carvacrol, e apés 9 dias
de incubagdo a 4 °C, obtiveram diminuicdo de aproximadamente 1 e 2 log
UFC/g dos patégenos E. coli O157:H7 e L. monocytogenes, além de
reduzir significativamente a oxidacao lipidica do presunto.
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5.4. CONCLUSAO

O carvacrol apresentou atividade antimicrobiana contra as
bactérias testadas (P. fluorescens e W. viridescens), apresentando
eficiéncia nas fases liquida e vapor. Na fase vapor, filmes com 10% de
carvacrol (786 pg/mL) foram capazes de inativar as duas bactérias
testadas, essa concentragdo € duas vezes maior de carvacrol para obtengéo
da mesma atividade antimicrobiana quando comparado ao carvacrol livre.

Em fatias de presunto inoculadas a vacuo com W. viridescens o
filme ativo com 10% de carvacrol acarretou no aumento da fase de
laténcia e diminuicdo da velocidade de crescimento e populacdo maxima
final. A P. fluorescens ndo foi capaz de se desenvolver nas condigdes de
incubacéo testadas.

Considerando que em embalagens a vacuo as bactérias acido
lacticas sdo as predominantes e que essas podem agir inibindo o
crescimento das demais espécies de bactéria, o filme ativo de acetato de
celulose com carvacrol foi capaz de preservar a qualidade de presunto.

Além disso, somada as boas caracteristica obtidas dos filmes, e as
caracteristicas inerentes do acetato de celulose (biopolimero e
biodegradavel) e do carvacrol (agente antimicrobiano natural e GRAS), o
filme ativo obtido nesse estudo apresenta grande potencial para uso em
escala industrial.
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CONCLUSAO GERAL

Os filmes de acetato de celulose obtidos com os solventes butanona
e acetona apresentaram caracteristicas distintas devido as diferentes
velocidades de secagem, com butanona apresentaram maior rigidez,
tensdo na ruptura e hidrofilicidade, menor espessura, temperatura de
fusdo e de transicdo vitrea. Independente do solvente, os filmes obtidos
foram transparentes e lisos, adequados para uso em embalagens
alimenticias. A acetona apresentou como vantagem o menor tempo de
secagem, portanto este solvente foi escolhido para continuidade do
trabalho incorporando o carvacrol na solugéo filmogénica.

Os filmes de acetato de celulose com até 10% de carvacrol
permaneceram transparentes, e com caracteristicas semelhantes ao filme
puro. O carvacrol apresentou boa compatibilidade com a matriz
polimérica, permanecendo retido na matriz ap6s evaporagao do solvente,
e guando armazenado por 22 semanas a 50 °C a perda foi de 25%. Em
fluido simulante de alimentos a 8 e 25 °C, todo o carvacrol presente no
filme difundiu para o etanol 95%, com coeficiente de difusdo na ordem
de 1018 m?/s, para a gua destilada a difusdo néo foi completa, atingindo
0 equilibrio com cerca de 75% de carvacrol migrado, e o coeficiente de
difusdo foi na ordem de 10-*> m?/s. Dessa forma, em matriz alimenticia o
carvacrol poderd agir por um periodo prolongado, com migragdo lenta e
manutencdo da concentracdo na superficie do alimento.

O carvacrol apresentou grande potencial para agir inibindo o
crescimento de bactérias deteriorantes de alimentos, sendo a sua acéo
demonstrada contra as bactérias P. fluorescens e W. viridescens em in
vitro e incorporado nos filmes de acetato de celulose, a aplicacdo dos
filmes ativos com até 10% de carvacrol em fatias de presunto embaladas
a vacuo inibiu o crescimento da W. viridescens.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram o grande
potencial de aplicacdo de filmes ativos de acetato de celulose
incorporados com carvacrol para aumento da vida Gtil de alimentos, em
particular o presunto. Podendo contribuir para a diminuicdo do uso de
polimeros oriundos do petréleo, além da diminuicdo do desperdicio de
alimentos e da adi¢do de conservantes quimicos.
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ANEXO 1
Dados experimentais da migragdo

Tabela Al.1. Média e desvio padrdo (dp) dos dados experimentais da
migracao de carvacrol em filmes acondicionados.

Acondicionados a 25 °C Acondicionados a 50 °C
Tempo F_ra(;éo q Tempo F_ragéo dp
(semanas) migrada (semanas) migrada
0 0 0 0 0 0
1 0,051 0,007 0,6 0,065 0,013
2 0,082 0,002 1 0,107 0,010
3,3 0,110 0,038 2 0,130 0,003
4,1 0,136 0,010 4 0,138 0,016
5 0,126 0,024 6 0,216 0,001
6 0,143 0,010 10 0,189 0,013
7 0,143 0,033 12 0,207 0,004
9 0,186 0,010 15 0,198 0,015
12 0,187 0,044 22 0,209 0,011
14 0,208 0,001 - - -
16 0,159 0,059 - - -
20 0,226 0,005 - - -
22 0,202 0,042 - - -
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Tabela Al.2. Média e desvio padrdo (dp) dos dados experimentais da
migracdo de carvacrol em fluido simulante dgua a 8 °C para os filmes
contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.

Tempo (h)  AC/5* dp AC/10* dp
0 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,5 0,0350 0,0049 0,0370 0,0122
1 0,0683 0,0124 0,0697 0,0048
2 0,1158  0,0233  0,0997  0,0249
3 0,1383  0,0221 - -
4
8

0,1811  0,0300 0,1515 0,0341
0,2470  0,0303  0,2140  0,0360

10 0,2810 0,0386  0,2430 0,0418
24 0,3915 0,0482 0,3575  0,0587
34 0,4363 0,0452  0,4054  0,0520
48 0,4803  0,0393 0,4558  0,0590
74 0,5413 0,0528 05039  0,0661
96 0,5741  0,0439 0,5437 0,0729
144 06120 0,0456  0,5732  0,0708
216 0,6474 0,0396 0,6015  0,0607
264 0,6594 00300 0,6116  0,0556
312 0,6673  0,0256  0,6137  0,0548
360 0,6819 0,0277 06401 0,0735

*unidade dos dados conCempo/CONCtotal = (Gearv/Gfiime)tempo/ (Jcarv/Jfilme)total
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Tabela Al.3. Média e desvio padrdo (dp) dos dados experimentais da
migracgdo de carvacrol em fluido simulante agua a 25 °C para os filmes
contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.

Tempo (h)  AC/5* dp AC/10* dp

0 0 0 0 0
0,17 0,0359 0,0061 0,0580  0,0227
0,5 0,0568  0,0322 0,0874  0,0212
1 0,1019 0,0375  0,1495  0,0448
1,5 0,1386  0,0462  0,1947  0,0447
2 0,1672  0,0555  0,2367  0,0535
2,5 0,2324  0,0394 0,2683  0,0418
3 0,2542  0,0375 0,3058  0,0569
4 0,2988 0,0451 0,3294  0,0393
5 0,2732  0,0118  0,4357 -
6 0,3312 0,0084 0,4150  0,0689
9 0,4138 - 0,5289  0,0457
19,5 0,5058  0,0366  0,5817  0,0333
24 0,5473 0,0352 0,6583  0,0489
28 0,5801 0,0360 0,6776  0,0499
45 0,6032 0,0204 0,6954  0,0461
56 0,6449  0,0408 0,7311  0,0353

77,5 0,6682 0,0475 0,7121 0,0668
87,5 0,6378 0,0193 0,6858 0,0220
104 0,6810 0,0330 0,7601 -
135,5 0,6709 0,0188 0,7368 0,0584
152 0,7034 0,0356 0,7478 0,0444
*unidade dos dados conCtempo/CONCtotal = (Qcarv/fitme Jtempol (Jcarv/Gfilme)total
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Tabela Al.4. Média e desvio padrdo (dp) dos dados experimentais da
migracdo de carvacrol em fluido simulante etanol 95% a 8 °C para os
filmes contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.

Tempo (h)  AC/5* dp AC/10* dp
0 0 0 0 0
0,17 0,5330 0,0870  0,4581 -
0,25 0,3825 0,0394 0,3953  0,0108
0,33 0,6894  0,0372  0,6246 -

0,5 0,6642 0,1273 0,6799  0,0588
0,75 0,7400  0,1095 0,7460  0,0598

1 0,7863  0,0798  0,8021  0,0495
15 0,8466  0,0723 0,8583  0,0419

0,8919 0,0648 0,8975 0,0291
0,9210 0,0491 0,9300 0,0262
0,9460 0,0464 0,9630 0,0185
0,9612 0,0474 0,9708 0,0132
0,9674 0,0339 0,9799 0,0107
0,9609 0,0328 0,9752 0,0070
0,9713 0,0233 0,9772 0,0163

10 0,9902 0,0284 0,9854 0,0096
*unidade dos dados conCtempo/CONCtotal = (Qcarv/fitme Jtempo! (Jcarv/Yritme)total

0o N O O WD
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Tabela Al.4. Média e desvio padrdo (dp) dos dados experimentais da
migracdo de carvacrol em fluido simulante etanol 95% a 25 °C para 0s
filmes contendo 5% (AC/5) e 10% (AC/10) de carvacrol.

Tempo (h)  AC/5* dp AC/10* dp

0 0 0 0 0
0,03 0,1722  0,0037 0,2976  0,0672
0,07 0,2950 0,0367 0,4468  0,0607
0,08 0,6148 0,0125 0,6699  0,1045
0,13 05281 0,1039 0,6220  0,0542
0,20 0,6269 0,1076  0,7210  0,0502
0,25 0,8165 0,0251 0,8668  0,0428
0,27 0,7073 0,040 0,7781  0,0519
0,33 0,7558  0,0895 0,8240 0,0344
0,42 0,8410 0,0636 0,8947  0,0488
0,58 0,8868 0,0465 0,9323  0,0420
0,75 0,9235 0,0331 09455  0,0384

1 0,9552  0,0233 0,9703  0,0275
1,25 09750 0,0228 0,9823  0,0234
1,5 0,9849  0,0200 0,9872  0,0210
1,75 09986  0,0152 0,9912  0,0204

2 1,0011  0,0127 0,9933  0,0201
2,5 0,9965 0,0078 0,9949  0,0197

3 1,0042 0,0070 0,9938 0,0173

4 1,0083 0,0145 1,0092  0,0088

*unidade dos dados conCtempo/CONCtotal = (Gearv/Gfiime)tempo/ (Jcarv/Jfilme total
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ANEXO 2

Dados experimentais do controle (sem o filme) e com o filme do
crescimento da W. viridescens no presunto

Tabela A2.1 Dados experimentais da cinética de crescimento da W.
viridescens em presunto a 8 °C inoculada sem filme e sem carvacrol
(Controle) e do filme de acetato de celulose sem carvacrol (AC/0). Em
gue N é UFC/g.

Experimento 1 Experimento 2

Tempo AC/0 Controle AC/0 Controle

(h) (log N) (log N) (log N) (log N)
0 3,24 3,24 3,59 3,59
24 3,99 3,79 3,90 3,61
48 4,48 4,57 4,73 4,21
72 5,53 5,27 5,22 5,44
96 6,74 6,12 5,77 6,19
120 7,48 6,99 7,08 7,19
144 8,12 7,83 8,12 8,25
168 8,62 8,40 8,54 8,07
192 9,24 8,81 8,65 8,72
216 9,18 9,05 8,42 8,68
240 9,02 9,02 8,66 8,68
288 9,28 9,04 8,62 8,75
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Figura A2.1 Cinética de crescimento da W. viridescens em presunto a 8

°C inoculada (A) sem filme e sem carvacrol (Controle) e do (O) filme de
acetato de celulose sem carvacrol (AC/0).
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ANEXO 3

Dados experimentais do crescimento da W. viridescens e da P.

fluorescens no presunto
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Tabela A3.1. Dados experimentais da cinética de crescimento da W.
viridescens em presunto a 8 °C do controle e dos filmes contendo 5%
(AC/5) e 10% de carvacrol. Em que N é UFC/g.

Experimento 1

Experimento 2

Te(rr\:)po AC/5 AC/10 Controle | AC/5 AC/10 Controle
(logN) (logN) (logN) [(logN) (logN) (log N)
0 3,71 3,71 3,71 3,74 3,74 3,74
24 4,38 3,68 4,43 3,79 3,86 4,08
48 4,97 4,09 5,50 4,07 4,11 4,75
72 5,35 4,40 5,93 4,18 4,41 5,65
96 5,52 4,30 6,94 4,45 4,61 -
120 6,32 4,63 7,96 4,66 4,78 7,41
144 6,52 4,74 8,07 5,09 - 7,84
168 7,23 - 8,43 5,61 - 7,99
192 7,37 5,41 8,34 5,79 5,79 8,28
216 8,00 5,76 8,51 6,01 6,61 8,19
240 - - 8,60 - - 8,33
264 8,07 6,57 8,41 6,58 6,61 8,20
288 7,90 6,84 - 6,88 - -
312 8,20 7,03 8,30 7,44 6,84 8,52
336 8,19 7,27 - 7,38 7,51 -
360 - 7,15 - 7,61 6,77 8,24
384 795 7,15 - - ; .
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Tabela A3.2. Dados experimentais da cinética de crescimento da P.
fluorescens em presunto a 8 °C do controle e dos filmes contendo 5%
(AC/5) e 10% de carvacrol. Em que N é UFC/g.

Véacuo Aerobiose

Tempo AC/5 AC/10 Controle| Tempo AC/5 AC/10 Controle

(h)  (logN) (logN) (logN) | (h)  (logN) (logN) (logN)
0 743 743 7,43 0 385 3,85 3,85
44 7,13 7,04 7,10 24 3,98 4,01 4,08
68 7,16 7,20 7,17 48 3,79 3,82 3,92
120 711 7,21 7,44 72 3,82 3,87 3,93
168 7,13 7,11 7,42 120 3,80 3,80 3,83
216 750 7,53 7,30 192 3,97 3,93 3,87
240 749 7,23 7,80 240 4,32 4,05 4,50
360 8,05 8,20 8,21 312 4,13 4,39 4,63
- - - - 384 4,08 4,18 4,11
- - - - 456 441 4,50 4,52




