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RESUMO

A preocupacdo com a conservagdo de alimentos vem crescendo, dessa forma,
estudos e desenvolvimento de novas techologias, que auxiliem nesse processo de
durabilidade e estabilidade dos alimentos, vém sendo realizados, dentre esses, podem ser
citadas as embalagens ativas. Essas embalagens interagem com o alimento prolongando seu
tempo de vida util, dentre os diversos tipos de embalagens tem-se a embalagem ativa
antimicrobiana. Nessa embalagem é adicionado a matriz polimérica um composto que possua
ativos antimicrobianos. Esses aditivos, que podem ser de origem sintética ou natural, migram
do filme para o alimento, inibindo crescimento de micro-organismos que possam causar a
deterioracdo desse alimento. Visando um maior cuidado com a saldde do consumidor, tém-se
substituido os aditivos sintéticos por agentes naturais. Os 6leos essenciais tém sido utilizados
como aditivos naturais em embalagens ativas, visto que possuem uma extensa variedade de
agentes antimicrobianos em sua composicdo. O 06leo essencial de tomilho, tem grande
destaque, por possuir atividade antimicrobiana, conhecida e bastante elevada. Assim, foram
desenvolvidos neste trabalho, biofilmes a base de amido de araruta aditivados com 6leo
essencial de tomilho como promissora aplicagdo como embalagem antimicrobiana. Para o
6leo essencial de tomilho foi avaliada a sua atividade antimicrobiana por meio da andlise de
difusdo em meio sélido, e sua composicdo por meio de Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrémetro de Massas (GC-MS) e por Espectroscopia de Infravermelho (FTIR). Os filmes
formulados foram analisados por meio de Difratometria de Raios-X (DRX), ensaio de tracéo,
analises térmicas, permeabilidade ao vapor de agua e a atividade antimicrobiana in situ do
filme aditivado com 06leo essencial. Por meio de GC-MS, foi observada a presenca dos
compostos ativos, cimeno, carvacrol e timol no 6leo essencial de tomilho. O potencial
antimicrobiano do 6éleo foi estudado por teste de difusdo em meio sdélido, utilizando-se as
bactérias Escherichia coli e Staphylococus aureus, ambas bactérias foram sensiveis ao 6leo
essencial de tomilho, apresentando halos de 50,2mm e 49,7m para E. colie 92,7mm e 79,8
mm para S. aureus. Através de andlises de DRX foi observado que a adicdo de dleo diminuiu
0 grau de cristalinidade em menos de 2% nos filmes poliméricos, variagdo pequena, ja que
filmes de amidos sdo amorfos. Através da analise termogravimétrica (TGA) pode-se observar
gue a adicao de 6leo essencial tornou os filmes mais resistentes a temperatura, sem afetar a
temperatura de degradacao do amido, por meio da calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
a adicao de 6leo nao alterou significativamente a temperatura de fusdo e a entalpia dos filmes
formulados. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi afetada com adicdo do Oleo
essencial apenas para o filme com 5% de 6leo essencial de tomilho. Os filmes aditivados se
tornaram mais flexiveis, o que foi observado por meio do ensaio de tracdo. No teste da
atividade antimicrobiana in situ do filme, esse se mostrou ativo para a bactéria E. coli. Dessa
forma, os filmes formulados apresentam grande potencialidade para serem utilizados como
embalagem ativa antimicrobiana.

Palavras-chave: Embalagem ativa. Amido de araruta. Oleo essencial de tomilho.



ABSTRACT

Concern with food conservation has been growing, thus, studies and development of
new technologies, which help in this process of food durability and stability, have been carried
out, among which, active packaging can be cited. These packages interact with the food
extending its shelf life, among the various types of packaging is the active antimicrobial
packaging. In this package is added to the polymeric matrix a compound that has antimicrobial
actives. These additives, which may be of synthetic or natural origin, migrate from film to food,
inhibiting growth of microorganisms that may cause spoilage of that food. Aiming at greater
attention to consumer health, synthetic additives have been replaced by natural agents.
Essential oils have been used as natural additives in active packaging as they have a wide
variety of antimicrobial agents in their composition. Thyme essential oil is very prominent
because it has known and very high antimicrobial activity. Thus, were developed in this work,
arrowroot starch biofilms added with thyme essential oil as promising application as
antimicrobial packaging. For the thyme essential oil, its antimicrobial activity was evaluated by
solid medium diffusion analysis and its composition by Mass Spectrometer Gas
Chromatography (GC-MS) and Infrared Spectroscopy (FTIR). The formulated films were
analyzed by X-ray Diffraction (XRD), tensile test, thermal analysis, water vapor permeability
and in situ antimicrobial activity of the essential oil additive film. GC-MS showed the presence
of the active compounds cimene, carvacrol and thymol in the thyme essential oil. The
antimicrobial potential of the oil was studied by solid medium diffusion test, using the bacteria
Escherichia coli and Staphylococus aureus, both bacteria were sensitive to thyme essential
oil, presenting halos of 50.2mm and 49.7m for E. coli. and 92.7mm and 79.8mm for S. aureus.
Through XRD analysis it was observed that the addition of oil decreased the degree of
crystallinity by less than 2% in polymeric films, small variation, since starch films are
amorphous. Through thermogravimetric analysis (TGA) it can be observed that the addition of
essential oil made the films more temperature resistant, without affecting the starch
degradation temperature, through the exploratory differential calorimetry (DSC) the oil addition
did not change significantly. the melting temperature and enthalpy of the formulated films.
Water vapor permeability (PVA) was affected with the addition of essential oil only for the 5%
thyme essential oil film. The additive films became more flexible, which was observed through
the tensile test. In the in situ test of antimicrobial activity of the film, it was active for E. coli
bacteria. Thus, the formulated films have great potential to be used as active antimicrobial
packaging.

Keywords: Active packaging. Starch of arrowroot. Thyme essential oil



Figural -
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura9 —
Figura 10 —
Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Lista de Figuras

Funcionamento de Embalagens AtiVas ..........cccevveveeieneeneecieseesie e 16
Tomilno (TAYMUS VUIGAIIS) ...veeeeeieieeiesieeeeeeseere e 21
Estrutura Quimica Timol (a) Carvacrol (b) Cimeno (C) ....ccccceevevververuennns 22
Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b) ........ccccoveevvevenenneee. 24
Plantacdo de Araruta € RIZOMAS ........cccecuereeiienienierieeeeseenie e seesie e seeens 28
Preparo do Filme sob agitacdo em Banho-maria: ..........cccceeeeveevenciencnne 32
Teste de Permeabilidade ao Vapor de Agua............ccccevveeveeeeveeeeeennnn. 36
Equipamento de Ensaio de Tragdo EMIC...........cccoovevevievecciecieeeieiens 38
Armazenamento das amostras de QUEIJO.......cccevveeeereereecieseeseee e 39
Espectro de Infravermelho do Oleo Essencial de Tomilho ..................... 41

Teste de inibicdo microbiana Oleo Essencial de Tomilho. (a e b)
Escherichia coli (c e d) StaphyloCOCCUS QUIeUS.........ccccceevueevereerieeienennns 43
Biofilmes formulados, (a)AP: Biofilme de Amido Puro, (b) AO1: Biofilme
de Amido /1% OET, (c)A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET, (d) A05:
Biofilme de AmIdo /5% de OET ..o 45
Difratograma dos biofilmes de amido AP: Biofilme de Amido Puro, AO1:
Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofiime de Amido / 2,5% OET, AO5:
Biofilme de AMIdo /5% de OET ...t 46
Termograma dos filmes de AP e dos filmes aditivados com 1, 2,5% e 5%
(m/m) de 6leo essencial de tomilho. (a) Curvas de TGA (b) Curvas
derivadas da TGA (DTG). c.eeieieiiereneniesieeeeee st 50
Gréficos de DSC dos Biofilmes Formulados AP: Biofilme de Amido
Puro, AO1: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5%
OET, A05: Biofilme de Amido /5% de OET ......ccccccevevivinininenieieieieen 51
Amostras de Queijo Mucarela analisadas no Teste de Atividade
ANLIMICIODIANEA IN SITU......ciiiiiiieieeeeee e 54

Atividade Antimicrobiana do Biofilme de Amido Aditivado com 5% de


file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967824
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967825
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967826
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967827
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967828
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967830
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967831
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967832
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967833
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967834
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967834
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967835
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967835
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967835
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967837
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967837
file:///C:/Users/Fabiana/Dropbox/Mestrado/Dissertação/Dissertação%20Fabiana.docx%23_Toc14967837

Tabela 1 -
Tabela 2 —
Tabela 3 -
Tabela 4 —
Tabela 5 -

Tabela 6 —
Tabela 7 —
Tabela 8 -

Lista de Tabelas

Proporgdes dos BIOfiMES ..o 32
Composicdo quimica do OET obtida por GC-MS..........cccovevvvvevieeienen. 40
Bandas Vibracionais Caracteristicas do Timol, Carvacrol e Cimeno ....42
Espessura dos Biofilmes Formulados.............cocecvevevinineneniniccieeens 45

Valores de Permeabilidade ao Vapor de Agua dos Biofilmes de Amido

........................................................................................................................... 48
Estagios de Perda de Massa dos FIlMes.........ccccceveveviveceeeeecieiesenns 49
Parametros Térmicos dos BIiOfilmes ........cccecveveieieniiiceceeecceeens 52

Médias dos parametros mecanicos dos filmes de AP aditivados com 6leo

€SSENCial de tOMIINO.. ..t e e e e e e ae e e 53



A0l

A02

A05

AA

AP

ASTM

CSLI

DEN

DRX

DSC

FTIR

GC-MS

ITEP

LPN

OE

OET

PVA

TGA

UFPE

UR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Biofilme de Amido de Araruta + Glicerol + 1% de Oleo Essencial de

Tomilho

Biofilme de Amido de Araruta + Glicerol + 2,5% de Oleo Essencial de

Tomilho

Biofilme de Amido de Araruta + Glicerol + 5% de Oleo Essencial de

Tomilho

Amido de Araruta

Biofilme de Amido de Araruta + Glicerol

American Society for Testing and Materials

Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
Departamento de Energia Nuclear

Difratometria de Raios-X

Calorimetria Diferencial Exploratoria

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas
Instituto de Tecnologia de Pernambuco

Laboratorio de Polimeros e Nanoestruturas

Oleo Essencial

Oleo Essencial de Tomilho

Permeabilidade ao Vapor de Agua

Analise Termogravimétrica

Universidade Federal de Pernambuco

Umidade Relativa



2.1
2.2
221
2.3
2.3.1
2.4
2.5

3.1

3.2
3.2.1
3.3
3.3.1
3.3.11
3.3.1.2
3.3.1.3
3.3.2
3.3.21
3.3.2.2
3.3.2.3
3.3.3
3.3.3.1
3.3.3.2
3.34
3.34.1
3.35

4.1
41.1

4.1.2
4.1.3

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt enasee st 14
FUNDAMENTAGAO TEORICA ...t eeeeveseee e esseeseeseseseee s 16
EMBALAGENS ATIVAS ...ttt st st 16
OLEOS ESSENCIAIS.......ouiiieeireeceseee sttt ess st st ssensnes 18
Oleo Essencial de TOMIINO ......ccocovivevceiieee e, 20
AMIDO ..ttt ettt b e b e b e b e b et et eates 23
Gelatinizacdo e Retrogradagdo do AMIidO.......cccceveieieiiiiiiie e 25
ARARUTA Lttt e st e st e st e e sae e e s bt e sareesaeeennne 27
BIOFILMES DE AMIDO ......ooiiiitiiiiiitesieeeeste ettt sttt 29
MATERIAIS E METODOS........coiitrieeenieeiseeeneesisessssssessessssssessssssessessssssessessssssnes 31
MATERIAIS ...ttt ettt sbe e s be e e beeesbeeeas 31
METODOS ..ottt ettt ss st ae s s ssesnaesenenens 31
Preparacao dos filmes pOlimMEriCOS.......cccooviiiiiiiie e, 31
CARACTERIZACOES ..ot sesas st s s snas s 33
Caracterizacdo do Oleo Essencial de Tomilho ......ccccoeeveveeeeeceeceeeecen 33

Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-MS).33
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)......... 33

Avaliac&o da atividade antimicrobiana pelo método do disco-difusdo em Agar34

Caracterizacdo dos Biofilmes ..., 34
ASPECLOS VISUAIS € ESPESSUIA ...ccuvieieiieiiieiieecieestteesteesteeseteeseteesraeesaeesareesesee e 34
Difratometria de RaIOS-X (DRX) ...cccviiiiiiiiieieeeiie et esee et esee et snne e 34
Permeabilidade ao vapor de Agua (PVA) ... 35
Avaliacao dos parametros térmicos dos biofilmes..........cccovvvinnns 36
Analise TermogravimeétriCa (TGA) ....oo et 36
Calorimetria diferencial exploratoria (DSC) .......cccceveevivevieveeeceee e 37
Avaliacdo dos pardmetros mecanicos dos biofilmes ...........cccocveeieeiis 37
[ ES7= 1o I o [T I =Tt Lo 37
Analise da atividade antimicrobiana do biofilme de amido com 6éleo
essencial de tomMIlNO ... 38
RESULTADOS E DISCUSSAO........ooiieeieeeeeeeseeseeeeseesesessessesessessesessesssesnesnes 39
CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO..........cccevvveeunneeee. 40
Cromatrografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-
1Y SRS 40

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 41
Avaliagcdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho..... 42



4.2
4.2.1
4.2.2
4.3.3
4.4

441
4.4.2
4.5

451
4.6

CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES DE AMIDO........cccoeueeverereereerenieeieeenene 44

Espessura @ ASPECIOS VISURAIS ...uvieiiuiiieiiiiiiee ettt 44
Difratometria de Raios-X (DRX) ....cccoviviiiiiiiii, 46
Permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) ..o 47

AVALIACAO DOS PARAMETROS TERMICOS DOS BIOFILMES DE AMIDO
49

Andlise TermogravimetriCa (TGA) ..ccocvee et 49
Calorimetria diferencial exploratéria (DSC) .....cccceeveeeeeiiiiiiiiieeeceee e, 51
AVALIACAO DOS PARAMETROS MECANICOS DOS FILMES BIOFILMES

DE AMIDO.......o ittt ettt sttt s te st sa s stesse e esessestensenaesaesenseseneas 53
S Y= T o [T = (o= To TSP 53
ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO BIOFILME DE AMIDO .....54
CONSIDERAGCOES FINAIS ..ot enes s, 57
REFERENCIAS ...ttt sttt 59
APENDICE A — CROMATOGRAMA DE GC-MS DO OLEO ESSENCIAL DE

TOMILHO ...ttt ettt sttt et se e s e be st e s eseesessesaneens 69
APENDICE B — ESPECTRO DE MASSA DO CIMENO .......cccooovvevereeererrennn. 70
APENDICE C — ESPECTRO DE MASSA DO TIMOL .....c.ooeveveirireeeererenennnns 71

APENDICE D — ESPECTRO DE MASSAS CARVACROL ......ccocoeeevriereninns 72



14

1 INTRODUCAO

A conservacao dos alimentos se mostra como uma das grandes preocupacgdes
da humanidade ao longo dos tempos, visto que os alimentos devem permanecer
intactos e ausentes de contaminacdo e deterioracdo até o momento em que seja
consumido. Nesse contexto, foram criadas embalagens, que visam proteger o
alimento dos agentes externos, prolongando, assim, a sua vida util (SOUSA et al.,
2012).

Com o passar dos anos, o consumidor tem se mostrado cada vez mais exigente
com a forma que os alimentos sdo conservados, além de preferir produtos mais
proximo do natural. Uma alternativa para essa exigéncia da sociedade e da industria,
surge uma nova forma de condicionamentos de alimentos, as embalagens ativas.
Nesses sistemas, sdo incorporados na embalagem, compostos que possuam um
aditivo que interaja com o alimento, mantendo o produto alimenticio em excelente
condicdbes quando for consumido, apdés um periodo mais prolongado de
armazenamento (CARDOSO; SOUZA; GUIMARAES, 2017).

Os aditivos acrescentados nas embalagens ativas podem ter variadas funcoes,
dentre elas a acdo antimicrobiana, que a principal funcdo € inibir o crescimento de
micro-organismos que podem deteriorar os alimentos, estendendo assim o prazo de
vida util do alimento (SABERI et al., 2017).

Visto que no ramo alimenticio, a preocupacao € garantir que os alimentos sejam
saudaveis, nutritivos, saborosos e ndo cause nenhum dano a satude do consumidor.
Logo, uma boa alternativa é o uso de aditivos de origem natural, como os 6leos
essenciais, pois apresentam 6timo nivel de seguranca alimentar (CALO et al., 2015),
e podem ainda apresentar atividade antimicrobiana e/ou antioxidante (KREPKER et
al., 2017).

No processo de selecdo de agente antimicrobiano, deve-se considerar a
eficacia do mesmo contra os micro-organismos alvo. Dessa forma, dentre os diversos
Oleos essenciais existentes, destaca-se o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris),
gue possui elevado potencial antimicrobiano (CUTILLAS et al., 2018; RYU et al., 2018;
SADEKUZZAMAN et al., 2018).
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Além da escolha do aditivo natural, o tipo de polimero a ser utilizado como
matriz da embalagem é de grande importancia no processo de producdo da
embalagem ativa. Visando um menor impacto ao meio ambiente, a utilizacdo dos
biopolimeros em embalagens ativas tem sido mais amplamente estudada
(GARAVAND et al., 2017). Dentre os biopolimeros mais estudados pode-se destacar
0 amido, que € um polissacarideo, que apresenta custo viavel e possui a capacidade
de formar filmes ou revestimentos incolores e inodoros, além de ser biodegradavel
(JEONG; SHIN, 2018; KIM et al., 2018). O amido pode ser proveniente de gréos,
sementes, raizes ou tubérculos (ALVES; KLOSOSKI; MONTANHINI, 2006).

Dentre a vasta agricultura existente no Brasil, tem-se a araruta, planta nao
convencional para producdo de amido, mas que possui uma alta reserva de amido em
seus rizomas (NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018), que apesar desse fator,

nao é muito estudada para a formulacéo de biofilmes.

Desse modo, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um biofilme
ativo a base de amido aditivado com 0leo essencial de tomilho (OET), que atenda aos
critérios para uma embalagem ativa antimicrobiana no combate a micro-organismos
patdégenos. A avaliacdo da influéncia do 6leo essencial nas propriedades mecanicas
e térmicas dos biofilmes de amido também foi analisada, além do estudo da atividade

antimicrobiana in situ de um dos biofilmes de amidos aditivado com 6leo essencial.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 EMBALAGENS ATIVAS

Pode-se definir embalagem ativa como um sistema que interage com o produto
e 0 seu meio, a fim de prolongar a vida util do produto embalado, mantendo sua
seguranca e qualidade (FANG et al., 2017). As embalagens ativas funcionam da
seguinte forma, elas podem liberar substancias no alimento ou ao redor dele, ou
absorvem e/ou removem substancias que sejam liberadas pelo produto alimenticio (
Figura 1) (FABRA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2016; AHMED et al., 2017).

Figura 1— Funcionamento de Embalagens Ativas
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Removidas pela Ativos Liberados
Embalagem Embalagem pela embalagem
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Fonte: O Autor

Para a producdo de embalagens ativas podem ser utilizados polimeros de
origem petroquimica, biopolimeros ou polimeros biodegradaveis. Dentre esses, 0s
mais utilizados sdo os biopolimeros, como as proteinas, os lipidios, o0s
polissacarideos, e as combinacdes entre eles formando blendas poliméricas (HAN;
YU; WANG, 2018). Para as aplicacbes em embalagens ativas, os biopolimeros
termoplasticos se mostram bastante promissores, pois sdo atoxicos, inodoros,
biodegradaveis, comestiveis, além de apresentarem boa compatibilidade com
compostos antimicrobianos naturais, como o0s O6leos essenciais, por exemplo,
(MOUSAVI; HASHEMI; LIMBO, 2018).
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A funcionalidade das embalagens ativas variam conforme o sistema que é
utilizado (RHIM; PARK; HA, 2013; GHAANI et al., 2016), dentre essas temos: 0s
removedores de Oz e etileno (BOLUMAR et al.,, 2016), reguladores de umidade
(VEJDAN et al., 2016), captadores e emissores de CO2, embalagens antioxidantes
(ROMAN; DECKER; GODDARD, 2016) e antimicrobianas (PAGNO et al., 2015) e

dispositivos para controlar a liberacdo ou adsor¢cao de aromas e odores.

O desenvolvimento e a pesquisa, sobre embalagens ativas, tem se voltado
principalmente para o ramo das embalagens antimicrobianas, devido aos maleficios
causados por alimentos contaminados por micro-organismos (KUREK et al., 2013;
CASTILLO et al., 2017). Essas embalagens podem inibir ou postergar a microbiota ou
as reacbes que ocorrem na superficie dos alimentos, que sdo responsaveis,

normalmente, pela sua deterioracdo (CARVALHO et al., 2017).

Nesse tipo de embalagem ativa antimicrobiana, é incorporado ao polimero um
agente que possua atividade antimicrobiana, e a sua eficacia se da pelo fato desse
agente migrar da matriz polimérica e ser liberado na parte interna da embalagem
(SUNG et al., 2013), apoés essa liberacdo o agente inibe o crescimento de micro-
organismos no alimento (REALINI; MARCQOS, 2014).

Podem ser utilizados diversos agentes antimicrobianos, como os nitritos,
sufitos, antibidticos, porém os aditivos sintéticos causam efeitos colaterais a saude
humana. Por esse motivo, vém se buscando utilizar agentes antimicrobianos de
origem natural, que ndo causem danos ao consumidor, sendo obtido de fontes
vegetais, como cravo, canela, tomilho (MANSO et al., 2014; AHMED et al., 2017; EJAZ
et al., 2018).

Grande parte das plantas, em especial as aromaticas, sdo conhecidas por
possuirem beneficios para a saide humana, devido as suas propriedades biologicas,
como capacidade anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana (COSTA et al., 2015).
Esses aditivos provenientes de fontes vegetais, séo utilizados na forma de extratos,

Oleos essenciais ou vegetais.

Estudos foram realizados por Medina-Jaramillo et al. (2017) utilizaram extratos
de chéa verde e manjericdo em filmes de amido de mandioca. Os autores observaram

uma elevada atvidade antioxidante nos filmes formulados, visto que os filmes



18

apresentaram altos teores de polifendis, que sdo os resposavéis pela atividade
antioxidante, se mostrando capazes para utilizacdo como revestimentos com a fungéo

de retardar a oxidacao em produtos alimenticios.

Adilah et al. (2018) produziram filmes de gelatina de peixe, sendo adicionado
extrato da casca da manga nas concentracdes de 1, 3 e 5%. A adicdo do extrato
proporcionou uma exclente atividade na remocdo de radicais livres, quando

comparados ao filme sem o extrato

Oleos vegetais quando adicionados a filmes, também podem funcionar como
agente antimicrobiano. Abdel; Salama; Sabaa (2018) observaram que o Oleo de
mamona foi incorporado com sucesso, em diferentes concentracdes aos filmes de
alginato de sodio. Nas andlises antimicrobianas realizadas, os filmes né&o
apresentaram efeito inibitorio para as bactérias gram-positivas S. aureus e B. subtilis,
porém apresentou efeito inibitério satisfatorio para bactérias gram-negativas, S. typhi

e E. coli.

O trabalho, realizado por Dong et al. (2018), foi desenvolver uma embalagem
ativa a base de polietileno contendo 6leo essencial de canela e alecrim, os estudos
realizados mostraram que as embalagens, formuladas com 6leos separados e

misturados retardaram o crescimento da bactéria Enterobacteriaceae.

Chen et al. (2018) produziram filmes de poli(alcool vinilico) incorporados com
Oleo essencial de cravo, e foi analisada as atividades antimicrobiana e antioxidante.
Como resultado obteveram filmes com antividade antimicrobiana e antioxidantes
eficazes, inibindo o crescimento bacteriano e a oxidacao lipidica do Trichiurus

haumela.

Altan; Aytac; Uyar, (2018) produziram filmes a base de zeina e poli(acido latico)
(PLA) incorporados com carvacrol por meio de eletrofiagdo. Os filmes produzidos se
mostraram capazes de serem utilizados na preservacao de paes integrais, sendo

assim, considerados filmes aptos para utilizagdo como embalagens ativas.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS
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Os 06leos essenciais (OE) sdo liquidos naturais aromaticos e volateis que
podem ser extraidos de variadas partes de plantas, como das raizes, das flores,

sementes, folhas, cascas, frutos e até da planta inteira (KHORSHIDIAN et al., 2018).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais é integramente relacionada
com os seus constituintes (KHORSHIDIAN et al., 2018). Um 0Oleo essencial possui
componentes que se resumem basicamente a compostos volateis, como
monoterpenos, hidrocarbonetos sesquiterpénicos, seus derivados oxigenados, e
aldeidos alifaticos, ésteres e alcoois (DONSI; FERRARI, 2016).

Em relacdo aos OEs temos alguns compostos antimicrobianos mais ativos, e
esses podem ser separados em quatro grupos, baseados em suas respectivas
estruturas quimicas, que sao os terpenos, terpendides, fenilpropenos e alguns outros,
como por exemplo a alicina e os isotiocionatos (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER,
2012).

Terpenos sdo hidrocarbonetos produzidos através da combinacdo de varias
unidades de isopropeno (CsHs). Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos sao
considerados 0s terpenos principais, mas também podem estar presentes 0s terpenos
de cadeias mais longas como os diterpenos e os triterpenos. O p-Cimeno e o

limoneno, sdo exemplos mais conhecidos de terpenos (MARTINS et al., 2017).

Os terpendides séo considerados o grupo com maior diversidade de produtos
naturais, sendo encontrados em quase todas as formas de vida, essa grande
variedade faz com que possam ser aplicados de variadas formas (BIAN; DENG; LIU,
2017). S&o terpenos que foram modificados bioquimicamente por meio de enzimas
gue podem mover ou remover grupos metila, ao adicionarem oxigénio a molécula
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Exemplos de terpendides temos, o

carvacrol, o timol e o mentol.

Os fenilpropenos compdem uma subfamilia dentre diversos grupos de
compostos organicos, denominados fenilpropandides, que sao sintetizados a partir do
aminoacido fenilalanina presente nas plantas. Os que sdo comumente mais estudados
sdo o eugenol, o isoeugenol, a vanilina, o safrol e o cinamaldeido (HYLDGAARD,;
MYGIND; MEYER, 2012).
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De uma forma geral, os 6leos essenciais S80 ricos em compostos que possuem
alta atividade antimicrobiana, e em geral sdo 0os componentes majoritario dos 6leos
gue mais contribuem para inibir o crescimento dos micro-organismos no alimento
(KORDALI et al., 2008; WALENTOWSKA; FOKSOWICZ-FLACZYK, 2013).

Os Oleos essenciais, quando utilizados em embalagens ativas possuem a
funcdo de minimizar ou até mesmo eliminar a presenca de micro-organismos
patdgenos, responsaveis pela deterioracdo em produtos alimentares (BODINI et al.,
2013), e possui a capacidade de reduzir o fendbmeno da oxidacao lipidica (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2017).

Bonilla et al. (2018) avaliaram o efeito da incorporacédo do Oleo essencial de
eugenol e/ou gengibre em filmes a base de gelatina, de quitosana e das blendas
gelatina/quitosana. A incorporacdo de ambos os 06leos promoveu aos filmes uma
elevada atividade antioxidante, também foi observado que a adicdo de OE néo alterou
significativamente as propriedades de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
formulados, mas trouxe melhora nas propriedades mecanicas, tornando os filmes

mais elasticos.

Foram desenvolvidos filmes de poli(acido latico) (PLA) incorporados com 6leos
essenciais de bergamota, erva-cidreira, alecrim ou cravo por Qin et al. (2017), apo6s
estudos foi percebido que todos os Oleos essenciais utilizados modificaram as
propriedades mecanicas, térmicas e ao vapor de agua dos filmes, os OEs tornaram
os filmes mais elasticos, a adicdo do OE de bergamota aumentou consideravelmente
a permeabilidade do filme. Todos os filmes formulados apresentam inibicdo a E.

coli e B. subtilis.

O estudo apresentado por HAN; YU; WANG, (2018) oleo essencial de canela
foi adicionado aos filmes a base de alginato para a producdo de embalagens ativas
antimicrobianas, sendo observado que a adicdo de OE de canela conferiu uma

elevada capacidade antimicrobiana as embalagens, frente a E. coli e S. aureus.

2.2.1 Oleo Essencial de Tomilho
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O tomilho (Thymus vulgaris) € uma planta pertencente a familia Lamiaceae
originario do mediterraneo (Figura-2). E utilizado desde a antiguidade para fins
medicinais, e, atualmente, também é utilizado como condimento alimentar (GHASEMI;
HASHEMI; GHAHFAROKHI, 2013). As folhas e flores s&o utilizadas para o consumo
como condimento, além de serem usadas no processo de extracao do 6leo essencial
(DONEGA et al., 2014).

A familia Lamiaceae possui 150 géneros, em torno de 2800 espécies,
distribuidas por todo mundo. Entre essas, as espécies que se destacam como a salvia
(Salvia officinalis), o manjericdo (Ocimum basilicum), o orégano (Origanum vulgaris
L.), a manjerona (Origanum majorana L.) e o tomilho (Thymus vulgaris) , entre outras
(ROCHA et al., 2012).

Figura 2 — Tomilho (Thymus vulgaris)
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.

R ;.
TNTR

Fonte: Ghasemi; Hashemi: Ghahfarokhi (2013)

Hu et al. (2018) produziram nano-capsulas com os 06leos essenciais de canela,
tomilho e gengibre utilizando quitosana com parede. Foi analisada a atividade
antimicrobiana para Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, tendo
como resultado uma atividade antimicrobiana prolongada para as trés bactérias, que
se deu devido aos ativos antimicrobianos presentes nos 6leos essenciais, que foram
liberados no meio de forma gradativa.

Sotelo-Boyas et al. (2017) produziram nanoparticulas de quitosana carregadas

com 0Oleo essencial de tomilho, e analisou-se sua atividade antimicrobiana para S.
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aureus, L. monocytogenes, B. cereus, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae e E. coli,
tendo apresentado poder de inibicdo para todas as bactérias analisadas.

Valderrama; Algecira; Albaracin (2016) adicionaram 6leo essencial de tomilho
a filmes de quitosana, afim de analisar o efeito dessa adicdo nas propriedades
colorimétricas dos filmes.

Além desses polimeros, também € encontrado na literatura adicdo de tomilho
do tipo Thymus kotschyanus a filmes a base de amido de milho, ou que contenham o
amido na forma de blendas. Mehdizadeh et al. (2012) elaboraram filmes de amido e
quitosana e adicionou Oleo essencial de tomilho, avaliando sua atividade
antimicrobiana, tendo observado que os filmes apresentaram atividade para L.
monocytogenes, E. coli, S. aureus e S. typhimurium.

O 6leo essencial de tomilho possui mais de 60 compostos, e grande parte deles
possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes para um amplo grupo de
bactérias, Gram-positivas ou Gram-negativas, (PERDONES; CHIRALT; VARGAS,
2016). Os componentes majoritarios do 6leo essencial de tomilho sdo o timol, o
carvacrol e o cimeno. O timol e o carvacrol possuem estruturas quimicas similares,
(Figura-3), e que tem sua atividade antimicrobiana conhecida. J& o cimeno néo possui

grupos funcionais na sua estrutura

Figura 3 — Estrutura Quimica Timol (a) Carvacrol (b) Cimeno (c)
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Fonte: Hyldgaard; Mygind; Meyer (2012)

O timol é composto fendlico monoterpendide, que além da atividade
antimicrobiana, possui atividade anti-inflamatoria e antioxidante (YAO et al., 2018). O
carvacrol também é um fenol monoterpendide, sendo o constituinte marjoritario do

orégano, composto da mesma familia do tomilho, seu poder inibitério sobre o



23

crescimento de micro-organimos é conhecido e amplamente estudado (KUREK et al.,
2013).

A forma de acédo do timol e do carvacrol contra 0s micro-organismos ocorre
através do rompimento da membrana citoplasmatica, que aumenta a permeabilidade
do meio, esse dano causa o vazamento dos componentes intracelulares e
desregulacédo da funcéo celular, ocasionando na morte do micro-organismo (XU et al.,
2008).

Michalska-Sionkowska; Walczak; Sionkowska (2017) avaliaram a a¢ao do timol
em filmes a base de colageno para funcionamento como embalagens ativas, tendo
como resultados filmes ativos para as bactérias S. aureus, E. coli, B. subtilis, E.
aerogenes, C. albicans.

Arrieta et al. (2014) elaboraram filmes de caseinato de sodio e calcio
incorporados com carvacrol, nos filmes produzidos foi observado atividade
antimicrobiana frente a S. aureus e E. coli.

Ramos et al. (2014) avaliaram a liberacdo de carvacrol e timol em filmes de
polipropileno, os resultados do estudo da cinética de migracdo dos OEs no filme
apresentaram uma migragéo lenta em simuladores de alimentos, e ambos aditivos
permaneceram no polimero por um periodo de 15 dias. A atividade antioxidante do
timol foi superior a do carvacrol.

O cimeno é classificado como um monoterpeno e néo possui elevada atividade
antimicrobiana quando utilizado de forma isolada, porém possui a capacidade de
potencializar a atividades de outros compostos, como o carvacrol por exemplo
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). O cimeno tem seu modo de acéo contra
micro-organismos, por meio de uma perturbacdo nas membranas desses micro-
organismos, causando uma expansdo na membrana, afetando o potencial de células

gque estariam intactas.

2.3 AMIDO

O amido é um polissacarideo natural biodegradéavel, faciimente encontrado,
amplamente disponivel e de facil obtencdo (CAZON et al., 2017). Constitui a mais

importante reserva de nutricAo de todos o0s vegetais superiores, encontrado



24

principalmente em sementes, tubérculos, rizomas e bulbos (ALVES; KLOSOSKI,
MONTANHINI, 2006; HEMAMALINI; GIRI DEV, 2018).

O amido é constituido por dois polimeros da glicose, a amilose e a amilopectina
(VILLAS-BOAS; FRANCO, 2016), que possuem estruturas quimicas distintas (Figura-
4). Amilose € um polimero com poucas ramificacdes baseado principalmente em
ligacdes a (1 — 4), que possui seu interior de natureza lipofilica (soltvel em lipideos),
sendo predominante em hidrogénios na sua estrutura quimica, o comprimento de sua

cadeia varia de acordo com a fonte de extragéo do amido.

7

A amilopectina, que é considerada um dos maiores polimeros naturais, €
altamente ramificada sendo baseada em ligagdes a (1 — 4), aproximadamente 95%,
e a (1 — 6) 5%. As proporcdes desses componentes dependem diretamente da

matéria-prima do amido (CORRADINI et al., 2007)

Figura 4 — Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b)
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Pode-se dizer que a cristalinidade do granulo de amido se deve basicamente a
amilopectina (BRIASSOULIS, 2004), embora a amilose, seja linear, ndo € responsavel
pela cristalinidade do amido, isso se deve, provavelmente, pelo fato de se conformar
na forma de hélice, o que dificulta sua associacdo regular com outras cadeias
(CORRADINI et al., 2007).

A estrutura e a forma dos granulos de amido séo inerentes a cada vegetal, e
podem ser visualizadas através dos padrbes de difracdo de raio x, sendo classificado
em trés tipos, A, B e C. O padrdo A possui picos em aproximadamente 15°, 17°, 18°,
20° e 23°. O padrdo B possui em 5°, 15°, 17°, 20°, 22° e 24°. Ja o padrdo C é um
intermediario entre o padréo A e B (WANG; SHARP; COPELAND, 2011).

O tipo A é encontrado geralmente em amidos provenientes de cereais, 0s do
tipo B € observado em amidos vindo de tubérculos, da banana verde e em amidos de
milho que possuem um alto teor de amilose. Os do tipo C s&o encontrados em amidos
vindos de leguminosas e sementes, sendo considerado uma juncgao do tipo A e B
(INSUMOS, 2009).

O processo de formacéo dos biofilmes a base de amido depende diretamente
do seu teor de amilose. Para que esse processo ocorra, € necessario que sua
estrutura de granulos seja destruida, formando uma matriz polimérica homogénea e
amorfa, para isso acontecer se faz o procedimento de gelatinizacdo do amido
(CARLSTEDT et al., 2015).

2.3.1 Gelatinizagéo e Retrogradagcao do Amido

A gelatinizacdo pode ser definida como a associacdo de cadeias poliméricas
através de pontes cruzadas, que origina uma rede tridimensional continua, em que o
liquido é apreendido e imobilizado em seu interior fazendo com que seja formada uma

estrutura rigida e resistente.

Os granulos de amido ndo sdo sollveis em agua fria, formando apenas
suspensfes. Ao agquecer, os granulos podem inchar moderadamente, se a
temperatura for aumentada comecam a surgir alguns poros na superficie desses
granulos e alguns de seus componentes sollveis (principalmente amilose) podem
sofrer dissociacéao e se separar dos granulos do amido (LI et al., 2018). Quando se

chega na temperatura de gelatinizagdo, os granulos comegam a inchar de forma
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rapida e a suspensdo tem sua viscosidade aumentada. Se continuarmos com o0
aguecimento o volume dos granulos chega a um maximo e a viscosidade da
suspensao atinge um maximo. Nas temperaturas mais elevadas o amido tem sua
organizacdo destruida e as regifes cristalinas do meio desaparecem e forma uma
solucdo viscosa caracteristica do processo de gelatinizagdo do amido (PENG;
ZHONGDONG; KENNEDY, 2007).

Apés a gelatinizacdo do amido, essa solugdo viscosa quando resfriado sofre
um processo denominado retrogradacao. Nesse processo as moléculas de amido, ao
ser resfriada, perdem energia e as ligac6es de hidrogénio ficam mais fortes, desse
modo as cadeias comecam a se reassociar em um estado mais ordenado
(DENARDIN; SILVA, 2009).

A retrogradacéo consiste de dois processos, a gelificacdo rapida da amilose
gue foi solubilizada durante o processo de gelatinizacdo e a recristalizacdo da
amilopectina, que ocorre de forma mais lenta (KOHYAMA et al., 2004). A amilose tem
forte tendéncia para se reassociar através da formacgéo de pontes de hidrogénio com
outras moléculas de amilose que estejam adjacentes, formando estruturas cristalinas
de duplas hélices apds um processo de esfriamento. Ja a amilopectina retrograda
numa taxa muito menor e durante um periodo longo de tempo e depende da
concentracédo da amostra (DENARDIN; SILVA, 2009).

A retrogradacdo tem uma probabilidade maior de ocorrer em amidos que
possuam alto teor de amilose, visto que estudos apresentam que o teor de amilose
esta intrinsecamente ligado ao processo de retrogradacédo (QUIROGA, 2015).

Nesse processo pode-se formar uma pelicula filmogénica, devido ao
rompimento da estrutura cristalina do amido, produzindo uma matriz amorfa e
homogénea. No processo de gelatinizacdo pode-se utilizar apenas agua como
solvente, porém o material formado sera muito fragil, dessa forma a utilizacdo de um
plastificante pode ser feita. A adicdo dos plastificantes reduzem as interagdes entre
as moléculas e aumentam a flexibilidade do filme, para utilizar um plastificante é
necessario que conheca a compatibilidade do mesmo com o polimero ou biopolimero
gue sera utilizado, juntamente com o conhecimento da proporcionalidade entre esses
componentes (ROCHA et al., 2014).

No preparo de biofilmes a base de amido, costuma-se utilizar o glicerol como

plastificante hidrofilico, especificamente no caso dos biofilmes de amido, visto que o
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glicerol interage com as cadeias do amido, causando o aumento da cadeia molecular,
e por consequéncia a hidrofilia e a flexibilidade nos biofilmes (REIS et al., 2013). O
glicerol, é produzido a partir da transesterificacdo de gorduras e 6leos vegetais ou
animais, € uma molécula pequena com grupos hidroxila que facilitam essa interacao

com o amido.

Filmes a base de amido podem ser obtidos através do método de casting, nesse
método é realizada a solubilizagdo do amido em um solvente, que para o amido €
agua, formando-se uma solucédo filmogénica, que em seguida € vertida sobre uma
superficie para secagem e evaporacdo do solvente (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010). Nesse método, o que ocorre com os filmes & base de amido é
gue apés a gelatinizacdo dos granulos em excesso de 4gua, a amilose e a
amilopectina se dispersam na solucdo aguosa, e no processo de secagem essas

moléculas se reorganizam, formando a matriz continua que da origem aos filmes.

O Brasil possui uma grande diversidade de fontes de amido, que precisam ser
estudadas, visto que cada tipo de amido possui propriedades fisico-quimicas distintas.
Uma das fontes alternativas de amido é a araruta (Maranta arundicea L.), planta que

produz rizomas em que o amido € armazenado.

2.4 ARARUTA

A araruta (Maranta arundinacea L.) é uma planta indigena, originaria das
regides tropicais da América do Sul. Sua regido de ocorréncia vai desde a Regiao
Sudeste do Brasil até as Guianas (COELHO et al., 2005; PEPE et al., 2016). A araruta
€ considerada uma planta perene rizomatosa (Figura-5), os rizomas sao caules
subterraneos que possuem a capacidade de armazenar nutrientes, além de
acumulares amido para um desenvolvimento de uma nova planta (NEVES; COELHO;
DE ALMEIDA, 2005). A araruta pode chegar a ter um caule articulado de 1,20m de
altura, e a colheita do rizoma pode ser realizada dos 9 aos 12 meses seguidos do

plantio.

Sé&o produzidos no Brasil trés tipos de araruta: comum, creoula e banana,

sendo as duas primeiras as predominantes em cultivo, sendo a variedade comum a
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mais difundida comercialmente. Zarate; Vieira, (2005) relatam em seus estudos uma
comparacao entre a araruta do tipo comum e a do tipo creoula. A araruta comum
produz a fécula de melhor qualidade, tendo seus rizomas de cor clara e recobertos
por escamas. A do tipo ceroula tem seus rizomas na superficie do solo, precisam de
um tratamento especial, tendo que ser lavadas por diversas vezes para que a fécula

produzida ndo tenha baixa qualidade e obtenha cor preta.

Figura 5 — Plantacao de Araruta e Rizomas
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Fonte: Reddy (2015)

Tradicionalmente a araruta é utilizada na forma de polvilho, que é extraido dos
rizomas apos trituracdo, obtendo um material de consisténcia fibrosa que contém
amido, depois esse material € peneirado e lavado para separacao da fibra, e apés
isso é realizada a decantacao para retirada da fécula, que é seca e pode ser utilizada

para confeccéo de biscoitos, bolos, dentre outros (REDDY, 2015).

O amido extraido da araruta possui caracteristicas Unicas, que o tornam de
melhor digestdo, além do fato de ndo conter gluten. O amido de araruta apresenta
temperatura de gelatinizacéo por volta de 75°C, o que pode ser considerado elevado
guando comparado aos amidos de outras fontes, como o de batata doce que tem
temperatura de gelatinizacdo a 61°C e o amido de mandioca a 65°C (HERNANDEZ-
MEDINA et al., 2008). Seu teor de amilose varia entre 16 e 27%, como no estudo de
Wang; Reddy; Xu, 2018 que encontrou 21,25% de teor de amilose para o amido de

araruta.
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2.5 BIOFILMES DE AMIDO

O uso dos polimeros convencionais tem causando um impacto severo ao meio
ambiente, devido a isso, estudos, vém sendo feitos para encontrar materiais
alternativos, que contribuam para a preservacao ambiental. Neste ramo temos 0s
filmes biodegradaveis e os biofilmes (FAZELI; KELEY; BIAZAR, 2018; NOGUEIRA;
FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018). Uma vez que esses polimeros quando descartados de
forma correta tem seu processo de decomposicdo favorecido, diferentemente dos
polimeros convencionais que integram-se mais rapidamente a natureza sem
contaminagao ao meio ambiente (GARAVAND et al., 2017).

Os biofilmes séo filmes produzidos a partir de materiais bioldgicos derivados de
polissacarideos, proteinas, lipidios, seus derivados ou da mistura desses materiais
(GENSKOWSKY et al., 2015). Dentro dos polissacarideos, o amido tem se destacado
por sua alta capacidade de formacdo de matriz continua, baixo custo, por ser
abundante e renovavel (MORENO et al., 2018; NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA,
2018).

Na literatura sdo encontrados trabalhos com amido proveniente de fontes
variadas, como o amido de mandioca, pinhdo, milho, araruta, quinoa (CORRADINI et
al., 2005; LUCHESE et al., 2015; PAGNO et al., 2015; MONTEIRO et al., 2018;
NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018).

Como dito anteriormente, para a producao de biofilmes a partir de amido, se
faz necessario o uso de plastificantes, os mais utilizados sdo o glicerol ou sorbitol, a
fim de que os filmes se tornem mais flexiveis, visto que os filmes apenas com amido
se mostram quebradigos.

Soares et al. (2016) realizaram um estudo sobre a adicdo de dois tipos de
plastificantes, o glicerol e a triacetina, em filmes de amido de milho, como resultado
observou que a adi¢do, de ambos plastificantes, melhorou a permeabilidade ao vapor
de &gua dos filmes.

Nogueira; Fakhouri; Oliveira (2018) produziram filmes a base de amido de
araruta, nesses filmes foi adicionado glicerol, em concentracdes que variavam entre
9,95 — 24,08% (m/m), em relacdo ao amido, e nesses filmes foram analisadas as
propriedades mecanicas e térmicas. Observaram que em relagdo a outros filmes a

base de amido, como os de trigo, milho e batata, o amido de araruta apresentou maior
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resisténcia tracdo. Mostrando que o amido de araruta tem grande potencial para a

aplicacao em biofilmes seja para revestimento ou embalagens.

Com potencialidade de formar filmes para embalagens de alimentos, os
biofilmes de amido podem ser utilizados para desenvolvimento de embalagens ativas.
Sendo importante investigar como ocorrera a liberacdo do aditivo ativo da matriz do
amido no alimento, bem como avaliar as principais caracteristicas do filme com a
presenca do aditivo (BODINI et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes materiais:

e O amido de araruta: adquirido da empresa Araruta da Bahia.
e O glicerol da marca Quimica Moderna.
e O dleo essencial de tomilho branco (OET) da marca Lazlo

Todos os materiais foram utilizados sem nenhum tratamento prévio

3.2 METODOS
3.2.1 Preparacdao dos filmes poliméricos

Todos os filmes foram produzidos pelo método de casting. Para a producao dos
biofilmes foi utilizado amido de araruta (AA), glicerol como plastificante, 6leo essencial

de tomilho e agua destilada.

Foram produzidos filmes de 90 g, sendo estabelecidas as seguintes
proporcdes: 8% de amido de araruta (m/m), 30% de glicerol (m/m) e 1%, 2,5% e 5%
de Oleo essencial de tomilho branco, as concentraces de glicerol e 6leo essencial
foram calculadas em relacdo a massa de amido utilizada, as propor¢cbes foram

escolhidas apés a realizacdo de alguns testes.

Para o preparo das solucdes filmogéncias, foram homogeneizados 0 amido e 0
glicerol em agua destilada. Em seguida foram levados para agitacdo através de um
mixer a 10.000 rpm, aquecidos em banho-maria a 90°C a fim de se obter a temperatura

de gelatinizacdo do amido, durante 10 minutos (Figura 6).



Figura 6 — Preparo do Filme sob agitacdo em Banho-maria:

Fonte: O Autor
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A incorporagdo do OET ocorreu ap0s a gelatinizacdo do amido. Para isso

pesou-se a massa de 6leo a ser utilizada, e a solubilizou em um béquer com cerca de

1mL de &agua, em seguida adicionou-se a solucdo filmogénica e agitou-se por 1

minuto. A Tabela 1 apresenta as massas relativas a cada componente do biofilme,

gue foram nomeados da seguinte forma, amido puro (AP), amido com 1% de OET
(A01), amido com 2,5% de OET (A02) e amido com 5% de OET (A05).

Tabela 1 — Proporg6es dos Biofilmes

Biofime  Amido (g)

AP 7,2
AO01 7,2
A02 7,2
AO5 7,2

Glicerol (g)

2,16
2,16
2,16
2,16

Agua (mL)

80,64
80,64
80,64
80,64

Oleo (g)

0,072
0,180
0,360

AP: Amido Puro, A01: Amido/1% OET, A02: Amido/2,5% OET, A05: Amido/5%

Fonte: O Autor
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A solucéo filmogénica obtida foi vertida em transparéncias de polipropileno
sobre placas de vidro e secadas em estufa de circulacdo de ar, a 40°C durante 3

horas.

3.3 CARACTERIZACOES

3.3.1 Caracterizacdo do Oleo Essencial de Tomilho

3.3.1.1 Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-MS)

A analise cromatogréfica foi realizada na central analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco. Foi realizada em
cromatografo gasoso modelo Trace 1300 e o espectrometro de massas do modelo

ISQ Single Quadrupole, ambos da marca ThermoScientific.

Para a realizacdo desta analise foi utilizada a temperatura de injetor de 220°C,
temperatura do detector 240°C; velocidade linear (46,3 cm/seg), razéo de split de 20
e fluxo total de 36,8mL/min. Além disso, o programa de temperatura utilizado foi
60°C/min, razdo de aquecimento de 6°C/min até 100°C, com razédo de 14°C/min até

240°C, com um tempo de andlise total de 18,10 min.

3.3.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foi realizada a espectroscopia de infravermelho com transforma de fourier para
verificar a presenca de bandas caracteristica de grupos funcionais dos compostos
organicos presentes no 0leo essencial de tomilho. O equipamento utilizado para
realizacao desta técnica foi da marca Jasco, modelo FT/IR-4600 type A, nas seguintes

condicdes: regido do infravermelho na faixa de 4000 a 400 cm?, resolucéo de 4cm™.

Essas analises foram realizadas no Laboratoério de Polimeros e Nanoestruturas
(LPN) do Departamento de Engenharia Nuclear (DEN) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).



34

3.3.1.3 Avaliagcdo da atividade antimicrobiana pelo método do disco-difusdo em
Agar

Para avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho foram
utilizadas as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para os ensaios de
difusdo em meio solido foram utilizados 4 discos de filtro de papel, (2 discos por
bactéria) com 5,2 mm de diametro, que foram previamente esterilizados no
equipamento de autoclave a 121°C durante 15 minutos. ApOs a esterilizacdo, os
discos foram embebidos no dleo essencial de tomilho e colocados em placas de Petri,
que estavam previamente com o meio Agar nutritivo inoculado com 0,1 mL de
suspensdo bacteriana (10“ na escala MacFarland). Posteriormente, a placa foi
incubada durante 48 horas a 30°C. ApoOs o periodo de incubacéo foi realizada a

medida do halo de inibicdo com o auxilio de um micrémetro.

3.3.2 Caracterizacao dos Biofilmes

3.3.2.1 Aspectos Visuais e Espessura

Esta analise tem o intuito de avaliar a aparéncia dos biofilmes formulados. O
filme deve ter uma superficie continua e homogénea, ou seja, sem bolhas ou fissuras
posteriores ao processo de secagem, nem conter particulas insolUveis ou poros

abertos na sua superficie.

A espessura meédia dos biofilmes foi medida com micrébmetro de ponta plana
(MITUTOYO, MODEL 103-137), com faixa de medida de 0,01mm, por meio de 3

medicdes em posicdes aleatdrias em cada amostra de biofiime.

3.3.2.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A analise de Difratometria de Raios-X (DRX) foi realizada no Instituto Federal
de Tecnologia de Pernambuco (ITEP). Os ensaios foram realizados em um

difratbmetro de raios X da marca Rigaku, modelo Ultima, operando com tensao de 40
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kV e corrente de 20 mA, com velocidade do gonibmetro de 2 teta = 2 graus/minuto,

alcance angular de 5° a 50° (E) e com passo de 0,02°.

Foi calculado o grau de cristalinidade dos biofilmes formulados através da
equacao (1):

(1)

Xc x 100%

Ac + Aa
Onde, Xc é o grau de cristalinidade, Ac € a area da regido cristalina e Aa a area

regido amorfa dos biofilmes analisados.

3.3.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de cada biofilme produzido foi
avaliada conforme o procedimento da norma ASTM (E96-95) (ASTM
INTERNATIONAL, 2014) com um gradiente de 75% de Umidade Relativa (UR) a

25°C. A PVA foi medida em triplicata para cada formulagéo de filme produzida.

Para realizacao desta analise o procedimento foi o seguinte: preparou-se uma
solucao de cloreto de sddio (75% de UR) e a adicionou ao dessecador. Em seguida,
foram utilizados 12 frascos de 30ml (3 por amostra) em que se adicionou Cloreto de

Célcio (CaClz) deixando um espago de 1,5 cm entre o filme e o dessecante. Os
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recipientes foram alocados no dessecador e foi efetuado vacuo (Figura 7). Durante 8
dias as amostras foram retiradas e pesadas e um novo vacuo realizado.

Figura 7 — Teste de Permeabilidade ao Vapor de Agua

_ Fonte: O Ator

A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada através da equacéao (2):

PVA = — — 2

Onde Am/At é o peso do ganho de umidade por unidade de tempo (g/s), X é
a espessura média do filme (mm), A é a area da superficie do filme exposta (m?) e AP

€ a diferenca de pressao do vapor de agua entre os dois lados do filme (Pa)

3.3.3 Avaliacdo dos parametros térmicos dos biofilmes

3.3.3.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

Os filmes de amido puro e aditivado com OET nas concentragfes de 1%, 2,5%
e 5% foram analisadas por meio de testes termogravimétricos, afim de avaliar as taxas
de perda de massa. Paratal, foram pesados aproximadamente 20mg de cada amostra
e as mesmas foram introduzidas em uma termobalan¢ca da marca Shimadzu DTG 60H.
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as analises ocorreram em uma faixa de temperatura de 25 — 600°C, utilizando-se uma

taxa de aguecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

3.3.3.2 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

Os parametros térmicos dos biofilmes de amido puro e aditivados com 6leo
essencial de tomilho nas concentragdes de 1% 2,5% e 5% foram avaliados por meio
de calorimetria diferencial exploratéria (DSC), no equipamento da marca Mettler
Toledo, modelo 1 STAR® SYSTEM.

A massa das amostras que variou de 5mg a 8mg, a amostra a ser analisada foi
introduzida em cadinhos de aluminio sob atmosfera de nitrogénio com um fluxo de
50mL/min. A analise térmica foi realizada utilizando uma faixa de temperatura de 25°C
a 200°C.

3.3.4 Avaliagdo dos parametros mecanicos dos biofilmes

3.3.4.1 Ensaio de Tragéo

Para a realizacdo do teste mecéanico de tracdo foi utilizado o equipamento
universal da marca EMIC 500 (Figura 8) seguindo a norma ASTM 882-12 (ASTM
INTERNATIONAL, 2012), na temperatura ambiente e sem controle de umidade,
aderindo os seguintes procedimentos:

¢ Velocidade da garra: 0,8 mm/seg;
e Distancia inicial entre garras: 40 mm;

¢ Dimensao do corpo de prova: 2,5x 7,5 cm.
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Figura 8 — Equipamento de Ensaio de Tracédo EMIC

Fonte: O Autor

Os testes de tracdo foram realizados com os filmes de amido puro e aditivado
com o OET nas concentracfes de 1%, 2,5% e 5%. Utilizou-se um filme de cada
formulacédo, e em cada filme foi obtido 6 corpos de prova. Para esses resultados foi
aplicado o teste estatistico de Duncan, para avaliagdo das mudancas estatisticamente

significativas.

3.3.5 Analise da atividade antimicrobiana do biofilme de amido com 6leo
essencial de tomilho

Para essa analise foi realizado pelo método de atividade antimicrobiana in situ

descrito por Dannenberg et al. (2017).
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Para a analise de atividade antimicrobiana in situ foi utilizado como matriz
alimentar queijo mucarela obtido comercialmente e amostras do biofilme aditivado
com 5% de OET, ambas as amostras tinham 4x4cm de area e espessura de 2,20mm.
As amostras foram inicialmente expostas a luz ultravioleta, para a descontaminacéo
das mesmas durante 15 minutos em ambos os lados. Apds isso, as amostras de queijo
foram contaminadas experimentalmente, em um lado, pela adicdo 0,1mL de
suspensao bacteriana (0,5 na escala MacFarland) de E. coli, em seguida as amostras
de filme foram colocadas sob o lado contaminado, em contato com 0 mesmo em
seguida as amostras foram armazenadas em saco estéril, como € apresentado na

Figura 9, previamente exposto a luz ultravioleta e armazenado a 4°C.

Figura 9 — Armazenamento das amostras de queijo

2

o

Fonte: O Autor

Para a quantificagdo de E. coli foi utilizado o método de contagens de células
viaveis. Para a contagem bacteriana no queijo, a amostra, referente ao dia a ser
analisado, foi lavada com 9mL de solucao peptonada. Dessa lavagem foi retirado 1mL
gue foi utilizado para preparar diluicbes em série de cinco vezes em solucédo peptona
(0,1%). Foi adicionado 1mL de cada suspensédo em placas de 80x15mm, devidamente
enumeradas, e em seguida adicionado o agar nutritivo. O procedimento foi realizado
em duplicata e as placas incubadas a 35°C durante 48 horas durante 12 dias. Sendo

analisadas no primeiro dia (zero), e apos 3, 6, 10 e 12 dias.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO

4.1.1 Cromatrografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-
MS)

A fim de conhecer a composi¢cao quimica do 6leo essencial de tomilho foi
realizado o GC-MS, os principais constituintes estdo apresentados na Tabela 2. O
interesse principal dessa analise foi conhecer as propor¢cdes do Timol, Carvacrol e

Cimeno, que sdo conhecidos por serem constituintes majoritarios do OET.

Tabela 2 — Composicao quimica do OET obtida por GC-MS

Composto (%) Fonte: O Autor
o-Cimeno 52,16%

Através do Timol 28.21% GC-MS
percebemos que o Carvacrol 13,26% cimeno, o timol e
o caravacrol foram Canfeno 2,64% 0s constituintes
principais do OET. a-Terpineol 1,29% Trabalhos  da
literatura também Outros compostos 2,81% apresentam GC-
MS de oOleo essencial de

tomilho tendo como componentes principais 0 cimeno, timol e carvacrol,
respectivamente, (SADEKUZZAMAN et al., 2018), em outros trabalhos vemos esses
mesmos constituintes principais, porém com quantidades que variam das encontradas
nesse trabalho. Como no trabalho realizado por Carvalho et al. (2015) que encontrou
0s seguintes valores: timol (43,19%), cimeno (28,55%), e carvacrol (3,14%). No
estudo apresentado por Gongalves et al. (2017) foram apresentados os valores a
seguir p-cimeno (15,51%), timol (53,57%); e carvacrol (6,93%). Resultados obtidos
por Mahboubi et al. (2017) que foram timol (74,5%), cimeno (7,5%) e carvacrol (3,7%).
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As diferengas nos percentuais dos constituintes de 6leos essenciais do mesmo
tipo sdo decorrentes de fatores genéticos das plantas e/ou fatores ambientais,
referentes ao cultivo da mesma (GONCALVES et al., 2017). Dessa forma, pode-se
constatar que o Oleo essencial de tomilho possui os componentes majoritarios
encontrados na literatura, compostos esses que sao 0s responsaveis pela atividade
antimicrobiana do 6leo, dessa forma antes da producéo dos filmes foi realizado o

estudo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Foi realizada a espectroscopia de infravermelho para identificar bandas
caracteristicas dos compostos presentes no 6leo essencial de tomilho, o espectro

obtido esté apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Espectro de Infravermelho do Oleo Essencial de Tomilho
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Fonte: O Autor

Analisando o espectro apresentado, percebe-se um grande namero de bandas,
gue séo decorrentes dos compostos presentes no 0leo essencial de tomilho, sendo

0S majoritarios o cimeno, o timol e o carvacrol. Referente ao cimeno, observamos
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bandas caracteristicas desse composto, como a banda encontrada em 813 cm™ que
é referente as ligacbes C-H, fora do plano existentes no cimeno, além da banda em
1420 cm que se trata das ligagdes C=C do anel aromatico, a banda em 1381 cm™ é
atribuida ao estiramento simétrico do grupo metil isopropil, sendo apresentado
também uma banda em 1362 cm! referente ao estiramento simétrico desse mesmo

grupo, em 1522 cm tem-se uma banda relativa ao grupo fenil para-substituido.

Referindo-se as bandas referentes ao timol e carvacrol, as mesmas ocorrem
nas mesmas regides visto que séo isdbmeros, as bandas relativas a esses compostos

sdo apresentadas em 1585 cm™ decorrentes de ligacdes C=C.

Além dessas também sdo observadas bandas em 2956 cm, 2924 cm, 2871
cm? essas bandas sdo referentes a estiramentos simétricos e assimétricos de
ligacdes C-H, essas ligagOes estdo presentes tanto no carvacrol, como no cimeno e
no timol. Valderrama; Rojas (2017) realizaram estudos para determinacdo dos
componentes principais do 6leo essencial de tomilho, através de espectroscopia de
infravermelho, os valores obtidos desses estudos sdo apresentados na Tabela 3, que

estdo em concordancia com as bandas vibracionais encontradas nesse trabalho.

Tabela 3 — Bandas Vibracionais Caracteristicas do Timol, Carvacrol e Cimeno

Atribuicéo Bandas no espectro
da banda de infravermelho (cm™)
Cimeno
C-H (estiramento simétrico e assimétrico) 3000 - 2850
C=C do anel aromatico 1500-1400
Grupo metil isopropil (estiramento simétrico) 1381
Grupo metil isopropil (estiramento assimétrico) 1362
Phenyl para-substituido 1055-1019
C-H fora do plano 813

Timol e Carvacrol

C-H (estiramento simétrico e assimétrico) 3000 - 2850
c=C 1600-1585
Grupo metil isopropil (estiramento simétrico) 1381
Grupo metil isopropil (estiramento assimétrico) 1362
Vibracéo do anel aromatico 807, 811

Fonte: Valderrama; Rojas (2017)

4.1.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho
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Decorrido o periodo de incubacdo dos micro-organismos na presenca do 6leo
essencial de tomilho (OET), observou-se que, o OET apresentou inibicdo ao
crescimento microbiano para as duas bactérias estudadas, conforme pode ser
observado na Figura 11. No caso da colbnia da bactéria Escherichia coli o halo de
inibicdo observado foi de 49,7 mm (Figura 11A), para a primeira placa e de 50,2 mm
(Figura 11B) para a segunda, e para a colonia de Staphylococcus aureus os halos de
inibicdo foram de 92,7 mm (Figura 11C) e 79,8 mm (Figura 11D) para as placas 1 e 2,

respectivamente.

Figura 11 — Teste de inibicdo microbiana Oleo Essencial de Tomilho. (a e
b) Escherichia coli (c e d) Staphylococcus aureus

Fonte: O Autor

De acordo com o CLSI (2015) os halos de inibicdo em relacdo a bactérias sao
classificados da seguinte forma: sucessivel, quando o diametro for igual ou maior a
20,0 mm, intermediario para diametros entre 15,0 e 19,0 mm e resistente para
diametros iguais ou inferiores a 14,0 mm.
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Nas bactérias analisadas tivemos, tanto para a E. coli como para o S. aureus,
halos de inibicdo superiores a 20,0mm, dessa forma podemos considerar que ambas
foram extremamente sensiveis ao 6leo essencial de tomilho. Outros estudos também
observaram que o o 6leo essencial de tomilho apresentou atividade antimicrobiana
para S. aureus e E. coli (ROTA et al., 2008; GONCALVES et al., 2013; CARVALHO et
al., 2015; KAVAS; KAVAS; SAYGILI, 2015; ZHANG et al., 2016).

Na literatura também € conhecido o poder de inibicdo do Oleo essencial de
tomilho para outras espécies bacterianas. Ghabraie et al (2016), através do método
de difusdo em &gar, observou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho
para as bactérias L. monocytogenes, S. aureus, E. coli e S.Typhimurium. Além dessas
também foi observado que o 6leo essencial de tomilho apresentou atividade
antimicrobiana para Acinetobacter spp, Enterococcus sp (LYSAKOWSKA; DENYS;
SIENKIEWICZ, 2011; BILENLER et al., 2015)

Através desses dados, podemos observar que o 0leo essencial de tomilho se
mostrou propicio a ser utilizado como agente antimicrobiano para a formulacdo de

biofilmes de embalagens ativas.

4.2 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES DE AMIDO
4.2.1 Espessurae Aspectos Visuais

As espessuras relativas a cada biofilme formulado séo apresentadas na Tabela
4. Percebe-se que a espessura nao apresentou variagao estatisticamente significativa
para os filmes de amido de araruta com adicdo de 1% e 2,5% de OET quando
comparado ao filme de amido puro. A espessura so teve alteracao significativa para a

formulacao do filme com 5% de OET.

Amostra Espessura (mm)
AP 0,1167 + 0,032
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Tabela 4 — AO1 0,1200 + 0,012 Espessura dos
Biofilmes Formulados
A02 0,1300 + 0,012
A05 0,1933 + 0,04°

AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET,
AO05: Biofilme de Amido /5% de OET
Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de
Duncan.
Fonte: O Autor

Os biofilmes produzidos (Figura 12) apresentaram superficie homogénea e sem
rachaduras, em alguns casos pode perceber a formacédo de pequenas bolhas. A
adicdo de OET néao alterou a cor ou a transparéncia dos biofilmes formulados. Os

filmes também foram removidos facilmente da transparéncia de polipropileno.

Figura 12 — Biofilmes formulados, (a)AP: Biofilme de Amido Puro, (b) A01: Biofilme de Amido
/1% OET, (c)A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET, (d) AO5: Biofilme de Amido /5% de OET

Fonte: O Autor
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4.2.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A Figura 13 apresenta os difratogramas dos biofilmes de amido preparados

nesse estudo.

Figura 13 — Difratograma dos biofilmes de amido AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de
Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET, A05: Biofilme de Amido /5% de OET
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Fonte: O Autor

Ao analisar os difratogramas, percebe-se que os biofimes de amido
apresentaram regifes amorfas e uma mistura dos polimorfos A e B. Entre 0s picos
detectados, foram observados picos em 20 = 5,6°, 17,10° e 22,32° indicando uma
mistura dos tipos A e B, sendo o pico em 5,6° caracteristico do amido de araruta, 0s
trés filmes aditivados com OET apresentaram os mesmos padrdes do biofiime de

amido puro.

O grau de cristalinidade de cada filme foi calculado, e os valores encontrados
foram de 7,64% para o de amido puro, 7,07% para o biofiime AOl; 6,84% para o
biofilme A02 e de 6,303% para o biofiime AO05. Sugere-se que a cristalinidade
encontrada nos filmes esteja associada ao processo de retrogradacdo do amido,

conforme relatado por Morales et al. (2015).
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Foi observada uma diminuicdo do grau de cristalinidade dos filmes com a
adicdo de OET, essa diminuicdo torna-se maior conforme aumenta-se o percentual
de 6leo presente no filme. Isso pode ocorrer por conta da formacao de interacbes
intermoleculares entre os componentes do 6leo e do biofilme, que podem néo
favorecer a cristalizacdo do amido (LIU et al.,, 2013). Essas interacbes dos
componentes do 6leo com a matriz polimérica (KECHICHIAN et al., 2010), podem
ocasionar irregularidades na estrutura do filme, adicionalmente outro fator que pode
diminuir a cristalinidade dos filmes € o fato de ocorrerem interagdes intermoleculares
entre os componentes do 6leo e da matriz polimérica que limitam os movimentos da

cadeia, restrigindo o processo de retrogradacao do amido (ZHONG; SONG,; LI, 2011).

Medina et al. (2016) em seu trabalhalho observaram que a adicao de extrato de
erva-mate causou uma diminuicdo na cristalinidade dos filmes de amido de mandioca,
guanto maior a concentracdo de extrato, menor a cristalinidade, os autores atribuiram
iIsso a adicdo do extrato, que impediu a ocorréncia da retrogradagdo completa do
amido, essa diminuicdo também indicaria que o adi¢cdo do extrato aos filmes teve uma

acao plastificante.

No biolfimes de amido de araruta e aditivados com OET formulados em nosso
trabalho, ocorrem interacbes entre os componentes do OET e o filme, os sitios
hidrofilicos presentes no timol e no carvacrol, podem interagir de forma direta com as
hidroxilas presentes no amido, dessa forma as ligacbes de hidrogénio sé&o
enfraquecidas, e como consequéncia tem-se uma distancia maior entre as cadeias
poliméricas, formando poros na matriz do filme (DAVOODI; KAVOOSI; SHAKERI,
2017). A formacéo desses poros faz com que ocorra um aumento das regides amorfas

do filme, diminuindo assim a sua cristalinidade.

4.3.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados do teste de permeabilidade ao vapor de agua séo apresentados

na Tabela 5.
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Tabela 5 — Valores de Permeabilidade ao Vapor de Agua dos Biofilmes de Amido

Biofilme PVA (g.h-1.m-1. Pa-1).10”7 Espessura
AP 2,05+1,61° 0,122
A0l 2,19+1,722 0,132
A02 2,44 £ 2,062 0,142
A05 3,03+1,82° 0,18°

AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofiime de Amido / 2,5% OET,
A05: Biofilme de Amido /5% de OET
Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de
Duncan.
Fonte: O Autor

Analisando os dados obtidos (Tabela 5) percebe-se que a PVA dos filmes a
base de amido aditivados com 1 e 2,5% de OET nao variou significativamente em
relacdo ao filme de amido puro (AP), tendo variado significativamente apenas para o
filme com 5% de OET. A variacdo da permeabilidade ao vapor de agua de filmes a
base de polissacarideos esté diretamente relacionada com a espessura dos filmes
que sao formulados, ao observar as espessuras dos biofilmes estudados, o biofilme
AO05 foi 0 que apresentou maior espessura, € 0 Unico que teve a PVA que variou
significativamente, mostrando coeréncia dos resultados para os filmes aditivados com

a concentracao de 5% de OET.

Mali; Grossmann; Yamashita (2010) relataram que quanto maior for a
espessura dos filmes poliméricos, maior sera a sua PVA. No estudo realizado por
Farias et al. (2012), foram elaborados filmes de amido de mandioca aditivados com
polpa de acerola, quando analisou-se a PVA perceberam que os filmes de maior
espessura foram os que demonstraram maiores valores de PVA, corroborando com
os dados encontrados neste trabalho. Mali et al. (2004) observaram que filmes a base
de amido plastificado com glicerol apresentavam valores PVA que variavam conforme

a espessura, quanto maior a espessura maior a PVA do filme estudado.

A PVA em filmes a partir de polissacarideos, como o amido, € algo complexo,
porque os processos de difusdo sdo dependentes do teor agua presente no meio,
além dos isotermas de sorcdo de agua ndo serem lineares porque ocorre uma
interagdo do amido com as moléculas de agua. Bertuzzi et al. (2007) relata que a
medida que o aumenta a espessura de filme de amido, proporciona uma resisténcia
aumentada a transferéncia de massa através dele, que por consequéncia faz com que

a pressao parcial de vapor de agua no equilibrio aumente na regido interna do filme.
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Analisando a literatura, percebe-se que a adicdo de OET em altas
concentracdes a filmes torna a matriz polimérica menos coesa, por conta da interacao
da cadeia com os compostos presentes no 6leo essencial (PERDONES; CHIRALT;
VARGAS, 2016). Filmes que possuem uma menor cristalinidade apresentam menor
PVA (BRANDELERO; GROSSMANN; YAMASHITA, 2013).

Prestes et al. (2017) realizaram um estudo com filmes de Proteina do soro que
foram aditivados com 6leo essencial de orégano, que também possui carvacrol e timol
na sua composicao. Ao analisar a PVA dos filmes, percebeu que houve um aumento
da permeabilidade nos filmes aditivados com 6leo essencial de tomilho. Os autores
justificaram esse aumento pela desestabilizacdo da matriz polimérica causada pela
adicdo do oleo, e também porque o 6leo pode néo ter se ligado completamente a
cadeia polimérica, causando espacos nos filmes aumentando, assim, a

permeabilidade dos mesmos.

4.4  AVALIACAO DOS PARAMETROS TERMICOS DOS BIOFILMES DE AMIDO

4.4.1 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A decomposicao térmica dos filmes de araruta puro (AP) e aditivados com OET

ocorreu em dois estagios principais. Como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6 — Estagios de Perda de Massa dos Filmes

1° Estagio 2° Estagio
Biofilmes Ton (°C) Toff (°C) Tmax (°C) Ton(°C) Toff (°C) Tméax
AP 45 173 87 215 400 319
A01 68 179 84 254 392 317
A02 68 178 79 248 394 318
A05 36 171 47 241 404 318

AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET,
AO05: Biofilme de Amido /5% de OET
Fonte: O Autor

Na Figura 14 sédo apresentados os termogramas dos biofilmes (AP, A01, A02 e

A05), sendo possivel visualizar os estagios de degradacéo de cada filme.

O primeiro estagio de degradacao dos filmes esta relacionado com a eliminagao

de agua presente em todos biofilmes formulados. As reacdes hidrotérmicas que



50

ocorrem em biofilmes a base de amido ocorrem de formas diferente, por conta da
forma como os granulos de amido e a agua interagem, assim, essas variacoes podem
ocorrer a partir de 30°C e provocando algumas alteragdes estruturais nos filmes
poliméricos. (LIMA et al., 2012).

O segundo estagio de degradacao para o filme de amido puro, é referente ao
processo de evaporacgao do glicerol presente no filme, juntamente com o processo de
degradacédo do amido, que ocorre a partir de 300°C. Nos biofilmes aditivados com
OET, ocorre a evaporacao do Oleo essencial de tomilho, em torno de 74°C, no
segundo estagio de ocorre a evaporacao do glicerol juntamente com a degradacéo do

amido.

Figura 14 — Termograma dos filmes de AP e dos filmes aditivados com 1, 2,5% e 5% (m/m) de 6leo
essencial de tomilho. (a) Curvas de TGA (b) Curvas derivadas da TGA (DTG).
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Fonte: O autor

Em geral filmes a base de amido, comumente, sofrem trés estagios de
degradacdo térmica: o primeiro até 100°C, onde ocorre a evaporacdo da agua
adsorvida ou 4gua que esteja disponivel; o segundo em cerca de 290°C onde ocorre
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a evaporacao do glicerol; e terceiro na faixa de 300°C onde acontece a degradacéo
do amido (GUTIERREZ et al., 2015 e GUTIERREZ et al., 2018).

Voltando a analisar os termogramas (Figura 14), pode-se observar que a adicdo
de 5% de Oleo ao biofilme causou uma diminuicdo na temperatura de degradacéo
inicial, referente a eliminacdo de agua e provavelmente degradacédo de compostos da
composicdo do 6leo. Para o processo referente a degradacgéo do filme que ocorre a
partir do segundo estagio, houve uma estabilizacdo térmica para os filmes com
adicoes de 1 e 2,5% de OET.

4.4.2 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A Figura 15 apresenta o termograma de DSC dos biofilmes formulados (AP,
AO01, AO2 e A05). Nos termogramas foi observado apenas um pico endotérmico por

conta da miscibilidade e da homogeneidade dos biofilmes formulados.

Figura 15 — Gréficos de DSC dos Biofilmes Formulados AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de
Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET, AO5: Biofilme de Amido /5% de OET
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Fonte: O Autor

Os termogramas apresentados na Figura 15 apresentam os picos endotérmicos
dos biofilmes formulados, estas temperaturas estéo relacionadas com o derretimento

da fase cristalina dos filmes que ocorre durante a retrogradacédo do amido, quando o
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valor da temperatura de fusao diminui, indica que ocorreu uma reducdo na mobilidade
das cadeias poliméricas, juntamente com uma diminuicdo do seu volume
livre.(GUTIERREZ et al., 2018).

N&o foi possivel observar a temperatura de transicao vitrea (Tg) dos biofilmes
formulados. Alguns trabalhos na literatura apresentam a T4 de filmes a base de amido
em regides de temperatura negativa, faixa de temperatura que nao pode ser obtida no
equipamento de DSC utilizado para a andlise nesse trabalho. Ciesla; Watzeels;
Rahier, (2014) observaram a T4 de filmes a base de amido com e sem plastificante,
sendo o glicerol o plastificante utilizado para os estudos, encontram o valor de Ty de
-31° C para filmes sem a adi¢cao de glicerol e de -75°C para os filmes com a adi¢éo
desse plastificante.

As temperaturas maximas, considerados os picos endotérmicos dos filmes
formulados sdo apresentadas na Tabela 7, analisando os valores, podemos perceber
gue o biofilme AO5 apresentou a menor temperatura de fusdo que foi de 99,07 °C
enquanto o biofilme apresentou o valor mais elevado, 110,97 °C. Essas temperaturas
maximas na faixa de 100°C estéo relacionadas a evaporacdo de 4gua presente nos
biofiimes (LOPEZ et al., 2014).

Tabela 7 — Parametros Térmicos dos Biofilmes
Biofilme Pico Endotérmico (°C) AH (J g?)

AP 104,39 174,04
AO01 100,65 151,48
A02 110,97 189,67
A05 99,07 183,41

AP: Biofilme de Amido Puro, A01: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET,
AO05: Biofilme de Amido /5% de OET
Fonte: O Autor
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4.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS MECANICOS DOS FILMES BIOFILMES DE
AMIDO

4.5.1 Ensaio de Tracéao

Os ensaios mecanicos dos biofilmes ativos foram realizados para identificar as
influéncias causadas pela adicdo do OET nas propriedades mecanicas dos filmes. Na
realizacdo desse estudo, foi aplicado o teste estatistico de Duncan, parar avaliar as
mudancas significativas (p>0,05) nos parametros mecanicos entre os filmes puros e

com a adicao do oOleo essencial.

Tabela 8 — Médias dos parametros mecanicos dos filmes de AP aditivados com 6leo essencial de

tomilho
Biofilme Tenséao na Forca Deformacao Especifica na Médulo Elastico
Maxima (Mpa) Ruptura (%) (Mpa)
AP 11,530 + 3.352° 29,170 + 2,198 185,50 + 14,9952
A01 3,0235 £ 0,498° 64,633 + 6,602° 24,733 + 16,087°
A02 7,3175+ 1,410° 14,174 +0,583° 160,43 + 48,2632
A05 10,867 + 0,670? 27,033 + 12,4413 200,00 + 41,1167

AP: Biofilme de Amido Puro, AO1: Biofilme de Amido /1% OET, A02: Biofilme de Amido / 2,5% OET,
AO5: Biofilme de Amido /5% de OET
Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de
Duncan.

Fonte: O Autor

Ao observamos a Tabela 8, pode-se perceber que todas as propriedades
estudadas sofreram alteracdes devido a adicdo de OET. Em relacdo a Tens&o na
forca maxima, responsavel pela resisténcia mecanica do filme, pode-se observar que
adicdo de 1 e 2,5 % de OET nos filmes a base de amido, causou uma diminuicao
estatisticamente significativa, tornando os filmes menos resistentes em relacdo ao
filme de amido puro. Entretanto, para os filmes com 5% de amido, essa propriedade

€ estatisticamente igual ao do amido puro.

Em relagdo a Deformacé&o especifica na ruptura, que nos mostra a flexibilidade
e a capacidade de estiramento de um filme polimérico, percebe-se que houve um

aumento significativo para o filme com 1% de OET e uma diminuicdo para as demais
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concentragbes de Oleo. Comportamento semelhante pode ser observado para o
md&dulo de elasticidade, que a adicdo de 1% do OET deixa o filme mais flexiveis e os

outros percentuais, os filmes ficam mais rigidos.

No estudo realizado por Sapper et al (2018) foi observado que adicdes de OET,
em pequenas concentracdes, a filmes a base de amido de mandioca, tornaram o filme
mais flexivel, diminuindo seu médulo de elasticidade, mas, quando sdo adicionadas
concentracbes mais elevadas, o filme tem um aumento na sua rigidez, e
consequentemente, o valor do médulo de elasticidade aumenta. Fator que ocorreu
nos biofilmes produzidos e estudados, em que o filme com 1% de OET apresentou o

menor moédulo de elasticidade, sendo assim o filme mais flexivel.

Foi observado que adicdo de 1% de OET aumentou a deformacao especifica
nos biofilmes estudados, e diminuiu a tens&o na forca maxima. Esses fatos ocorreram
da mesma forma nos estudos apresentados por Talon et al (2017) em relacdo a adicéo

de extrato de tomilho a filmes de amido e a blendas de amido de ervilha/quitosana.

4.6 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO BIOFILME DE AMIDO

As amostras do queijo mucarela em contato com os filmes de amido com OET
foram analisadas nos dias 0, 2, 6, 9 e 12 ap6és a inoculacdo da bactéria E. coli. As

amostras de filmes e do queijo mucarela sdo apresentadas na Figura 16.

Figura 16 — Amostras de Queijo Mucarela analisadas no Teste de Atividade Antimicrobiana in situ

Fonte: O Autor

A Figura 17 apresenta o gréfico referente a andlise antimicrobiana in situ (queijo
mucarela fatiado) do biofilme de amido com 5% de OET, durante o periodo de 13 dias.
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Figura 17 — Atividade Antimicrobiana do Biofilme de Amido Aditivado com 5% de OET
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Fonte: O Autor

Ao observar a Figura 17, percebemos que o filme demonstrou atividade
antimicrobiana desde o primeiro contato do filme com o alimento contaminado com a
bactéria Gram-negativa E. coli. Imediatamente apds acondicionamento do queijo com
o biofilme A05, a contagem do dia 0, mostra uma reducao significativa de 8,17 para
2,07 log UFC/g, nos dias seguintes essa reducdo se manteve, sendo de 2,21 log
UFC/g para o dia 2; 2,41 log UFC/g para o dia 6; 2,06 log UFC/g para o dia 9 e
encerrando com 2,11 log UFC/g para o dia 12.

Através dos dados apresentados nesses resultados, pode-se observar que
houve uma rapida liberacdo do OET, que ocorreu desde o primeiro instante de contato
do alimento com a embalagem. O OET possui compostos que séo apolares, o queijo
mucarela € um alimento que possui cerca de 27,7% de lipideos em sua composicao
(INMETRO, ) e o amido possui regides em sua estrutura que sao lipofilicas, assim

esse ambiente de composi¢do quimica compativel, facilitou o processo de migracdo
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do 6leo presente no interior do filme, ocorrendo uma melhor dispersao do agente

antimicrobiano na superficie do queijo.

Comportamento semelhante a este foi observado por Dannenberg et al. (2017)
gue observaram que filmes de acetato de celulose aditivados com 0Oleo essencial de
pimenta rosa reduziram a quantidade de col6nias para S. aureus e L. monocytogenes
na concentracdo de 2% de 6leo essencial em fatias de queijo mucarela, durante 12

dias de andlise.

A atividade antimicrobiana do OET para E. coli também foi observada por
Kavas; Kavas; Sayagili, (2015), que analisaram a atividade antimicrobiana de filmes a
base de proteina do soro aditivados com 1,5% de Oleo essencial de tomilho ou de
cravo utilizados como revestimentos para queijo do tipo Kashar, durante os 60 dias de
analise, os resultados mostraram que os filmes contendo OET diminuiram

consideravelmente a contagem de colbnias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As conclusdes principais referentes aos estudos realizados sobre os biofilmes
de amido de araruta aditivados com 1, 2,5 e 5% de 6leo essencial de tomilho séo

apresentadas a seguir:

Por meio da Cromatrografia Gasosa aclopada por Espectrometria de Massas
(GC-MS) pode-se encontrar o teor dos componentes principais do 6leo essencial de
tomilho, que apresentou 52,16% de o-cimeno, 28,21% de timol e 13,26% de carvacrol.
Através da Escpectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
possivel comprovar a presenca dos componentes majoritarios (Cimeno, Timol e
carvacrol) através do aparecimento de bandas caracteristicas de cada composto nos

espectros de infravermelho dos biofilmes formulados.

A atividade antimicrobiana por difusdo em meio sélido do 6leo essencial de
tomilho apresentou excelente nivel de inibicdo para as bactérias Escherichia coli, e
Staphylococcus aureus. Desse modo, indicando que o 6leo essencial possui um

elevado potencial para utilizagdo como agente antimicrobiano em embalagens ativas.

A adicao do oleo essencial de tomilho aos filmes de amido diminuiu a taxa de
cristalinidade dos mesmos, fator que pode ser observado através da analise de
difracao de raios-x, essa diminui¢do se da por conta de uma desorganizacao causada
na matriz polimérica, em relacdo as interagdes intermoleculares dos componentes do
Oleos com a cadeia do polimero. Por meio de DRX também puderam ser observados
os picos referentes a filmes de amido, tendo os biofiimes formulados sendo

caracterizados com um polimorfo com uma mistura do tipo A e B.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) sé foi alterada significativamente
com a adicdo de 5% de 6leo essencial, essa adicdo de 6leo foi a Unica, entre os
estudos realizados, que alterou significativamente a espessura do biofilme, que por
consequéncia aumentou a PVA do biofiime de amido, a espessura é um fator

primordial para a PVA em biofilmes a base de polissacarideos.

Por meio das analises termogravimétricas dos biofiimes de amido, foi
observado que a adicao de 6leo essencial de tomilho tornou os filmes mais resistentes
a temperatura e que essa adicdo ndo alterou a temperatura de degradacéo do amido,

gue para todos os biofilmes ocorreu em valores por volta de 310°C. Nas andlises de
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Calorimetria Diferencial exploratoria (DSC) pode-se observar que adi¢cdo do dleo

essencial pouco alterou as temperaturas de fusao dos filmes elaborados.

Por meio do teste estatistico de Duncan, pode-se analisar que apenas os filmes
com adicdo de 1 e 2,5% (m/m) de Oleo essencial alteraram significativamente os
parametros mecanicos dos filmes estudados, o filme aditivado com 1% de Oleo
essencial foi 0 que se mostrou mais flexivel, tendo o menor mdédulo de elasticidade e
o maior valor de deformacao especifica na ruptura. Em relacéo ao biofilme aditivado
com 5% de Oleo essencial percebe-se que suas propriedades mecanicas sao

semelhantes as do biofilme sem a adi¢céo de dleo.

Através da analise de atividade antimicrobiana in situ do biofilme de amido
aditivado com 5% de 6leo essencial de tomilho, foi avaliado que, o filme aditivado
inibiu significativamente o crescimento microbiano da bactéria E. coli nas amostras de
gueijo mucarela, podendo ser observada a migracéo do 6leo essencial de tomilho de
migrar do filme desde o primeiro contato com o alimento, essa rapida migracao

ocorreu por conta da afinidade entre os componentes do 6leo, do filme e do queijo.

Diante das consideracdes exibidas, podem ser realizados estudos futuros, como
por exemplo, a analise antimicrobiana in situ dos filmes aditivados com 6leo essencial
de tomilho, nas concentracdes de 1 e 2,5% e do filme de amido puro, a fim de conhecer
0 processo de migracdo do 6leo essencial presente no filme, em concentracdes
inferiores, e analisar o poder de inibicdo dos mesmos ao crescimento microbiano da

E. coli.
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APENDICE A - CROMATOGRAMA DE GC-MS DO OLEO ESSENCIAL
DE TOMILHO
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APENDICE C — ESPECTRO DE MASSA DO TIMOL
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APENDICE D — ESPECTRO DE MASSAS CARVACROL
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