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RESUMO

Neste trabalho foram produzidos biofilmes a base de amido de araruta utilizando
glicerol como plastificante e agua como solvente; esses filmes foram aditivados com
1%, 3% e 5% de 6leo essencial de canela (OEC) com a finalidade de investigar a agcéao
do 6leo como agente antimicrobiano frente as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. Além disso, avaliou-se a potencialidade do
OEC como agente antioxidante pelo método de eliminacdo do radical DPPH. Esta
pesquisa também teve como objetivo estudar o efeito da concentragdo do OEC nas
propriedades fisicas, Opticas, de barreira e térmicas dos filmes, além de investigar
possiveis interacdes entre a matriz polimérica do amido e o 6leo por meio de analise de
componentes principais (PCA) dos espectros de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Como resultado, a solugdo filmogénica com 5% de
OEC mostrou-se ativa contra as bactérias estudadas, no entanto, apenas a E. coli foi
sensivel. Verificou-se também que o OEC tem potencial antioxidante. Além disso, todos
os filmes apresentaram boa transparéncia. A permeabilidade ao vapor de agua do filme
de amido puro foi significativamente reduzida quando comparada aos filmes aditivados
com 1% e 3% de OEC. Nao houve variagao significativa nos valores de espessura dos
filmes. A andlise termogravimétrica apresentou temperaturas de degradacdo sem
variagao significativa em todas as formulagdes analisadas. A microscopia Optica
mostrou que os filmes de amido puro e aditivados com OEC apresentaram superficies
lisas sem rachaduras, homogéneas e sem porosidades e a PCA dos espectros de FTIR
mostrou uma separagao do filme sem dleo dos filmes aditivados com 6leo. O resultado
da atividade antimicrobiana sugere que o filme de amido de araruta aditivado com 5%
de OEC ¢é o melhor candidato para ser utilizado como embalagem de alimentos ativa

biodegradavel.

Palavras-chave: amido de araruta; embalagem ativa; éleo essencial de canela.



ABSTRACT

In this work biofilms based on arrowroot starch were produced using glycerol as a
plasticizer and water as a solvent; these films were added with 1%, 3% and 5%
cinnamon essential oil (OEC) in order to investigate the action of the oil as an
antimicrobial agent against the bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Enterobacter aerogenes. In addition, the potential of OEC as an antioxidant was
evaluated using the DPPH radical elimination method. This research also aimed to study
the effect of OEC concentration on the physical, optical, barrier and thermal properties of
the films, in addition to investigating possible interactions between the polymeric matrix
of starch and oil by means of principal component analysis (PCA) of Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR). As a result, the filmogenic solution with 5% OEC was
active against the studied bacteria, however, only E. coli was sensitive. It was also found
that OEC has antioxidant potential. In addition, all flms showed good transparency. The
water vapor permeability of the pure starch film was significantly reduced when
compared to films added with 1% and 3% OEC. There was no significant variation in the
film thickness values. The thermogravimetric analysis showed degradation temperatures
without significant variation in all formulations analyzed. Optical microscopy showed that
the pure starch films and OEC additives showed smooth surfaces without cracking,
homogeneous and without porosity and the PCA of the FTIR spectra showed a
separation of the oil-free film from the films added with oil. The result of antimicrobial
activity suggests that arrowroot starch film with 5% OEC is the best candidate to be

used as active biodegradable food packaging.

Keywords: arrowroot starch; active packaging; cinnamon essential oil.
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1 INTRODUGCAO

Estudo apontou que a produgédo e o consumo de embalagens flexiveis cresceram
no Brasil no primeiro trimestre de 2020, em relagao ao ultimo trimestre de 2019 (MANI,
2020).

Essas embalagens possuem uma fungédo importante na industria de alimentos
em virtude das suas multiplas finalidades. Além de conter, conservar e proteger o
produto, mantém a qualidade e seguranga, atuando como barreira a contaminagdes
quimicas, fisicas e bioldgicas que possam colocar em risco a saude do consumidor
(BATTISTI et al., 2017 JORGE, 2013).

Atualmente, os consumidores exigem mais produtos frescos e naturais com alto
valor nutricional. No entanto, em certos alimentos, o prazo de validade pode ser
drasticamente reduzido, se nenhum aditivo quimico for adicionado (DOMINGUEZ et al.,
2018).

Em consequéncia disso, tanto a comunidade cientifica quanto a industria, em
especial a alimenticia, vém trabalhando ha anos no desenvolvimento de novos sistemas
de embalagens que permitem estender o prazo de validade dos produtos. Com isso,
surgiu a inovagao de formular as proprias embalagens com aditivos que interagissem
com o alimento, aumentando seu tempo de prateleira, garantindo a qualidade,
seguranga e pureza dos alimentos. Esses novos involucros, passaram a ser definidos
como embalagens ativas, e muitas se enquadram na categoria de materiais mais
eficientes e sustentaveis (LORENZO et al., 2014).

Dentre as embalagens ativas destaca-se a antioxidante, que consiste na
incorporacdo de substancias antioxidantes em filmes, de onde serdo liberadas para
proteger os alimentos da degradacgao oxidativa, inibindo as reagdes de oxidagao ao
reagirem com radicais livres e peroxidos e, consequentemente, estendendo a sua vida
de prateleira (TOVAR et al., 2005; VERMEIREN et al., 1999), e a embalagem
antimicrobiana que é um tipo promissor de embalagem ativa que apresenta substancia
antimicrobiana aditivada e, ou imobilizada no material da embalagem e é capaz de

eliminar ou inibir micro-organismos deterioradores e, ou patogénicos (HAN, 2003).
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Quando esses aditivos, para desenvolver as embalagens ativas, sao produtos
naturais, despertam ainda mais o interesse pela producdo e uso sustentavel desse
material no mercado (FANG et al., 2017).

Portanto, o uso de déleos essenciais e extratos vegetais tornou-se o principal
substituto dos aditivos sintéticos (LORENZO et al., 2014). Entretanto, o uso de 6leos
essenciais e extratos vegetais tem caracteristicas a serem investigadas, uma vez que a
maioria pode modificar as propriedades organolépticas dos alimentos (SHEN;
KAMDEM, 2015).

Recentemente, uma série de novas tecnologias e materiais de embalagem foi
desenvolvida, além de embalagens ativas, ha as embalagens inteligentes,
revestimentos/filmes comestiveis, embalagens biodegradaveis e aplicacédo de
nanotecnologia em embalagens de alimentos, conforme descrito em alguns trabalhos
bastante abrangentes (GHAANI et al., 2016; KHANEGHAH et al., 2018; MAISANABA et
al., 2016).

Essas tecnologias e esses materiais tém o potencial de garantir a qualidade e a
seguranga dos alimentos, prolongam a vida util, reduzem o impacto ambiental e
aumentam a atratividade do produto embalado para varejistas e consumidores
(REALINI; MARCOS, 2014).

E notério que a maioria das embalagens para alimentos é produzida por
materiais plasticos, devido as suas caracteristicas de flexibilidade, leveza, baixo custo,
variedade, etc. No entanto, a maioria dos plasticos ou polimeros é de origem
petroquimica e o aumento do seu consumo resulta em problemas socioeconémicos,
como a escassez e 0 aumento do prego do petréleo, e ambientais, como a geragéo e
acumulo de residuos sdlidos, que podem levar dezenas ou centenas de anos para se
decompor na natureza. Para amenizar tais impactos, propdéem-se desenvolver filmes de
biopolimeros provenientes de fontes renovaveis e que podem ser também
biodegradaveis (SHEN; KAMDEM, 2015).

Existem diversos polimeros biodegradaveis conhecidos pela comunidade
cientifica, sendo o amido um polimero bastante promissor no desenvolvimento de

embalagens, pois 0 mesmo é facilmente encontrado, de facil manipulagdo e ja é usado
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industrialmente na produgdo de embalagens alimentares (SARTORI; MENEGALLI,
2016). A aplicagdo do amido na preparagao de filmes se baseia nas propriedades
quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e filmes (SHIMAZU et al.,
2007). E o amido proveniente de rizomas, como o amido de araruta, tem um alto teor de
amilose; esse amido pode ser extraido de tubérculos, raizes e bulbos da planta (ALVES
et al., 2015).

Pelo que foi mencionado, para a embalagem obter atividade antioxidante e
antimicrobiana, pode-se fazer uso de O6leo essencial e/ou extrato vegetal. Nesse
contexto, o 6leo essencial de canela (OEC) torna-se bastante promissor, pois apresenta
atividade antioxidante e antimicrobiana (FASIHI et al., 2019; JU et al., 2018; RIBEIRO-
SANTOS et al., 2017; VALIZADEH et al., 2019; WU et al., 2017).

Diante do exposto, o objetivo principal deste estudo foi desenvolver filme ativo
biodegradavel de amido de araruta incorporado com Oleo essencial de canela pelo
método solution casting, que atenda aos requisitos de filme ativo frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes e determinar a
potencialidade da atividade antioxidante do d6leo, avaliando propriedades de interesse

para aplicagdo em embalagens.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Neste capitulo apresentaremos uma fundamentagcdo sobre os topicos: as
embalagens de alimentos ativas e biodegradaveis; o amido de araruta e suas
caracteristicas e o0s Oleos essenciais e suas propriedades como agentes

antimicrobianos.

2.1 EMBALAGEM DE ALIMENTOS

As embalagens sdo consideradas um negocio extremamente lucrativo, pois o
mercado das embalagens representa, em média, 2,0% do PIB (Produto Interno Bruto)
de cada pais. No Brasil, segundo dados do estudo macroeconémico da industria
brasileira realizado pelo Euromonitor para ABRE (Associagdao Brasileira de
Embalagem), o setor de embalagens movimentou em 2018, cerca de R$ 75 bilhdes,
representando uma participagdo de 1,1% no PIB nacional, sendo a industria de

alimentos a maior usuaria de embalagens (ABRE, 2019).

Estudo realizado pela Maxiquim para a Associagao Brasileira da Industria de
Embalagens Plasticas Flexiveis (Abief) apontou que a produgdo de embalagens
flexiveis cresceu aproximadamente 1,6% no Brasil no primeiro trimestre de 2020, em
relacdo ao ultimo trimestre de 2019, chegando a 487 mil toneladas. Ja o consumo
aparente desse tipo de embalagens apresentou alta de 1,3% no periodo, atingindo 474
mil toneladas. (MANI, 2020).

Ainda segundo Mani (2020), no periodo de pandemia, o plastico obteve grande
importancia, sendo reconhecido como um material nobre e indispensavel no cotidiano
das pessoas. Além disso, verificou-se que o sistema econémico da sociedade
contemporanea esta ligado diretamente ao mercado das embalagens, ndo sendo
possivel imaginar o mundo sem esse tipo de acondicionamento. Logo, as embalagens
sdo parte integrante e essencial no atual sistema econémico da sociedade, por exercer
uma fungao importante na industria alimenticia gragas as suas multiplas aplicagdes.

Sabe-se, por exemplo, que as embalagens fornecem aos produtos protegdes contra
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choques mecanicos, vibracbes e compressbes que ocorrem durante o transporte,
distribuicdo e manejo. Além disso, mantém a propriedade e a seguranga dos produtos,

prolongando sua vida util e minimizando as perdas por deterioragdo (JORGE, 2013).

Nos ultimos anos, a industria alimenticia vem passando por constantes
mudangas para se adequar as crescentes exigéncias dos consumidores. A demanda
por produtos minimamente processados, sensorialmente parecidos aos alimentos in
natura, tem imposto novos requerimentos as embalagens, que além de garantir uma
vida-de-prateleira adequada aos alimentos, devem assegurar a absorgao de compostos
que favorecem a deterioracao, a liberagdo de compostos que aumentam a validade do
alimento e o monitoramento da vida-de-prateleira (HOTCHKISS, 1995). Nesse cenario,
as embalagens ativas e biodegradaveis adquiriram espagos no mercado de

embalagem.

2.1.1 Embalagem ativa

As embalagens ativas s&o aquelas que por meio de incorporagao de aditivos
interagem de maneira intencional com o alimento, visando melhorar algumas de suas
caracteristicas (SOARES, 1998). De maneira geral, essas embalagens vém sendo
utilizadas para aumentar a vida de prateleira, melhorar as caracteristicas sensoriais,
evitar as deterioragdes quimica e microbiolégica e garantir a seguranga dos alimentos,

inibindo o crescimento de micro-organismos patogénicos (VERMEIREN et al., 2002).

O impressionante interesse nas embalagens ativas ¢é impulsionado
principalmente pela crescente populacado e pelo aumento simultdneo da demanda por
alimentos cada vez mais saudaveis e seguros, além da necessidade de produtos

praticos e convenientes (YILDIRIM et al., 2018).

Em consequéncia as mudangas na demanda atual do consumidor e tendéncias
de mercado, a area de embalagem ativa esta se tornando cada vez mais significativa.
Ao contrario das embalagens tradicionais (embalagens inertes), as embalagens ativas

sao desenvolvidas para interagir com o alimento, pois essas embalagens contém
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aditivos incorporados ao seu sistema com o objetivo de manter ou estender a qualidade
do produto e o prazo de validade. Os sistemas de embalagem ativos incluem atividades
antimicrobianas e antioxidantes (BATISTTI et al., 2017), sequestradores de oxigénio e
absorvedores de vapores organicos, absorvedores de umidade, emissores de gases e
outros, conforme Figura 1 (AHMED et al., 2017; GOMEZ-ESTACA et al., 2014;
SARANTOPOULOS; COFCEWICZ, 2016).

Figura 1 - Sistemas de embalagem ativa aplicados a alimentos pereciveis.
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Fonte: Adaptado de SARANTOPOULOS; COFCEWICZ (2016, p. 1)

Os agentes antimicrobianos sdo um dos componentes ativos mais estudados,
uma vez que o crescimento de micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes é a
principal causa de degradacdo dos alimentos. Exemplos desses micro-organismos
incluem Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas, Klebsiella,
Lactobacillus spp., Rhizopus, Aspergillus e Torulopsis, Candida (AHMED et al., 2017;
OTONI et al., 2016). Nesse tipo de embalagem ativa, o agente antimicrobiano aditivado

ao polimero tem a fungéo de inibir o crescimento de micro-organismos no alimento, a
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fim de estender o prazo de validade do produto e tornar mais seguro 0 seu consumo
(REALINI; MARCOS, 2014).

Os agentes incorporados as embalagens podem ser de origens sintéticas, como
os antibidticos, nitritos, sulfitos e de origens naturais, como os 6leos essenciais ou
vegetais e extratos vegetais. Como os aditivos sintéticos podem causar efeitos
colaterais significativos a saude humana, vém se buscando utilizar agentes
antimicrobianos de origem natural, que ndo comprometam a saude do consumidor,
como exemplo, tem-se o 6leo essencial de canela (AHMED et al., 2017; EJAZ et al.,
2018).

Os oleos essenciais (OE) e extratos vegetais ricos em compostos aromaticas sé&o
de grande relevancia no estudo de agentes ativos, pois esses compostos sao
conhecidos por possuirem propriedades benéficas para a saude humana, devido as
suas atividades biolégicas, como capacidade antitumoral, Alzheimer, anti-inflamatéria,
antioxidante e antimicrobiana (DANNENBERG et al.,, 2017; DURAK; GAWLIK-DZIK;
PECIO, 2014; FRYDMAN-MAROM et al., 2011; HO et al., 2013; KWON et al., 2009).

Segundo Thanakkasaranee et al. (2020), o éxido de calcio (CaO) derivado de
corais via calcinagao de carbonato de calcio (CaCOs) e hidréxido de calcio (Ca(OH)2)
pode atuar como agente antimicrobiano natural em sistemas de embalagens ativas,
podendo prolongar a vida util de alimentos pereciveis. Thanakkasaranee et al. (2020)
estudaram o desenvolvimento de embalagens ativas com o objetivo de prolongar a vida
util de leite pasteurizado armazenado sob temperatura entre 4 e 20°C. Nesse estudo,
polietileno linear de baixa densidade (LLDPE) e corais calcinados (CORALS) foram
fundidos em filmes de nailon 6 (NY) com o intuito de obter filmes (NY/LL-CORALS) com
propriedades antimicrobianas. Com isso, foi avaliado o efeito de diferentes
composicdes de corais calcinados, a fim de verificar a atividade antimicrobiana e as
propriedades térmicas e fisicas dos filmes. Os autores verificaram que os filmes
apresentaram excelentes atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli, em
concentragdes de 1% e 2% de corais calcinados. Além disso, os filmes de NY/LL-
CORALS apresentaram permeabilidade ao vapor de agua, permeabilidade ao oxigénio

e estabilidade térmica satisfatérias e que essas propriedades ndo variaram
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significativamente com as diferentes concentragdes de corais calcinados. Logo, o
estudo provou que os corais calcinados, como compostos naturais, poderiam ser
viaveis para aplicagdes emergentes em embalagens ativas para prolongar a vida util de

alimentos pereciveis.

Em estudo com 6leo essencial de tomilho, Quesada et at. (2016) propuseram um
sistema de embalagem ativa para a extens&do do prazo de validade da carne de porco
cozida e fatiada, pronta para consumo durante o armazenamento refrigerado. A
embalagem incluia uma superficie interna revestida com um filme de quitosana com OE
de tomilho (0%, 0,5%, 1% e 2%) e nao estava em contato direto com a carne para evitar
modificagbes nas propriedades organolépticas. Os autores relataram que as
populagdes de leveduras foram afetadas pela presengca de OE de tomilho e a contagem
de leveduras diminuiu em funcdo da dose de OE no filme, especialmente durante os

primeiros 21 dias de armazenamento.

Dannenberg et al. (2017) estudaram o filme de acetato de celulose aditivado com
OE de pimenta rosa. Avaliaram a acdo do OE por difusdo em meio sélido (agar),
dispersdo em meio liquido (caldo), volatilizagdo (micro-atmosfera) e in situ (queijo
mucarela fatiado) contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli e Salmonella typhimurium. As concentracdes de 2, 4 e 6% de OE adicionado aos
filmes os tornaram ativos contra L. monocytogenes e S. aureus em todos os meios
avaliados. Escherichia coli foi sensivel em meio liquido, micro-atmosfera e in situ,
enquanto S. typhimurium mostrou sensibilidade aos filmes em meio liquido e in situ.
Além disso, os testes in situ demonstraram que a afinidade entre moléculas nao polares
do OE e os componentes lipidicos do queijo permitem que o OE migre do polimero para
o alimento, indicando caracteristicas favoraveis ao seu uso como embalagem ativa, por

contato direto.

Otoni et al. (2014) desenvolveram filmes comestiveis compostos de pectina e
mamao incorporado com nanoemulsdo de 6leo essencial de canela (OEC). Os autores
mostraram que os filmes inibiram o crescimento das bactérias patégenas Escherichia

coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus e
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verificaram também que a reducdo do tamanho das particulas da nanoemulséo

notoriamente potencializou a atividade inibitoria dos filmes.

Dong et al. (2018) desenvolveram filmes de estrutura de bicamada composto por
polietileno de baixa densidade (LDPE) incorporado com Oleo essencial de alecrim
(OEA) e oleo essencial de canela (OEC) na camada interna com diferentes
composi¢cdes usando o meétodo de extrusdo de filme soprado. Os filmes foram
desenvolvidos com a intengao de preservar o camarao branco do Pacifico. Verificaram
que os filmes ativos a base de LDPE retardaram efetivamente o crescimento da
contagem total viavel de Enterobacteriaceae, de bactérias psicrotréficas e de bactérias
que produzem o H2S. Observaram também que os filmes ativos incorporados ao OEC
exibiram efeitos antimicrobianos mais fortes contra as bactérias Enterobacteriaceae e
produtoras de H2S, em comparagdo com os filmes contendo OEA. Além disso,
verificaram que a mistura de 1% m/m de OEA + 1% m/m do OEC mostrou os maiores
efeitos antimicrobianos. Em virtude da existéncia do efeito sinérgico, os filmes baseados
em LDPE de estruturas de bicamada mostraram potencial para melhorar os parametros
de qualidade do camardo branco do Pacifico, além de seu efeito substancial na

extensdo da vida util (até 4 dias) sob condicao de vacuo a 4°C.

Apos compreensdo da importdncia das embalagens ativas em relacédo a
preservagao e seguranga alimentar, é de fundamental relevancia estudar também, o
conceito de embalagem biodegradavel, uma vez que esse tipo de embalagem reduz,
significativamente, os impactos ambientais provocados pelas embalagens nao

biodegradaveis.

2.1.2 Embalagem biodegradavel

Os filmes plasticos convencionais como o polietileno (PE) e polipropileno (PP),
que séo polimeros sintéticos derivados do petréleo, além dos poli(tereftalato de etileno)
(PET), entre outros, sdo comumente utilizados para produgcdo de embalagens

alimenticias. Estes vém causando um sério problema ambiental apds seus descartes,
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devido as suas propriedades hidrofobicas, elevada massa molecular, e alta estabilidade
quimica (GARCIA et al., 2014).

Com o interesse de diminuir o impacto ambiental e manter ou melhorar a
qualidade dos produtos embalados, tem-se pesquisado novos materiais, como os filmes
a base de polimeros biodegradaveis oriundos de recursos renovaveis (JAGADEESH et
al., 2013; SHAPI'l et al., 2019; SHEN; KAMDEM, 2015; ZHONG et al., 2020).

Os polimeros biodegradaveis podem ser usados para substituir materiais néo
biodegradaveis, sobretudo para reduzir o impacto ambiental. Como materiais
alternativos de bio-embalagem, os biopolimeros permitem que os materiais de
embalagem sejam biodegradaveis ou compostaveis e, a biodegradacédo de
biopolimeros envolve a clivagem hidrolitica ou enzimatica de ligagdes no polimero. A
biodegradagao é frequentemente definida como um evento que ocorre através da agao
de enzimas e/ou decomposicdo quimica associada a organismos vivos (bactérias,
fungos, etc.). Vale ressaltar que outros processos como fotodegradagao, oxidagéo e
hidrélise também podem ter impacto na estrutura e nas cadeias dos polimeros antes ou
durante a biodegradacado (ZHONG et al., 2020). Os polimeros biodegradaveis podem
ser classificados em diferentes tipos, de acordo com seus processos e fontes de

sintese, conforme descritos na Figura 2.



26

Figura 2 - Polimeros biodegradaveis representativos com base em recursos renovaveis e
recursos petroquimicos.
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Fonte: Adaptado de ZHONG et al. (2020, p. 29)

Alternativamente, biopolimeros como proteina, celulose, quitosana, goma de
Tara, gelatina de peixe e amido vém sendo investigados para produzir material de
embalagem de alimentos, devido as suas propriedades de biodegradabilidade. Entre
esses, 0 amido € um dos biopolimeros promissores a ser investigado como material de
embalagem de alimentos por causa de suas fontes abundantes, ser renovavel e possuir
baixo custo (KOWALCZYK et al., 2015; LUCHESE et al., 2018; WU et al., 2017).

As propriedades mecanicas e as propriedades funcionais dos filmes
biodegradaveis sdo caracteristicas determinantes para a sua utilizagdo como material
de embalagem, devido ao manuseio a que estao sujeitos os produtos durante sua vida
util, pelas condicbes de processos, pela formulagdo, pelo armazenamento e pelos
plastificantes utilizados (GARCIA et al., 2014).

Geralmente, os materiais usados na produgao de filmes biodegradaveis sado os
polissacarideos, as proteinas e os lipideos e neste cenario, o amido tem sido
considerado como um dos materiais mais promissores, porque alia baixo custo,

disponibilidade e bom desempenho na produgéo de filmes (WILHELM et al., 2003).
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Jagadeesh et al. (2013) investigaram a produgédo de filmes biodegradaveis com a
proteina isolada de trigo com propilenoglicol (PG) como plastificante. Os filmes foram
preparados pelo método de solution casting variando o teor de PG. Os autores
verificaram, por calorimetria diferencial exploratéria (DSC), que a adigdo do
propilenoglicol provocou uma redugao na temperatura de transicdo vitrea e na
temperatura fusdo. Além disso, os autores constataram que 10 % m/m de PG deixou o
filme quebradico e com 15, 20 e 25 % houve redugdo na resisténcia a tragédo e no
modulo elastico. Com isso, concluiram que € possivel utilizar a proteina isolada do trigo
incorporado com propilenoglicol para uso como embalagem biodegradavel aplicada a

area médica.

Shapi'i et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas de quitosana (NPQ) por
gelificagdo idnica e utilizaram na preparagado de filmes nanocompdésitos a base de
amido contendo diferentes concentragbes de NPQ (0, 5, 10, 15, 20% m/m). As
propriedades antimicrobianas dos filmes de amido/NPQ foram avaliadas através de
estudos in vitro (analise de difusdo em disco) e in vivo (contagem microbiana em
tomates cereja embrulhados). Verificaram-se que a zona inibidora dos fiimes de 15 e
20% de amido/NPQ foi claramente observada para Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Estudo in vivo revelou que o filme
de amido/NPQ (15% m/m) foi mais eficiente para inibir o crescimento microbiano em
tomates cereja (7 x 102 UFC/g) em comparagao com o filme de amido puro (2,15 x 103
UFC/g), com isso confirmou a potencial aplicagdo dos filmes como embalagens de

alimentos antimicrobianos.

Para controlar a contaminacdo de alimentos e atender a crescente demanda por
alimentos de alta qualidade, Fang et al. (2019) propuseram um filme composto de
amido de mandioca hidroxipropilico (AMH) com propriedades fisicas, mecanicas e
atividade antimicrobiana otimizadas. Os filmes compostos a base de AMH incorporados
com acido salicilico e nanoparticulas de amido de milho ceroso/k-carragenina
(NAMCs/KC) foram sintetizados para ter atividade antimicrobiana e melhorar as
propriedades mecanicas. Os NAMCs foram produzidos através do método de
enzimolise e recristalizagcdo, seguidos pela adicao separadamente de KC para formar

NAMCs/KC por automontagem e utilizados como estabilizador a serem incorporados
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em filmes a base de AMH em concentragdo de 0-9%. A caracterizagdo da morfologia
por microscopia eletrénica de varredura indicou que os filmes compostos de amido com
NAMCs/KC eram lisos, uniformes e transparentes. O padréo de difracdo de raios-X e a
analise termogravimétrica também mostraram fortes interagdes do filmes por meio de
ligacdes de hidrogénio entre NAMCs/KC e SA. Comparados aos filmes puros a base de
amido, os filmes reforcados pela adicdo de NAMCs/KC aumentaram significativamente
a resisténcia a tragdo, a barreira ao vapor de agua e a estabilidade térmica, enquanto a
transparéncia e o alongamento na ruptura diminuiram ligeiramente. Além disso, os
filmes compostos de AMH mostraram excelente atividade antimicrobiana para trés
micro-organismos tipicos indesejados em alimentos, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Bacillus subtilis.

Dentre os polimeros biodegradaveis, o amido mostrou-se bastante promissor
para o desenvolvimento de embalagem de alimentos por ser atoxico, abundante e de
baixo custo, além de apresentar propriedades que favorecem a formacido de filmes
(HEMAMALINI; GIRI DEV, 2018).

2.2 AMIDO

O amido é um polissacarideo de simples obtencdo, de facil manipulacéo,
abundante, atoxico e de baixo custo. Esse pode ser extraido, principalmente de
sementes, tubérculos, rizomas e bulbos de um amplo espectro de fontes renovaveis,
como arroz, milho, batata, araruta e mandioca, entre muitos outros (FAMA, et al. 2005;
HEMAMALINI; GIRI DEV, 2018; ZHANG et al., 2014).

A composi¢cao quimica das unidades de amido é formada de elementos de
carbono, oxigénio e hidrogénio na proporgcao de 6:5:10, respectivamente. O amido é
constituido por uma mistura de varios tipos de biopolimeros dos quais predominam dois
polissacarideos denominados de amilose e de amilopectina, sendo o primeiro formado
de D-glicoses unidas por ligagdes glicosidicas alfa-1,4 que tem configuragao retilinea e
o segundo um polimero ramificado com liga¢des alfa-1,4 e alfa-1,6, de maior massa

molecular (Figura 3), cujas variagcbes nas propor¢cdes desses componentes nas



29

estruturas formam granulos de amido com propriedades diferentes (VILLAS-BOAS;
FRANCO, 2016; WANG, et al. 2017).

Figura 3 - A) Estrutura da amilose. B) Estrutura da amilopectina.

Fonte: Adaptado de LAJOLO; MENEZES (2006, p. 648).

Os distintos arranjos estruturais da amilopectina definem a cristalinidade do
granulo do amido. Com isso, Mali, Grossmann e Yamashita (2010) verificaram por meio
de padrbes de difragdo de raios X (DRX), que a estrutura e a forma dos grénulos de
amido sao particulares a cada vegetal. Esses padrdes podem ser classificados em A, B
e C. O padrao A possui picos que sao caracteristicos de amido de cereais. O padrao B

possui picos que sao comuns na maioria dos amidos derivados de tubérculos e raizes.
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Ja o padrao C € um intermediario entre o padréao A e B que ¢é caracteristico de amido de
leguminosas, frutas e caules (WANG; SHARP; COPELAND, 2011).

Segundo Basiak et al. (2017), maior quantidade de amilose nos filmes induz uma
maior sensibilidade a umidade e, portanto, afeta as propriedades mecanicas e de
barreira. Os filmes feitos de amido de batata constituem uma barreira maior ao vapor de
oxigénio e agua, ou seja, menor permeabilidade, embora tenham propriedades
mecanicas mais fracas que os filmes de amido de trigo e milho. As espécies de amido
com maior teor de amilose tém propriedades de molhabilidade mais alta e melhor
resisténcia mecanica, que depende fortemente do teor de agua devido a natureza
hidrofilica dos filmes de amido. Além disso, a origem do amido influencia as
propriedades oOpticas e a espessura: com mais amilose, foram verificados que os filmes

sao opalescentes e mais espessos; com menos, sao transparentes e mais finos.

Com isso, pode-se afirmar que quimicamente, a amilose é a fragdo menos
organizada (amorfa), com densidade que permite a entrada da agua em sua estrutura e
amilopectina é a fragao cristalina dos granulos, mais densa, logo mais resistente a
penetracdo da agua; ambas formando interagcdo intermolecular por ligacbes de

hidrogénio e envoltas por uma matriz proteica (BASIAK et al., 2017).

Como visto, as propor¢cdes de amilose e amilopectina influenciam nas
propriedades dos filmes, uma vez que a quantidade de amilose e amilopectina esta
intimamente ligada aos processos de gelatinizagdo e retrogradagao do amido (BASIAK
et al., 2017). Na Tabela 1 pode-se verificar os percentuais de amilose em amido de

diferentes fontes.

Tabela 1 - Teores de amilose de diferentes fontes de amido.

Fontes de amido Teor de amilose (%)
Arroz 16
Batata 18
Mandioca 18
Trigo 24
Milho 25

Fonte: Adaptado de Bobbio e Bobbio (1995, p. 223).
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Em relagdo ao amido proveniente da araruta, Gordillo et al. (2014) obtiveram um teor de
amilose de 40% usando o método colorimétrico para determinar o teor amilose.
Segundo Moorthy (2002) o teor de amilose presente no amido de araruta variou entre
16 € 27%.

2.2.1 Gelatinizagao e retrogradagcao do amido

O amido é um macroconstituinte de muitos alimentos, e seu comportamento
distinto de gelatinizacéo e retrogradagao é de grande importancia para a qualidade dos
produtos amilaceos. A gelatinizacdo do amido ocorre na presenga de calor e umidade
durante o processamento, seguida pela retrogradacdo apdés armazenamento adicional
(HOU et al., 2020; LARA; SALCEDO, 2016).

A gelatinizagdo do amido é um processo complexo no qual os granulos de amido
incham e s&o interrompidos pela agdo de um plastificante, e a cristalinidade das
macromoléculas do amido é parcial ou completamente perdida, seguida da liberagdo da
amilose presente no interior dos granulos do amido, formando uma fase gel e
consequente aumento da viscosidade devido a interagdao de hidrogénio formada entre
os granulos de amido e a agua (JIANG; ZHANG, 2013). A temperatura de gelatinizagéao
do amido varia conforme sua fonte, embora a maioria se encontre na faixa entre 60 e
75°C conforme observado na Tabela 2 (DAl et al., 2019).

Tabela 2 - Temperaturas de gelatinizagcdo de amido medidas por trés métodos.

Temperatura de gelatinizagao, (°C)

Tipos de DSC! método (n = 3) BV2 método (n = 3) HS-GC® método (n = 3)
amido T, T I&Z’é’éﬂe Iqi?cf’s'iﬁide de T Tt
pico
Batata 63,7+46  710+46 63,702  783+08  625+15  740+0,0
Ervilha 60,9 +4,9 68,0+ 0,9 67,6 0,6 n.d.* 65,0+0,8 74,010
Milho ceroso 59,1+4,1 67,9116 64,8 +0,5 71,4+0,8 62,0+0,0 68,5+0,5
Mandioca 64,2+3,5 71,7+4,5 66,4 0,2 74,6 £0,9 65,5+0,5 74,010
Trigo 62,5+4,7 68,2 4,2 64,8+0,4 71,9%0,2 63,3+0,6 68,0+1,0
Arroz 66,6 +2,0 79,225 72,4+0,2 90,2+0,1 68,5%0,2 83,0+1,0

Fonte: DAl et al. (2019, p. 423)

1. calorimetria diferencial exploratéria. 2. Viscdgrafo Brabender. 3. Cromatografia em fase gasosa. 4. Ndo detectado
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O amido de araruta apresentou temperatura de gelatinizagdo por volta de 80°C,
usando o meétodo de calorimetria diferencial exploratéria (DSC), o que pode ser
considerado elevado quando comparado aos amidos de outras fontes, como o amido
de milho ceroso que tem temperatura de gelatinizagao proximo de 65°C e o amido de
trigo que é de 66°C (CHARLES et al., 2019; DA et al., 2019).

Apoés a gelatinizagcdo do amido acontece a retrogradagédo, que ocorre por um
processo de gelificagcdo rapida da amilose durante a gelatinizagdo e em seguida por um
processo lento de recristalizagao da amilopectina. A retrogradagao acontece devido o
esfriamento do gel de amido resultando na formacdo de uma estrutura parcialmente
cristalina diferente da observada na gelatinizagao, de dificil digestdo enzimatica e pouco
soluvel em agua (QUIROGA, 2015).

Denardin e Silva (2009) verificaram que a amilose tem forte tendéncia para se
reassociar por meio de ligagdes de hidrogénio com outras moléculas de amilose que
estejam adjacentes, formando estruturas cristalinas de duplas hélices apdés um
processo de esfriamento. Observaram também que a amilopectina retrograda numa
taxa menor e que essa taxa esta associada diretamente a concentracido polimérica da

amostra.

No processo de gelatinizacéo e retrogradagao de solug¢des para formar biofilmes,
0 uso de agua como solvente forma filmes quebradigos, sendo indicada a utilizagao de
plastificantes ou misturas de termoplasticos compativeis e na proporcionalidade
adequada entre os componentes (LARA; SALCEDO, 2016).

Ainda convém mencionar que quando o amido granular € submetido a presséo, a
acao de cisalhamento e a temperaturas na faixa de 90-180°C, na presenca de um
plastificante como agua e/ou glicerol, transformando-se em um material fundido, nesse
momento as cadeias de amilose e amilopectina ficam intercaladas, e a estrutura
parcialmente cristalina do granulo é destruida, sendo assim o material obtido é
denominado amido termoplastico (ATP) (CORRADINI, et al., 2007).

A retrogradacdo do amido termoplastico € um fendmeno complexo que consiste
na reorganizagao (recristalizagcdo) de macromoléculas de amido (amilose e

amilopectina) (KOHYAMA et al., 2004). Para tentar superar as falhas do ATP, varios
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autores tentaram usar abordagens diferentes, como o uso de diferentes tipos de
plastificantes ou a mistura do ATP com outros termoplasticos (AHMED et. al., 2019;
ARROYO et al., 2010; GASPAR et al., 2005; SABERI et al., 2016).

O glicerol combinado com agua em uma proporgao especifica de glicerol/agua,
ainda é de longe o plastificante mais comum usado. Alguns pesquisadores estudaram
os efeitos de diferentes propor¢des de glicerol/agua nos fendmenos de gelatinizagao e
retrogradagédo do amido (BERGO et al., 2008; LI et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2018).

Bergo et al. (2008) investigaram o efeito do teor de glicerol nas propriedades
fisicas de filmes de amido de mandioca. Os filmes foram preparados a partir de
solugdes filmogénicas com 2g de amido de mandioca / 100g de agua e composi¢des de
0, 15, 30 e 45% de glicerol em relagdo a massa de amido. Verificaram que os valores
de resisténcia dos filmes diminuiram, enquanto os da elasticidade aumentaram com o
aumento da concentragao de glicerol devido ao efeito plastificante do glicerol, o que
também foi observado nas curvas de DSC. A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) dos
filmes preparados diminuiu com o teor de glicerol. Entretanto, para amostras com
concentragdes de 30 e 45%, duas curvas de Tg foram observadas, provavelmente
devido a um fenbmeno de separacédo de fases. De acordo com os difratogramas de
DRX, os filmes com composi¢des de 0 e 15% apresentaram carater amorfo, mas foram
observadas tendéncias de carater cristalino para os filmes com concentracdes de 30 e
45%.

Nogueira et al. (2018) estudaram o efeito de composicbes de glicerol em
solugdes filmogénicas de amido de araruta. As concentragdes de glicerol variavam
entre 10-24% (m/m), aproximadamente, em relacdo ao amido. Observaram que o amido
de araruta apresentou maior resisténcia tracdo em comparagao aos filmes a base de
amido de trigo, milho e batata, mostrando que os filmes de amido de araruta tém

potencial para a aplicagdo em embalagens de alimentos.

E importante salientar que, o glicerol é produzido a partir da transesterificagdo de

gorduras e 6leos de origem vegetal ou animal (Figura 4) (GERIS et al., 2007).
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Figura 4 - Equacéao geral da transesterificagao de um triacilglicerideo.

H,C—OCOR; R,{COOR,4 H,C—OH
‘ catalisador +

H(‘POCORz + 3 R4—OH — R,COOR; + HC—OH
+

H,C—OCOR3 R3COOR, H,C—OH

Triacilglicerideo Mistura de Glicerol

ésteres

Fonte: Adaptado de GERIS, et al. (2007, p. 1370)

Por apresentar essas caracteristicas, o glicerol interage fortemente com o amido
por meio de ligagdo de hidrogénio devido a composi¢do quimica do amido, que é
constituido basicamente de amilose e amilopectina. Essa interagado produz nos filmes
de amido um aumento significativo na mobilidade molecular, na flexibilidade e na
afinidade com a agua (BERGO et al., 2008). A utilizacdo de glicerol na concentracao de
20-30% (m/m) é coerente com a otimizagdo de filmes de amido em relacdo as
propriedades mecanicas, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua (ROCHA et
al., 2014).

Das diversas fontes de amido conhecidas, uma bastante promissora € o amido
proveniente da araruta (Maranta arundicea L.), visto que a mesma apresenta teor de
amilose adequado para formacao de biofiimes (GORDILLO et al., 2014; NOGUEIRA et
al., 2018).

2.2.2 Araruta

A araruta, Maranta arundinacea, pertence a familia Marantaceae constituindo um
grupo de 31 géneros com 530 espécies. E uma planta originaria de paises sul-
americanos, incluindo o Brasil e é encontrada também no sudeste da Asia, Caribe,
Filipinas e india (GUILHERME et al., 2019). A araruta é também conhecida como
agutiguepe, embiri, maranta e arrowroot (SILVEIRA et al., 2013). A classificagdo da

espécie Maranta arundinacea L. pode ser verificada na Tabela 3 (USDA, 2020).
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Tabela 3 - Classificacéo cientifica da araruta.

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Superdivisao: Spermatophyta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Subclasse: Zingiberidae
Ordem: Zingiberales
Familia: Marantaceae
Género: Maranta
Espécie: M. arundinacea L.

Fonte: Adaptado de USDA (2020).

Em termos botéanicos, a araruta comum € uma planta herbacea, que apresenta
rizomas e um tipo de caule prostrado que cresce horizontalmente sob o solo, emitindo
raizes, folhas e galhos de seus nds e dando origem a um complexo de pequenos
caules rizomatosos proximos a raiz (Figura 5). Esses rizomas sao a matéria-prima

usada no processo de extragdo de amido (GUILHERME et al., 2019).

Figura 5 - A: Rizoma - araruta seta. B: Rizoma - araruta redonda. C: Parte vegetativa — araruta.

Fonte: Adaptado de CUNHA (2016, p. 39).

A araruta cresce formando touceiras que podem variar de 0,60 a 1,2 m de altura.
A parte vegetativa da planta apresenta folhas, em forma de langas, que sao alternadas
e com longos peciolos; suas flores sao pequenas, brancas e podem ser solitarias ou em
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conjunto de até quatro; seu fruto € pequeno e as sementes sdo avermelhadas e o
periodo para a colheita ocorre de 9 a 10 meses apos o plantio. (MADEIRA et al., 2013).

O plantio da araruta é feito por meio de rizomas que emitem brotacédo e as duas
variedades mais conhecidas sdo a ‘Comum’ e a ‘Creoula’. A araruta comum produz
rizomas claros, que sao cobertos por uma escama fina que solta com facilidade e
podem atingir 30 cm de comprimento. Ja a araruta creoula tem rizomas que crescem
mais superficialmente e apresentam coloragao escura que pode diminuir a qualidade do
amido produzido (NEVES et al., 2005).

Em virtude do que foi mencionado até o presente momento sobre o amido
proveniente da araruta, € possivel concluir que esse amido apresenta caracteristicas
bastante favoraveis na preparacdo de biofimes em comparacdo aos amidos
provenientes de outras fontes. Dessa forma é crescente o interesse do usa de amido de
araruta para formacgao de biofilmes (GORDILLO et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2018).

2.2.3 Filmes de amido de araruta

O emprego do amido de araruta na preparacao de filmes tem como caracteristica
principal a biodegrabilidade, ainda é de facil aquisicdo, baixo custo, renovavel,
abundante, comestivel, ndo altera as propriedades organolépticas de alimentos
significativamente e tem a capacidade de se tornar um termoplastico em condi¢oes
brandas. Além disso, os filmes a base de amido apresentam boa barreira de gases e
odores. Entretanto, sua limitacdo esta nas propriedades mecanicas inferiores aos dos
filmes convencionais e na alta permeabilidade ao vapor de agua (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA; 2010). Em consequéncia disso, o uso de plastificantes ou de misturas de
termoplasticos de outros matérias foi avaliado com o intuito de melhorar as
propriedades mecanicas dos filmes de amido (AHMED et. al., 2019; ARROYO et al,,
2010; SABERI et al., 2016).

Segundo Lawton (1996), os filmes também dependem da fonte do amido, pois as
propriedades desses filmes estdo associadas a quantidade de amilose, uma vez que o

emprego do amido na preparagao de filmes se baseia nas propriedades fisicas,



37

quimicas e funcionais da amilose. Logo, o amido proveniente da araruta tem a
vantagem de apresentar boas caracteristicas fisico-quimicas por conter um alto teor de
amilose, que € desejavel para a producdo de filmes com boas propriedades
(GORDILLO et al., 2014; MOORTHY, 2002; ROMERO-BASTIDA et al., 2015).

O método bastante utilizado na preparacdo de fiimes a base de amido é o
solution casting, nesse método inicialmente é realizada a dissolugdo do amido em agua,
em seguida sob aquecimento e agitacdo mecanica, obtém-se uma solugao filmogénica,
que em seguida é vertida sobre uma superficie plana e lisa para evaporagéo do
solvente e secagem a temperara de 45°C, aproximadamente. No processo de secagem
as moléculas de amilose e amilopectina se reorganizam, formando a matriz continua
que da origem aos filmes (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

O interesse recente em reduzir o uso de aditivos quimicos como materiais ativos
para a conservagao de alimentos levou a aplicacdo de aditivos naturais, favorecendo
tanto o individuo quanto o meio ambiente e nesse cenario, a incorporagdo de Oleos
essenciais (OE) em filmes biodegradaveis representa uma abordagem promissora para
o desenvolvimento de embalagens ativas (ALVES-SILVA et al., 2013).

Segundo MIR et al. (2018), os Oleos essenciais incorporados aos filmes
biodegradaveis provocaram impactos nas propriedades fisicas, mecanicas, de barreira
e estruturais e indicaram que as principais contribuicbes desses 6leos em filmes de
biopolimero estdo relacionadas ao seu uso como aditivos naturais. Com isso,
verificaram que o0s Oleos essenciais podem fornecer aos filmes propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, dependendo da composi¢do e das interagdes com a
matriz polimérica. Logo, concluiram que a incorporagéo desse tipo de 6leo € um método
promissor para prevenir ou reduzir a deterioragcdo da qualidade dos alimentos, além de

contribuir para preservacao e ampliacdo do prazo de validade de alimentos.
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E importante ressaltar que a extensdo das mudancas nas propriedades
funcionais dos filmes biodegradaveis depende do tipo e concentragcédo do aditivo natural,
uma vez que as interagdes fisicas ou quimicas entre biopolimeros e esses aditivos
afetam sua estrutura e subsequentemente sua funcionalidade. O resultado da interagao
entre biopolimeros e OEs e/ou extratos depende da natureza, caracteristicas quimicas
e concentracdo de polimero e aditivo, bem como das propriedades estruturais dos
componentes ativos, incluindo estereoquimica e flexibilidade conformacional
(KANMANI; RHIM, 2014).

A relagao de artigos cientificos sobre o tema é extensa, incluindo uma grande
variedade de agentes antimicrobianos e antioxidantes, como o6leos essenciais (por
exemplo, laranja, tomilho, orégano, pimenta, cravinho, liméo, erva-cidreira, erva-cidreira
e folhas de cipreste) com alguns dos seus componentes isolados (por exemplo,
carvacrol, eugenol, timol e cinamaldeido) mostraram alta eficacia na supressdo do
crescimento de micro-organismos e tém sido usados como aditivos antimicrobianos em
embalagens de alimentos ativos de queijo, peixe, carne, frutas e vegetais (AMORATI,
FOTI, VALGIMIGLI, 2013; ANDRADE et. al.,, 2020; DANNENBERG et al., 2017; DONG
et al., 2018; GANIARI et al., 2017; MAISANABA et al., 2016; QUESADA et at., 2016;
SANCHES-SILVA et al., 2014; VALDES et al., 2015; YUN et. al., 2015).

Andrade et. al. (2020) verificaram a eficacia da acéo do 6leo essencial de laranja
nas composigoes de 5%, 10% e 15% contra a bactéria E. coli pelo método desenvolvido
por Dobre et al. (2012). Constataram que a migracao do 6leo de laranja para o indculo,
reduziu a taxa de crescimento da bactéria E. coli. Os resultados térmicos obtidos via
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TGA)
permitiram a utilizacdo de 6leo essencial de laranja em filmes biodegradaveis de
poli(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT) para possivel aplicagdo como
embalagem ativa, pois a adicdo do 6leo ndo comprometeu a estabilidade térmica do
PBAT. Com o aumento da concentragdo de Oleo, observaram por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV) que os filmes apresentaram melhor homogeneidade.
Observaram também pelo teste de tragcdo uma diminui¢do nos valores da resisténcia do

filme, embora ndo comprometesse o uso do filme como embalagem.
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Yun et. al. (2015) investigaram a eficacia de revestimentos a base de zeina com
e sem canela na reducéo de populagdes de Salmonella enterica serovar Typhimurium e
na preservagao da qualidade do tomate cereja. Os tomates foram inoculados com um
coquetel de S. Typhimurium na superficie lisa da pele e na area da cicatriz do caule. Os
revestimentos a base de zeina com e sem canela (até 20%) nos frutos tratados foram
armazenados a 10 ° C por até 3 semanas. Esses revestimentos com 6leo essencial de
canela reduziram as populagdes de S. Typhimurium para niveis abaixo do limite de
deteccdo (1,0 log UFC/g) na area da cicatriz do caule do tomate durante 7 dias de
armazenamento a 10 °C. Observaram que a cor nao foi afetada pelo revestimento
durante 21 dias de armazenamento a 10°C. Logo, os resultados sugeriram que o
revestimento a base de zeina contendo 6leo de canela pode ser usado para melhorar a

seguranga microbiana e a qualidade do tomate.

Ahmed et. al. (2019) desenvolveram uma nano-embalagem antimicrobiana para
aplicagdo em alimentos, incorporando nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) e dleo
essencial de cravo-da-india na mistura de polilactideo/polietilenoglicol/policaprolactona
(PLA / PEG / PCL) usando o método de solution casting. Os filmes desenvolvidos foram
caracterizados por analises térmicas, reologicas, mecanicas, estruturais e
microbiologicas. Verificaram que os testes reoldgicos em fusdo revelaram que o reforgo
de ZnO reduziu significativamente os mdédulos dindmicos, acelerando a degradagéo do
polimero. Constataram que o O6leo essencial de cravo-da-india atuou como um
plastificante eficiente, facilitando a mobilidade da cadeia na mistura, refletida nas
propriedades elasticas e térmicas. Além disso, observaram que a eficacia dos filmes
compositos foi verificada contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli inoculados
em ovos mexidos, e os resultados indicaram que o filme PLA/PEG/PCL/ZnO/Oleo exibiu
a maior atividade antibacteriana durante 21 dias de armazenamento a 4°C. No geral,
concluiram que os filmes PLA/PEG/PCL/ZnO/Oleo sdo bons candidatos para aplicagdes

de embalagem ativa.

Além dos resultados promissores relatados na literatura sao necessarios estudos
adicionais para avaliar o desempenho de filmes a base de OE em produtos alimenticios
em relagdo a qualidade, prazo de validade e aceitagdo do consumidor. Além disso,

mais esforcos de pesquisa devem ser realizados para melhorar as propriedades



40

mecénicas e a estabilidade dos filmes em relagdo a cor, transparéncia, crescimento
microbiano e retencéo de sabor de filmes para a aplicagao industrial de embalagens de
alimentos. Outro fator importante €, a existéncia de uma ampla gama de fontes vegetais
naturais com propriedades bioativas que ainda precisam ser investigadas, e usadas
para o desenvolvimento de embalagens ativas ou filmes comestiveis a base de
biopolimeros para preservar e agregar valor aos alimentos. Atualmente, existe um
grande interesse em filmes a base de 6leos essenciais e extratos vegetais. Contudo, do
ponto de vista industrial, existem apenas alguns materiais comercialmente disponiveis e

produzidos em escala industrial (MIR et al., 2018).

Nesse cenario, a canela vem sendo estudada exaustivamente, uma vez que o
Oleo essencial de canela apresenta excelente atividade antimicrobiana e antioxidante
FASIHI et al., 2019; HAN; YU; WANG, 2018; WEN et al., 2016; WU et al., 2017.

2.3.1 Canela

A canela é uma especiaria milenar importante com amplas aplicagcbes em
aromatizantes, perfumaria e medicamentos. O nome canela é derivado de uma palavra
grega que significa madeira doce (MEDAGAMA, 2015).

A canela pertencente ao género Cinnamomum da familia Lauraceae usado por
diferentes culturas ao redor do mundo por varios séculos. Foram identificadas cerca de
250 espécies de canela, sendo 4 espécies as mais usadas para obter a especiaria:
canela verdadeira ou canela de Ceildo ou canela mexicana (Cinnamomum zeylanicum
Blume ou Cinnamomum verum J. Presl), nativa do Sri Lanka; Canela Cassia ou canela
chinesa (Cinnamomum aromaticum Nees ou Cinnamomum cassia (L) J. Presl) da
China; Cassia Indonésia (Cinnamomum burmannii (Nees e T. Nees) Blume) das ilhas
Indonésias de Sumatra e Java e canela vietnamita (Cinnamomum loureiroi Nees) do
Vietnd (JAYAPRAKASHA; RAO, 2011; THOMAS; KURUVILLA, 2012). A classificagao
da espécie Cinnamomum aromaticum Nees (Cassia) pode ser verificada na Tabela 4
(USDA, 2020).
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Tabela 4 - Classificacio cientifica da canela Cassia.

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Superdivisao: Spermatophyta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Magnoliidae
Ordem: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum Schaeff.
Espécie: Cinnamomum aromaticum Nees

Fonte: Adaptado de USDA (2020).

A planta da canela é uma sempre-viva tropical que pode crescer entre 7 e 10 m
em seu estado natural. Porém, a planta é cultivada com mais frequéncia como arbusto,
limitando a sua altura a menos de 3 m. As folhas, verde-escuras, tém uma forma
ovalada e alongada de 7 a 18 cm de comprimento. As flores sdo pequenas de cor
branco amarelado, dispostas em paniculas, com odor distinto. A fruta é roxa, com 1 cm
de comprimento, contendo uma semente. A arvore prospera melhor em um clima
tropical quente e umido a baixa altitude e geralmente esta pronta para a colheita apés
trés anos (MANOSI et al., 2013; THOMAS; KURUVILLA, 2012). A casca de varias
espécies de canela € uma das especiarias mais importantes e populares usadas em
todo o mundo, n&o s6 para cozinhar, mas também em medicamentos tradicionais e
modernos. A especiaria de canela é obtida secando a parte central da casca e é
comercializada como paus, pdé ou oleo (MANOSI et al, 2013). O dleo volatil é
proveniente das diferentes partes da planta e possui 0 mesmo conjunto de
hidrocarbonetos em propor¢des variadas, com constituintes principais, como o
cinamaldeido (casca), o eugenol (folha) e a canfora (raiz). Os frutos e as flores sdo uma
rica fonte de acetato de (E)-cinamila e mais de 80 compostos foram identificados em
diferentes partes da canela (JAYAPRAKASHA; RAO, 2011).

A variagdo no teor de macro e micronutrientes pode ser atribuida as diferencas
de espécies, variedades, condi¢cdes de crescimento, época de colheita, propriedades do
solo, clima, origem, condi¢des ambientais e parametros geograficos. Os nutrientes,

assim como os compostos responsaveis pelo sabor, odor e cor, podem ser degradados
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a altas temperaturas e devido a métodos de secagem prolongados (AL-NUMAIR et al.,
2007; SZUMNY et al., 2010).

Os componentes volateis do 6leo essencial (OE) estdo presentes em todas as
partes da canela e podem ser amplamente classificados em monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropenos. No entanto, o cinamaldeido (trans-cinamaldeido ou 3-
fenil-prop-2-enal) € o principal constituinte da OE da casca de canela. Porém foi
verificado que o cinamaldeido sofre decomposicdo induzida pelo calor a uma
temperatura bastante baixa (60°C, aproximadamente) para produzir benzaldeido
(FRIEDMAN; KOZUKUE; HARDEN, 2000).

Técnicas modernas de analise permitem a identificacdo e quantificacdo de
componentes individuais e o estudo de seus efeitos. Geralmente, a cromatografia
liquida (LC) é aplicada para a identificagcdo de constituintes fendlicos, enquanto a
cromatografia gasosa (GC) para a identificacdo de compostos volateis (LI et al., 2016).
As estruturas dos principais constituintes fendlicos e volateis da canela sdo mostradas

na Figura 6.
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Figura 6 - Estruturas dos principais constituintes fendlicos e volateis da Cinnamomum
zeylanicum e Cinnamomum cassia. (A) Catequina, (B) Acetato de cinamila, (C) acido
protocatecuico, (D) Cinamaldeido, (E) Eugenol, (F) 2-metoxi-cinamaldeido.
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Fonte: Adaptado de RIBEIRO-SANTOS et al. (2017, p. 159).

As plantas aromaticas sdo ricas em o6leos volateis, responsaveis por aromas
agradaveis. O principal composto aromatizante do OE extraida da casca da canela é o
cinamaldeido, enquanto nas folhas o componente principal € o eugenol. Na casca da C.
cassia, o OE contém 80 a 90% de cinamaldeido com pouco ou nenhum eugenol,
enquanto a casca C. zeylanicum contém 60 a 80% de cinamaldeido e cerca de 2% de
eugenol, ja as folhas tém cerca de 70 a 75% de eugenol (SHAN et al., 2007). Além dos
compostos fendlicos (como os flavonoides), o OE apresenta grande quantidade de
monoterpenos, sesquiterpenos (acido carboxilico, alcenos, alcoois, cetonas, aldeidos e
ésteres) e fenilpropanoides (HOSSAIN et al., 2012; KASIM et al., 2014).

As atividades biolégicas do OE sao atribuidas aos seus compostos maijoritarias
(SHARMA; RAO, 2014; THOMAS; KURUVILLA, 2012). Os efeitos positivos a saude
associados a canela foram relatados em varios estudos. Em particular, a prevencgao e

tratamento de doencgas crbnicas, como diabetes, Alzheimer, Parkinson e também tem
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sido usada como anti-inflamatério e antitumoral. Além disso, € um potente
antimicrobiano e antioxidante (DURAK; GAWLIK-DZIKI; PECIO, 2014; FRYDMAN-
MAROM et al., 2011; HO et al., 2013; KWON et al., 2009).

Varios métodos de extracdo sdo propostos para recuperar os compostos volateis
e nao volateis da canela. Alguns fatores sdo essenciais no processo de extracdo, como
a selecdo da quantidade da amostra, estado da amostra (por exemplo, fresco, seco ou
liofilizado), taxa de extracdo (amostra: solvente), numero de etapas extrativas

sucessivas, pressao, tempo e temperatura (KASIM et al., 2014; WONG et al., 2014).

Para obter o 6leo essencial da canela, muitas técnicas de extracdo podem ser
aplicadas. Os métodos de extracdo mais comuns sdo a extragdo com solventes,

destilagao a vapor, Soxhlet e hidrodestilacao.

Wong et al. (2014) extrairam OE de canela usando extragcdo de Soxhlet e
destilacao a vapor. Verificaram que o cinamaldeido no OE extraido pela extragao de
Soxhlet foi de 94,7% e no OE da destilacdo a vapor foi de 73,2% apds 5 h de extragao.
Além disso, observaram que a quantidade de 6leo extraido por destilacido a vapor foi
menor que o produto extraido com Soxhlet, porque a temperatura usada no primeiro
método foi menor que a usada durante a extragdo com Soxhlet e concluiram que
temperaturas mais altas fizeram o solvente evaporar mais rapidamente, melhorando o

rendimento.

Kasim et al. (2014) revelaram que o método de extragdo por hidrodestilagdo
apresentou menor rendimento de OE de canela do que Soxhlet por 5 h de extragdo. Em
relagdo ao solvente utilizado na extracdo, verificaram que o solvente diclorometano
utilizado no método Soxhlet apresentou o maior rendimento de OE (5,22%), seguido de
hexano (3,84%) e éter de petroleo (3,71%). Em relagdo ao cinamaldeido, o valor obtido
por hidrodestilagdo foi de 84,97%, enquanto o resultado obtido com a extragdo de
Soxhlet foi de 86,67% utilizando hexano.

Além disso, € importante salientar que nos ultimos anos, processos mais
ecoldgicos tém sido aplicados aos métodos de extragao de compostos bioativos com o
objetivo de proteger o meio ambiente, como a extragdo sem solvente ou o uso de

quantidades muito baixas de solventes. Como exemplos tém-se os fluidos supercriticos,
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extragdo de liquidos pressurizados, ultrassom e extragdo por micro-ondas (HERRERO
et al., 2010; NAVARRO et al., 2015).

O armazenamento de OE deve levar em consideracdo o controle da temperatura,
umidade e luz solar direta. Os O6leos essenciais precisam ser armazenados em
recipientes hermeticamente fechados em recipiente de vidro na cor ambar, a fim de
evitar alteragbes na composigdo (THOMAS; KURUVILLA, 2012).

2.3.2 Oleo essencial de canela

Diversas plantas possuem em sua composi¢gao compostos com propriedades
bioldgicas interessantes, como antimicrobianas e antioxidantes. Essas propriedades
sdo de grande interesse das industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (DALY et
al., 2010).

Dentre essas plantas, a canela ganhou destaque em pesquisas de
desenvolvimento de embalagens ativas por apresentar propriedades antimicrobianas e
antioxidantes. Com isso, o Oleo essencial de canela vem sendo incorporado em
embalagens com resultados promissores (FASIHI et al., 2019; HAN; YU; WANG, 2018;
WEN et al., 2016; WU et al., 2017).

O estudo apresentado por Han, Yu, Wang, (2018) investigou os efeitos da
concentragao do 6leo essencial de canela (OEC) na microestrutura e nas propriedades
fisicas, de barreira, mecanicas e antimicrobianas de filmes de alginato de sodio /
carboximetilcelulose (AS/CMC) usando glicerol como plastificante, OEC como agente
antimicrobiano e Tween® 80 como surfactante. Verificaram que a incorporacdo do OEC
aumentou a espessura, a permeabilidade ao vapor de agua, a permeabilidade ao
oxigénio e o alongamento dos filmes e reduziu significativamente o teor de umidade e a
resisténcia a tracdo. No entanto, a permeabilidade ao vapor de agua foi reduzida
quando o OEC com concentracédo de 15 g/L foi incorporado aos filmes. Além disso, os
filmes AS/CMC contendo OEC exibiram excelente atividade antimicrobiana contra

Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Verificaram também que as solugdes
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filmogénicas com OEC usadas como revestimentos para a preservagdo de bananas

prolongaram a vida util das mesmas.

O método de emulsdo de Pickering foi utilizado por FASIHI et al., (2019) para
aumentar as atividades antioxidantes e antimicrobianas das embalagens ativas de
carboximetilcelulose (CMC) e poli(acetato de vinila) enriquecidas com OEC nas
concentracdes de 0,5, 1,5 e 3%. Os filmes mostraram propriedades anti-UV superiores,
0 que € um bom fator para a aplicacdo de embalagens de alimentos. Além disso, os
resultados das propriedades antioxidantes e antifungicas dos filmes preparados
demonstraram resultados promissores. Os filmes ativos estabilizados pelo método de
emulsdo de Pickering exibiram atividade antifungica completa no teste in vitro a 1,5 e
3,0% de OEC e a aplicacao desses filmes para a preservacao de pao mostrou 100% de
atividade antifungica ao longo do tempo de armazenamento nas concentragdes de 1,5 e
3% do OEC. Os resultados indicaram eficientes propriedades antimicrobiana e
antioxidante dos filmes ativos, possivelmente devido ao efeito de estabilizagdo de
Pickering no OEC por varios mecanismos: i) geragdo de uma estrutura uniforme e
regular de fase dispersa em toda a matriz dos filmes, levando a um aumento do contato
entre OEC e fungos; ii) liberagcao controlada e regular do OEC do filme para o exterior, 0
que ajudou a manter suficientes agentes antimicrobianos e antioxidantes no espago
livre; e iii) protecdo do OEC da oxidagcdo contra efeitos externos indesejaveis, que
aumentaram sua eficiéncia como composto ativo. Os resultados obtidos sugeriram que
os filmes ativos contendo OEC estabilizados pelo método de emulsao de Pickering tém

um bom potencial para preservar o pao.

WU et al. (2017) avaliaram filmes de gelatina de peixe incorporadas com
concentragdes de 0,5, 1, 2, 4, 6% (v/v) de Oleo essencial de canela. Os resultados
mostraram que a resisténcia a tracao (RT), o alongamento a ruptura (AR) e o teor de
agua do filme a base de gelatina diminuiram com o aumento das concentragdées do
OEC, mas a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) aumentou. A adicdo do OEC
melhorou a propriedade de barreira a luz do filme. A microscopia eletrénica de
varredura (MEV) mostrou que a superficie do filme gelatina-OEC foi heterogénea. Os
filmes de gelatina-OEC exibiram bons efeitos inibitorios contra Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e Paecilomyces varioti e
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sua atividade antifungica foi mais eficaz do que a resisténcia ao crescimento bacteriano.
Os resultados indicaram que a incorporagdo do OEC como agente antimicrobiano
natural no filme de gelatina tem potencial para se tornar uma embalagem ativa de

alimentos.

Dong et al. (2018), estudaram a influéncia de 6leo essencial de canela em filmes
polietileno de baixa densidade (LDPE). Os autores apontaram que a adicdo de dleo
essencial de canela reduziu a TPVA dos filmes e sugeriram que a propriedade de
barreira ao vapor de agua de filmes ativos a base de LDPE pode ser melhorada com a
adicao de OE.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo esta dividido em trés partes que descrevem: os materiais utilizados

na pesquisa; os métodos no preparo dos filmes e as caracterizacées do dleo essencial
de canela e dos filmes.

3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os seguintes materiais:

e Amido de araruta da empresa Torres, de nome comercial Fécula de Araruta;
e Gilicerol P.A., 97% de pureza, da marca Quimica Moderna;

e Oleo Essencial de Canela Cassia (Cinnamomum cassia da empresa Solua
Comercial Ltda, 99,9% de pureza;

e Agua destilada.

Todos os materiais foram utilizados sem qualquer tratamento prévio.

3.2 METODOS

Neste tépico abordaremos a preparacado dos filmes de amido de araruta pelo
método de solution casting.

3.2.1 Preparacgao dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo método de solution casting. Para a producgao
dos filmes foi utilizado amido de araruta (AA), glicerol como plastificante, 6leo essencial

de canela e agua destilada e apos testes preliminares foram produzidas solugdes
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filmogénicas de 60 g, sendo estabelecidas as seguintes proporgdes: 3% (m/m) de
amido de araruta em relacdo a massa da solugdo filmogénica; as concentragdes de
glicerol e oleo essencial de canela foram calculadas em relagdo a massa de amido
utilizada, sendo 20% (m/m) de glicerol e 1%, 3% e 5% (m/m) de 6leo essencial de
canela e foi adicionado agua destilada até obter uma solugdo final com 60 g. As
concentracbes de OEC utilizadas foram estabelecidas apds realizacédo de testes
preliminares que incluiram concentracdes de 8% e 10%, porém, nessas concentragoes,

os filmes apresentaram segregacéao de fases e fraturas.

Na Figura 7 esta ilustrado o passo a passo empregado para a formulagdo de

todos os filmes produzidos por solution casting.

Figura 7 - Fluxograma de preparacao dos filmes por casting.

Etapa 1: Preparacao da solucao filmogénica

| Solucdo Filmogénica

Agua
Glicerol Amido

Oleo essencial

de canela i Solucgdo Filmogénica + Oleo
: ' 2"
—

e ————

Fonte: O autor (2020)
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O procedimento metodoldgico usado na preparagéo dos filmes foi desenvolvido
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Petroquimica (LPQ) da UFPE e esta baseado

na metodologia descrita por Chang-Bravo; Lopez-Cordoba; Martino (2014).

Para o preparo das solugbes filmogénicas, foram homogeneizados em agua
destilada, o amido e o glicerol. Em seguida foram levados para agitagdo em um mixer a
1.000 rpm, aquecidos em banho-maria a 90°C durante 8 minutos, a fim de se obter a

temperatura de gelatinizagdo do amido (Etapa 1).

A incorporagao do OEC foi realizada apds a gelatinizagdo do amido. Para isso,
adicionou-se 0 OEC com auxilio de uma pipeta semiautomatica a solugao filmogénica e
deixou-se sob agitacdo por mais 2 minutos. Em seguida, verteu-se a solugao
filmogénica obtida em placa de Petri de acrilico 140 mm x 15 mm e secou-se em estufa

de circulacéo de ar a 42 °C durante 5 horas (Etapa 2).

A Tabela 5 contém as composicdes relativas a cada componente do biofilme,
que foram nomeados da seguinte forma, amido puro (AAP), amido com 1% de OEC
(AAC1%), amido com 3% de OEC (AAC3%) e amido com 5% de OEC (AAC5%).

Tabela 5 — Formulagdes dos filmes de araruta com base na massa de amido de araruta.

Filmes* Amido (g) Oleo essencial de Canela (g)
AAP 1,8 -

AAC1% 1,8 0,018

AAC3% 1,8 0,054

AAC5% 1,8 0,090

Fonte: O autor (2020)
*AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de OEC; Amido de Araruta com 3%
de OEC; Amido de Araruta com 5% de OEC. Adicionou-se 0,360 g de glicerol (m/m de amido).

3.2.2 Caracterizacao do 6leo essencial de canela

A caracterizagcdo do Oleo essencial de canela foi realizada por cromatografia

gasosa acoplada com espectrometria de massas, por espectroscopia de infravermelho
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por transformada de Fourier e pelas avaliagbes das atividades antimicrobiana e

antioxidante.

3.2.2.1. Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (GC-MS)

Uma aliquota de 1 pL de uma solugéo do 6leo essencial de canela (100 mg/L)
em hexano foi injetada e analisada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C Series
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipado com coluna apolar HP-5 (Agilent J&W,
60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0,25 ym). A amostra foi analisada
sob as seguintes condi¢bes: temperatura inicial de 40°C (mantida por 2 min), taxa de
aquecimento de 4°C/min e temperatura final de 230°C, que foi mantida por 5 minutos. O
gas de arraste utilizado foi o hélio, a fluxo constante de 1 mL por minuto e a
temperatura do injetor foi mantida a 250°C. Os compostos eluidos da coluna
cromatografica foram ionizados por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizagéo
foi mantida a 230° C e o quadrupolo a 150°C. Os espectros de massa foram obtidos no
modo scan com velocidade de 0,5 scan por segundo, com faixa de varredura de
massa/carga de 35 a 550. O tempo de varredura total foi de 21,42 mim cobrindo uma
area de 93,7%.

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparagao dos
indices de retencdo da literatura (ADAMS, 2007). Também foram utilizadas as
bibliotecas do equipamento NIST08, ADAMS e WILEY7N que permitiram a comparagao

dos dados dos espectros com aqueles existentes nas bibliotecas.

A anadlise de GC-MS foi realizada pelo grupo de pesquisa do Laboratério

Petroquimica (LPQ) no Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.



52

3.2.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Foi realizada a espectroscopia de infravermelho por transforma de Fourier para
verificar a presenga no filme de sinais e bandas caracteristicas de grupos funcionais
dos compostos orgéanicos presentes no 6leo essencial de canela. O equipamento
utilizado foi um espectrofotdmetro de infravermelho por transforma de Fourier, marca
Shimadzu, modelo IRTracer 100, nas seguintes condi¢des: regido do infravermelho na
faixa de comprimento de onda de 4000-700 cm™ no modo de transmitancia, com 45
varreduras com resolugdo de 4 cm’' (RAMOS et al., 2013). Essas analises foram
realizadas no Laboratério de Petroquimica (LPQ) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

3.2.2.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de canela

O método disco-difusdo em agar nutritivo foi empregado para realizar a avaligéo
da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de canela. Foram utilizadas culturas
jovens das bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterobacter
aerogenes. O esquema do teste de disco-difusdo em agar para avaliagao da atividade

antimicrobiana do 6leo essencial de canela pode ser visto na Figura 8.



Figura 8 — Esquema da metodologia do teste de disco-difusdo em agar do OEC.

Etapa 1: Preparaggo do inoculo bacteriano.

Pipeta de 1ml
Alca bacterioldgica
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Etapa 2: Adicéo do disco.
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Fonte: O autor (2020)
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Foram utilizados 9 discos de papel filtro com 5,2 mm de didmetro previamente

esterilizados em autoclave a 120°C durante 20 minutos, sendo os testes realizados em

triplicata para cada bactéria. Os discos foram embebidos em dleo essencial de canela e

colocados em placas de Petri previamente inoculadas com 0,1 mL de suspensao

bacteriana (10 na escala MacFarland) em meio agar nutritivo. Em seguida, as placas

foram incubadas em estufa por 48 horas a 35°C. Apods 48 horas, foi observado se

houve inibicdo do crescimento microbiano pela medida do didmetro do halo obtido.

As bactérias utilizadas para o teste foram do banco de micro-organismos do

Laboratério de Bioprocessos do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.
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3.2.2.4 Avaliagéo da atividade antioxidante do 6leo essencial de canela.

A atividade antioxidante foi realizada pelo método de eliminacéo do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), segundo metodologia descrita por Brand-williams; Cuvelier;
Berset (1995), adaptada.

Foi adicionado 50 pL do dleo essencial de canela a 4 mL da solugdo de DPPH na
concentragéo de 25 ug/mL preparada com etanol, DMSO e cloroférmio na proporgéo de
(2:1:1), respectivamente, com o objetivo de indicar a possibilidade de atividade
antioxidante por DPPH do OEC. A absorbancia foi determinada a A=515 nm apés 30
minutos de repouso da mistura reacional, na auséncia de luz. A atividade de eliminagao
do radical DPPH foi expressa como a percentagem de inibicdo do radical, conforme

Equacao 1.

Abs — Abs
% Inibicio DPPH = ( ”‘;1(2)5 “(”> x100 (1)
pd(A)

Sendo, Abspd € a absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra e Absa é a

absorbancia da amostra teste.

Todas as medidas de absorbancia, pelo método de DPPH, foram realizadas com
um espectrofotdmetro Edutec, em friplicata, utilizando-se a mistura etanol, DMSO e
cloroféormio na proporgao de (2:1:1) como branco. As analises foram realizadas no

Laboratério de Petroquimica (LPQ), localizado na UFPE.
3.2.3 Caracterizagao dos filmes de amido de araruta

Este estudo avaliou a influéncia de diferentes concentragdes de 6leo essencial

de canela em filmes de amido de araruta produzidos por solution casting, avaliando a
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atividade antimicrobiana, as propriedades térmicas, as propriedades Oopticas e a
permeabilidade ao vapor de agua para sua potencial aplicagdo em embalagens ativas.

3.2.3.1 Caracteristicas macroscopicas

Os filmes foram analisados quanto as caracteristicas visuais e tateis com 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 na sua superficie.

3.2.3.2 Espessura

A espessura média dos biofimes foi medida com micrdmetro da marca
CARBOGRAFITE de ponta plana com capacidade de (0-25) mm, faixa de leitura de
0,01 mm e precisédo de = 0,005 mm. Fez-se 5 medi¢gdes em posicdes determinadas em
3 amostras por formulagao para, desse modo, ser obtida a média das amostras (Figura
9).

Figura 9 — Medida da espessura dos filmes nas posi¢des determinadas.

Posigio de medi¢do

Fonte: O autor (2020)
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3.2.3.3 Transparéncia

A transparéncia € uma caracteristica desejavel aos filmes que podem ser
empregados como revestimento de produtos alimenticios e nesse cenario, o filme de
amido €& um excelente candidato, pois em sua grande maioria apresenta boa
transparéncia (BASIAK et al., 2017). No entanto, o nivel da transparéncia do filme é
dependente da origem do amido, da incorporagao de 6leo essencial, da espessura e da
utilizagado de plastificantes na composicdo (BASIAK et al., 2017; GHASEMLOU et al.,
2013; SABERI et al., 2016).

Diante disso, foram realizadas medidas de transmitancia de luz a 600 nm, em um
espectrofotdbmetro Edutec, para cada formulagcdo dos filmes de amido de araruta, em
triplicata. A transparéncia dos filmes foi medida segundo metodologia proposta por Han;
Floros (1997). Os filmes foram cortados em retangulos de 50 mm x 6 mm e inseridos

dentro de uma cubeta de quartzo. A transparéncia foi calculada pela Equagéao 2:

LogT, (2)

Transparéncia (%) =

Sendo, T a transmiténcia (%) a 600 nm e x a espessura (mm) de cada filme.

As analises foram realizadas no Laboratério de Petroquimica (LPQ), localizado
na UFPE.

3.2.3.4 Microscopia Optica

Os filmes de amido puro e aditivados com 1%, 3% e 5% de OEC foram
observados com o auxilio de um microscoépio 6ptico eletrdénico Leica, modelo DM 750,
no Laboratério de Petroquimica do LITPEG da UFPE. Os filmes foram observados
diretamente no microscopico, com um aumento de 40 vezes. As imagens foram

adquiridas em campo escuro através do software Leica LAS EZ.



57

3.2.3.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua € a medida da quantidade de umidade que
passa pela area unitaria do filme por unidade de tempo sob uma diferenca de pressao
do vapor de agua entre os dois lados do filme (BASIAK; LENART; DEBEAUFORT,
2016). Diante disso, um dos objetivos dos filmes comestiveis, como € o caso dos filmes
de amido, é controlar a transferéncia de umidade entre os alimentos e a atmosfera
circundante. Conforme relatado por Alves et al. (2007), Pushpadass et al. (2008) e
Soliman e Fortuna (2014), a permeabilidade ao vapor de agua de filmes comestiveis
depende de varios fatores, como a integridade do filme, a espessura, o teor de glicerol,
a proporcao hidrofilica-hidrofébica, a fracdo cristalina, a mobilidade da cadeia

polimérica e a origem do amido.

Diante disse, a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de amido de araruta
puro e nas composicdes de 1%, 3% e 5% de oleo essencial de canela foram verificadas
através do método gravimétrico padrao E96-95 da American Society for Testing and
Materials (ASTM INTERNATIONAL, 2014), utilizando-se um gradiente de 75% de
umidade relativa (UR) a 25°C. A PVA foi medida em ftriplicata para cada uma das

formulagdes dos filmes produzidos.

Foram utilizados o cloreto de sddio (NaCl) P.A. ACS, da Vetec, com PM = 58,44
qual a unidade mol, e o cloreto de calcio (CaCl2'2H20) P.A. ACS, da Dinamica, com PM
= 147,01 unidade. O cloreto de calcio foi colocado em estufa a 100 °C por 48 horas

para retirada de toda a umidade.

Para a realizagdo do ensaio de PVA, foi preparada uma solugao saturada de
cloreto de sddio (75% de UR) e adicionada até uma altura de 2/3 da parte inferior do
dessecador. Em seguida, foram utilizados 12 recipientes cilindricos do tipo J3 da marca
Injeplast com espessura da parede de 0,5 mm, didmetro de 3 cm e altura de 6 cm em
que foi adicionado cloreto de calcio, deixando-se um espaco de 1,5 cm entre o cloreto
de calcio e a abertura do recepiente. Em seguida, o filme recortado (6,8 cm de

diametro) foi usado para vedar a entrada do recipiente. Cada sistema recipiente/cloreto



58

de calciof/filme foi pesado a fim de serem registradas as alteragbes na massa do
sistema durante 10 dias.
Para calcular a taxa de transmissao do vapor de agua (TPVA) foi empregada a

Equacao 3:

Am (3)
TPVA = —
At. A

Sendo Am é a variacdo de massa, At é o tempo durante o qual Am ocorreu e A é
a area.

Por fim, a permebilidade ao vapor de agua foi obtida utilizando a Equagéo 4 :

Am X (4)
PVA =% ap

Sendo Am/At é a massa do ganho de umidade por unidade de tempo (g/s), x € a
espessura média do filme (mm), A é a area da superficie do filme exposta (m?) e AP é a

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

A permeabilidade ao vapor de agua foi realizada no Laboratorio de Bioprocessos
do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.

3.2.3.6 Analise termogravimétrica (TGA)

Os testes termogravimétricos dos filmes de amido de araruta puro e aditivados
com Oleo essencial de canela nas concentragbes de 1%, 3% e 5% foram realizados no
Laboratério de Petroquimica (LPQ) da UFPE, com o intuito de avaliar as taxas de perda
de massa. Com isso, foram pesados aproximadamente 3,5 mg de cada amostra e as
mesmas foram introduzidas em uma termobalanca da marca Shimadzu DTG 60H. Os
testes foram realizados no equipamento METTER TOLEDO TGA 2 Star System, sob
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aquecimento de 30 - 600°C, utilizando-se uma taxa de aquecimento de 10°C/min sob
atmosfera de nitrogénio com taxa de 50 mL/min .

3.2.3.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos filmes

Os espectros de absorgéo na regido do infravermelho dos filmes produzidos por
casting seguiram a mesma metodologia usada para o 6leo essencial de canela. No

entanto, foi usado o acessoério de reflectancia total atenuada horizontal (HATR).

3.2.3.8 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) dos espectros de FTIR investigou a
incorporacao do OEC nos filmes de amido. Foi utilizado o software de analise de dados
multivariados The Unscrambler. A matriz de dados multivariados foi feita com 12
espectros (HATR), sendo 3 para cada composi¢cado dos filmes. Foram realizados os
seguintes pré-processamentos: 12 Derivada (S. Golay); janelas de 15 pontos e
polinbmio de 22 ordem, suavizagdo com janelas de 21 pontos e a regido do espectro
para a andlise de PCA foi de 1800 - 700 cm™'.

3.2.3.9 Avaliagéo da atividade antimicrobiana das solugbes filmogénicas

Os efeitos antimicrobianos das formulag¢des de solugdes filmogénicas de amido
de araruta puro e aditivadas com OEC contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Enterobacter aerogenes foram investigados utilizando a técnica de

difusdo em poco.

As solugdes filmogénicas de amido de araruta puro e nas composi¢des de 1%,

3% e 5% de OEC foram testadas contra as culturas jovens das bactérias estudadas
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(SUGANTHI et al., 2020). O agar Mueller-Hinton foi preparado e inoculado com a
bactéria do teste. Em seguida, as placas de Petri foram preparadas para fazer os pogos
no meio agar, retirando-se o meio com uma pa estéril (8 mm de didmetro) a fim de
formar os pogos. Cada pogo foi carregado com 100 yL de solugao filmogénica de cada
formulacdo e incubado a 35 °C por 24 h. Apds a incubacado, o efeito inibitério foi
estimado com base na zona limpida da solugédo (medida de halo). No caso de nao
haver uma zona clara ao redor do po¢o, foi assumido que a solugéo de filmogénica ndo
exerceu efeito inibidor contra as bactérias. Os testes foram realizados em triplicatas

para as formulag¢des avaliadas, conforme o modelo (Figura 10).

Figura 10 — Modelo do teste de difusdo em pogo das solugdes filmogénicas.

AAP AAC1%

AAC3% AAC5%

Fonte: O autor (2020)

As bactérias utilizadas para o teste foram do banco de micro-organismos do

Laboratério de Bioprocessos do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico sera abordado a caracterizagdo do 6leo essencial de canela frente
as técnicas de cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, além das avaliagdes de
atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo. Em seguida, serdo discutidos os
resultados relativos a caracterizagao e a avaliagao dos filmes de amido de araruta puro

comparado ao filme aditivado com 6leo essencial de canela.

4.1 CARACTERIZAGAO DO OLEO ESSENCIAL DE CANELA

Neste topico mostraremos os resultados da caracterizacdo do 6leo
essencial de canela por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas,
por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e pelas avaliagoes

das atividades antimicrobiana e antioxidante.

4.1.1 Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (GC-MS)

Com a investigacdo dos componentes quimicos do OEC por GC-MS, pode-se
conhecer os compostos majoritarios do éleo e suas respectivas proporgdes na amostra
analisada. Os principais compostos presentes no OEC podem ser verificados na Tabela
6.
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Tabela 6 — Componentes majoritarios presentes no éleo essencial de canela.

Composto Propor¢ao (%)

(E)-cinamaldeido 80,8
Acetato de (E)-cinamila 6,1
Cumarina 3,1
2,2-dimetil-3-metilen-biciclo[2.2.1]heptano 1,7
Benzaldeido 1,6
Outros 6,7

Total 100,0

Fonte: O autor (2020)

Foram identificados 26 componentes no 6leo essencial de canela analisado.
Diante dos resultados da analise por GC-MS, foi possivel verificar a presenca do (E)-
cinamaldeido, acetato de (E)-cinamila, cumarina, 2,2-dimetil-3-metilen-
biciclo[2.2.1]heptano e benzaldeido como componentes majoritarios do OEC,
concordando com os resultados encontrados na literatura (JAYAPRAKASHA; RAO,
2011; LI et al., 2016; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). Estes resultados também estéao
de acordo com o estudo realizado por Shan et al. (2007), que encontrou uma
composicao de (E)-cinamaldeido entre 80 e 90% presente no OEC. Outros autores
também indicaram o (E)-cinamaldeido e acetato de (E)-cinamila como principais
componentes do OEC, mas em proporc¢des diferentes das encontradas nesta pesquisa
(ANDRADE et al., 2012; OJAGH et al., 2010).

Andrade et al. (2012), obtiveram 77,72% de (E)-cinamaldeido e 5,99% de acetato
de (E)-cinamila; enquanto Ojagh et al. (2010) conseguiram 60,41% de (E)-cinamaldeido
e 2,01% de acetato de (E)-cinamila. Esta diferengca na concentragdo dos componentes
majoritarios no OEC se deve ao tipo de espécie, fatores genéticos e condigbes
ambientais, bem como podem ter relagdo com a variagcdo sazonal, de umidade e
temperatura do cultivo da canela (AL-NUMAIR et al., 2007; SZUMNY et al., 2010), como
também do processo de extracao do oleo (KASIM et al., 2014; WONG et al., 2014).
Portanto, verificou-se por GC-MS que o 6leo essencial de canela analisado neste
trabalho possui os principais componentes apresentados na literatura (FASIHI et al.,
2019; HAN; YU; WANG, 2018; SHARMA; RAO, 2014; THOMAS; KURUVILLA, 2012;
WEN et al., 2016; WU et al., 2017).
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Diante do exposto, realizou-se um estudo da atividade antimicrobiana do dleo
essencial de canela em disco difusdo com o propdsito de usa-lo nas formulagbes de

filmes de amido de araruta como agente bactericida.
4.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

O resultado obtido da analise de espectroscopia de infravermelho permitiu
identificar bandas caracteristicas dos componentes presentes no 6leo essencial de

canela (OEC), conforme pode ser observado na Figura 11.
Figura 11 — Espectro de Infravermelho do 6leo essencial de canela (OEC).
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Os picos de impressao digital caracteristicos de infravermelho para a amostra do
oleo de canela estdo principalmente na faixa de 1700-600 cm™'. O espectro de FTIR do
OEC puro apresentou picos de transmitancia caracteristicos em 1676 cm™ e 1624 cm™,
indicando vibracdo de estiramento de carbonila do aldeido (C=0), o que pode ser
atribuido a altas proporgdes de cinamaldeido e aldeidos no OEC. O pico em 1575 cm™’
€ devido a vibracdo do anel aromatico (C=C) referente ao cinamaldeido e outros
componentes aromaticos presentes no 6leo. O pico em 1248 cm™ corresponde a
expansao simétrica de éster de acido aromatico C-O-C e a vibragdo de alongamento
dos grupos fendlicos C-OH, que exibem caracteristicas de ésteres e eugenol em dleo
volatil. Os picos em 1120 cm™' e 1072 cm-! sdo atribuidos a vibragdo de estiramento de
C-O e vibracao de deformacéo de C-OH. O sinal em 972 cm™' é atribuido a absorgao de
vibracédo de flexdo C-H, e o pico em 746 cm™" é atribuido a absorcdo de vibracdo C-H
de anéis de benzeno. O pico em 687 cm™ corresponde a absor¢do de vibragdo dos

alcenos.

Os resultados encontrados, nesta pesquisa, estdo em concordancia com os
resultados observados por Han, Yu e Wang (2018) e Li et al. (2013) para o dleo

essencial de Canela cassia.

4.1.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de canela

Ao utilizar o método disco-difusdo em agar nutritivo para realizar a avaliacdo da
atividade antimicrobiana do O6leo essencial de canela frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, verificou-se apés
48 horas em estufa incubadora a 35°C, a total inibicdo do crescimento microbiano para
todas as bactérias avaliadas na presenca do disco de papel filtro embebecido em OEC,

conforme pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12 - Teste de inibicdo microbiana do OEC pelo método de disco-difusdo em agar nutritivo
frente as bactérias: (A) — S. aureus, (B) — E. coli (C) — E. aerogenes.

Papel filtro com OEC

Papel filtro sem OEC

Fonte: O autor (2020).

O crescimento microbiano se caracteriza pelo aparecimento de um aspecto

esbranquicado presente no meio de cultura conforme observado na parte inferior da

Figura 12. Como néo foi possivel observar regido com aspecto esbranqui¢ado e nem a

formagao de halo de inibicdo no teste com disco de papel filtro com OEC, pode-se

constatar a inibi¢cao total das bactérias testadas.

Segundo o National Committee for Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2015), as medidas dos halos de inibicdo para as bactérias no teste do disco-

difusdo sao classificadas quanto a sua atividade, conforme a Tabela 7.

Tabela 7 - Didmetros dos halos de inibicdo microbiana no teste de disco-difusao.

Classificagcao

Didmetros (mm)

Resistente

Intermediario

Sensivel

<14

entre 15e 19

> 20

Fonte: CLSI (2015, p. 44).



66

Neste caso, ndo foi possivel fazer as medidas dos halos de inibigdo com
precisdo. Porém os halos de inibicdo para S. aureus, E. coli e Enterobacter
apresentaram didmetro da zona de inibigado superiores a 20 mm. Deste modo, pode-se
verificar que as bactérias foram sensiveis ao 6leo essencial de canela. Na literatura,
encontram-se estudos associados a agao de inibicdo microbiana do dleo essencial de
canela e resultados semelhantes foram observados (ANDRADE et al., 2012; FASIHI et
al., 2019; HAN; YU; WANG, 2018; WEN et al., 2016; WU et al., 2017).

De acordo com Andrade et al. (2012), a avaliagado da atividade antimicrobiana
através de uma camada de agar no qual foi inoculada a cultura bacteriana e depositado
0 6leo em pocos indicou que o OEC foi eficaz contra as bactérias S. aureus, E. coli, S.
choleraesuis e L. monocytogenes. Além do OEC, os autores realizaram testes de
atividade antimicrobiana com os 6leos essenciais de citronela e gengibre, e verificaram
que o OEC foi o mais efetivo na inibicdo do crescimento bacteriano e, associaram esse
resultado a presenga do componente majoritario (E)-cinamaldeido em elevada

concentragéo (77,72%).

WU et al. (2017) estudaram a atividade antimicrobiana de filmes de gelatina
incorporados com oOleo essencial de canela (OEC) contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e Paecilomyces varioti.
Foram inoculados em meio liquido rico em nutrientes adequado para o cultivo de
inumeras bactérias denominado de Caldo Infusdo Cérebro Coragéo (BHI). Os autores
observaram que os filmes aditivados com concentragbes maiores que 1% de OEC

mostraram-se eficientes contra todos os micro-organismos testados.

Segundo Han, Yu e Wang (2018), os fiimes de alginato de sodio /
carboximetilcelulose (AS/CMC) aditivados com OEC tiveram inibicdo significativa em
relacdo a E. coli e S. aureus. Os autores verificaram que os efeitos antimicrobianos
aumentaram com o aumento da concentragdo do OEC e a eficiéncia antimicrobiana do

OEC dependia da concentragao e proporgéo de cinamaldeido e eugenol.

Diante dos resultados, pode-se afirmar que o Oleo essencial de canela se

mostrou propicio ao uso como agente antimicrobiano em embalagens ativas.
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4.1.4 Avaliacao da atividade antioxidante do éleo essencial de canela.

O resultado da atividade antioxidante do 6leo essencial de canela pelo método
DPPH obteve 35,47% (+ 0,12) de inibigdo, sendo compativel com o valor encontrado na
literatura (EL-BAROTY et. al., 2010). A potencialidade da atividade antioxidante do OEC
€ atribuida a presenca de compostos fendlicos e flavonoides, conforme relatado por
Jayaprakasha et al. (2007). No entanto, vale ressaltar que OE € uma combinagéo
complexa de diferentes componentes, e sua atividade antioxidante corresponde a um
efeito sinérgico de diferentes moléculas (FASIHI et al., 2019).

Cada vez mais, o uso de agentes antioxidantes na industria de alimentos e seus
mecanismos de agdo vém sendo estudados, uma vez que estes agentes sao
amplamente empregados com o objetivo de inibir ou retardar a oxidagdo nos produtos
alimenticios (RAMALHO; JORGE 2006).

Segundo Leopoldini; Russo; Toscano (2011), os agentes antioxidantes
participam de reagdes de oxirreducdo e propuseram que 0 mecanismo de acao ocorre
de acordo com a reagao de composto fendlico, representado por ArOH e o radical livre
(como por exemplo o radical DPPH), de duas formas: por meio da transferéncia de
atomos de hidrogénio proveniente da ruptura homolitica da ligagcdo O — H, como

descrito pela reagédo quimica (Equacéo 5).

QLA QL

I
Ne A I

+ ArO—H — HN + ArO-
O;N NO; O,N NO,
NO, NO,
DPPH - DPPH-H

()

E através da transferéncia de unico elétron, ou seja, o antioxidante doa um

elétron para a molécula oxidante (Equacéo 6).
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DPPH* + ArOH = DPPH + ArOH* (6)

Os produtos de ambas as reagdes sdo espécies nao reativas (DPPH-H), um
radical oxidado (ArQO°®), um radical cation (ArOH**) e uma espécie energeticamente
estavel (DPPH").

O método DPPH é considerado facil, altamente sensivel, preciso, rapido,
simples, econémico e o radical DPPH né&o precisa ser gerado e o sistema de reagao
envolve somente o radical e o antioxidante e o principal mecanismo proposto para o
método DPPH acontece pela transferéncia de elétron (KEDARE; SINGH, 2011).

Segundo El-Baroty et. al. (2010), os estudos de atividade antioxidante realizados
com OEC pelo método de eliminagao do radical de DPPH encontraram valores de 50%
de inibicdo de DPPH usando uma concentragcao de 13,1 mg/mL do 6leo de canela,
resultado compativel ao obtido neste estudo, que usou uma concentragédo de 12 mg/mL
de 6leo, obtendo-se uma inibicdo de DPPH de 35,47%.

Em relagao ao resultado encontrado no presente estudo, verificou-se que o OEC

€ um potencial agente antioxidante.

4.2 CARACTERIZAGCAO DOS FILMES DE AMIDO DE ARARUTA

Neste capitulo apresentamos os resultados obtidos no estudo da influéncia de
diferentes concentragdes de 6leo essencial de canela em filmes de amido de araruta

produzidos por solution casting.

4.2.1 Caracteristicas macroscopicas

Todos as formulagcdes dos filmes preparadas apresentaram superficies
continuas, sem rupturas ou fraturas apos secagem, além de homogénea, sem bolhas

significativas e auséncia de particulas insoluveis. Em relagdo as caracteristicas de
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manuseio, todos os filmes apds a secagem foram removidos das placas de Petri de

acrilico, facilmente, sem riscos de rupturas, conforme Figura 13.

Figura 13 — Filmes de amido de araruta em diferentes formulagées: (A) Amido puro, (B) Amido +
1% OEC, (C) Amido + 3% OEC, (d) Amido + 5% OEC.

Fonte: O autor (2020).

Os filmes de amido de araruta apresentaram-se mais brilhantes e lisos no lado
da superficie em contato com a placa de Petri durante a secagem quando comparado
ao lado da superficie exposta ao ar, como também observado por Basiak et al. (2017).
Além disso, o aspecto macroscoépico dos filmes de amido de araruta n&o foi afetado
pela incorporagao de diferentes concentragbes de 6leo essencial de canela. Verificou-

se também que todos os filmes apresentaram brilho, boa transparéncia e aroma
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caracteristico da canela para as formulagdes com 6leo essencial e inodora para a

formulagdo na auséncia do dleo.

Assim como obtido neste estudo, Nogueira et al. (2018) constataram que todos
os filmes preparados a base de amido de araruta apresentaram superficie homogénea,
boa transparéncia e brilho, sem bolhas e auséncia de particulas insoluveis e de
fraturas, além de nao apresentar diferenca na aparéncia visual nas formulagdes
propostas. Essas caracteristicas dos fiimes de amido de araruta estdo estreitamente
ligadas ao teor de amilose presente nesse tipo de amido (GORDILLO et al., 2014;
NOGUEIRA et al., 2018).

4.2.2 Espessura

As espessuras relativas a cada filme formulado sdo mostradas na Tabela 8.
Constatou-se que a espessura n&o apresentou variagao significativa para os filmes de
amido de araruta com adi¢ao de 1%, 3% e 5% de OEC quando comparado ao filme de

amido sem odleo.

Tabela 8 — Espessura das formulacdes dos filmes de amido de araruta.

Filmes* Espessura (mm)**
AAP 0,0882 + 0,008
AAC1% 0,0902 + 0,006
AAC3% 0,0902 + 0,009
AAC5% 0,0892 + 0,006

Fonte: O autor (2020)

*AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de
OEC; AAC3% = Amido de Araruta com 3% de OEC; AAC5% = Amido de
Araruta com 5% de OEC.

**Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05)
pelo teste de Tukey.
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Nogueira et al. (2018) observaram que o aumento da quantidade de amido
araruta e glicerol nos filmes resultou em aumento de espessura dos filmes. Neste
trabalho ndo se observaram diferengas significativas na espessura dos filmes, porque
as quantidades de amido e glicerol ndo variaram e as concentragdes de 1%, 3% e 5%

de OEC nao alteraram significativamente a espessura dos filmes.

E importante ressaltar que as propriedades 6pticas dos filmes sdo dependentes
da espessura, que sdo fortemente influenciadas pela heterogeneidade interna e
superficial da matriz polimérica (GUTIERREZ et al., 2014). De acordo com Basiak et al.
(2017), os valores dos parametros de transparéncia dependem da espessura do filme.
Os autores verificaram que quanto maior a espessura, mais opacos sao os filmes. Isso
pode explicar a transparéncia dos filmes de amido obtida neste trabalho, quando
comparados aos resultados obtidos por Nogueira et al. (2018) em condigbes
semelhantes. Além disso, foi verificado que a transparéncia, brilho, cores e opacidade
podem depender da origem do amido, pois matriz que contém mais amilose

apresentam maiores espessuras e, portanto, maior opacidade.

4.2.3 Transparéncia

Os resultados de transparéncia das formulacdes dos filmes de amido de araruta

puro e aditivado com OEC estao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados da transparéncia do filme puro e com adicdo de 1 %, 3 %
e 5 % de OEC.

Filmes* Transparéncia (%)**
AAP 22,32+ 0,6
AAC1% 21,72+ 0,6
AAC3% 21,72+ 0,6
AAC5% 21,72+ 0,1

Fonte: O autor (2020)

*AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de OEC; AAC3% =
Amido de Araruta com 3% de OEC; AAC5% = Amido de Araruta com 5% de OEC.
**Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

Em relagao aos resultados da transparéncia dos filmes de amido de araruta da
Tabela 9, foi verificado que os filmes AAC1%, AAC3% e AAC5% apresentaram uma
reducao de 2,7% da transparéncia, comparados ao filme AAP, mostrando que a adigao
de 6leo de canela promoveu uma diminuicdo na transparéncia dos filmes aditivados
com o OEC, porém o resultado obtido em todas as formulagbes n&o diferiu
significativamente (p < 0,05). A reducdo da transparéncia dos filmes com 1%, 3% e 5%
de OEC pode ter ocorrido devido a reducdo na transmissao de luz causada pelo
espalhamento de luz nas goticulas de éleo dispersas na matriz polimérica (ATARES;
CHIRALT, 2016; TONGNUANCHAN et al., 2012; VAHEDIKIA et al., 2019). A diminuigdo
da transparéncia dos filmes AAC1%, AAC3% e AAC5% comparados ao filme puro nao
teve relagdo com a espessura e nem com teor do plastificante glicerol, uma vez que nao
houve variagao significativa nesses parametros.

Vahedikia et al. (2019) relataram comportamento similar ao presente estudo,
visto que os autores observaram que a transparéncia dos filmes reduziu com o aumento
do teor de 6leo essencial de canela devido a reducado na transmissao de luz causada
pelo espalhamento de luz nas goticulas de 6leo dispersas na matriz polimérica de

filmes de zeina reforgcados com nanoparticulas de quitosana.
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4.2.4 Microscopia Optica

A imagem da superficie dos filmes de amido de araruta foi analisada para
estimar o efeito do OEC na estrutura da matriz polimérica do amido. Na Figura 14, tem-
se as imagens das superficies dos filmes obtidas por microscopia 6ptica para todas as

formulacdes estudadas.

Figura 14 — Imagens por microscopia optica dos filmes de amido de araruta puro e aditivados
com 1%, 3% e 5% de OEC aumentados em 40 vezes.

0,05 mm

AACL 40X

AACT 40 X AACS 40 X

Fonte: O autor (2020).
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Constatou-se que os filmes de amido puro e aditivados com OEC apresentaram
superficies lisas sem rachaduras, homogéneas e sem porosidades, indicando a
formagao de estrutura compacta. Além disso, observou-se goticulas de agua distribuida
uniformemente em toda a superficie dos filmes, sendo mais perceptiveis no fiilme AAC3
e essa presenga de agua foi confirmada e quantificada por meio de analise

termogravimétrica.

Wu et al. (2017) constataram, por meio de microscopia eletrénica de varredura,
que a presengca de OEC em alta concentragédo levou ao aumento da rugosidade de
filmes a base de gelatina de peixe, atribuindo-se esse resultado ao estado liquido do
Oleo sobre a superficie da matriz polimérica. No entanto, neste trabalho, os filmes de
amido ndo apresentaram rugosidade e esse resultado pode estar associado as baixas

concentracdes de dleo.

4.2.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

As formulacdes dos filmes de amido de araruta foram avaliadas quanto a taxa de
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) e a permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
que leva em consideracao a espessura dos filmes. Desse modo, os valores obtidos de
TPVA e PVA podem ser conferidos na Tabela 10.

Tabela 10 — TPVA e PVA dos filmes de amido de araruta.

Filmes* TPVA** PVA**
(g.h"".m=) (g.h"".m".Pa") x 107
AAP 18,662 £ 0,20 6,912 £ 0,21
AAC1% 13,23+ 0,26 4,99+ 0,14
AAC3% 12,209 £ 0,04 4,60° £ 0,28
AAC5% 18,07° £ 0,25 6,792+ 0,13

Fonte: O autor (2020)

*AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de OEC; AAC3%
= Amido de Araruta com 3% de OEC; AAC5% = Amido de Araruta com 5% de OEC.
**Médias seguidas por letras iguais n&do diferem significativamente (p<0,05) pelo teste
de Tukey.
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A partir dos resultados obtidos (Tabela 10), pode-se verificar que a TPVA e a
PVA dos filmes de amido de araruta aditivado com 1, 3 e 5% de OEC diminuiram em
relacéo ao filme puro e que a diminuigdo da PVA nao tem relagdo com a espessura do
filme, uma vez que ndo houve variacdo significativa nesse parametro. E importante
ressaltar que a TPVA nao leva em consideracdo a espessura do filme, apenas a
absorcao de agua em fungdo do tempo. Além disso, observou-se que a diminuigdo da
PVA do filme com 5% de OEC néao foi significativa em relacdo ao filme puro. Em
contrapartida, ocorreu uma diminui¢cao acentuada da TPVA e da PVA com o acréscimo
na concentragado do OEC para as formula¢des com 1 e 3% de 6leo, mostrando-se que o
OEC afetou diretamente a TPVA e a PVA. Diante disso, esperava-se que o filme com
5% de OEC apresentasse os menores valores de TPVA e de PVA, porém essa
tendéncia nao foi observada. Nesse caso, o resultado obtido pode estar associado ao
fato do filme com 5% de dleo ter sido a formulagdo menos flexivel e, sendo assim a
mais suscetivel a sofrer rupturas e fraturas que nem sempre sao Vvisiveis,

macroscopicamente.

Observou-se também que o 6leo essencial de canela foi pouco soluvel em agua,
pois a composicdo do OEC é formada por compostos predominantemente hidrofébicos.
Logo, a proporgao hidrofilica-hidrofébica do filme pode ter sido afetada com a
concentragdo do OEC, indicando que o Oleo alterou significativamente a estrutura
quimica do amido. Segundo Sartori e Menegalli (2016), a transferéncia de umidade
geralmente ocorre através da porcao hidrofilica de uma barreira e esta diretamente

relacionada a raz&o hidrofilica-hidrofobica de seus componentes.

Comportamento similar foi descrito por Ghasemlou et al. (2013), que observaram
a diminuigdo na PVA dos filmes de amido de milho aditivados com 1%, 2% e 3% (v / v)
de 6leo essencial de Zataria multiflora Boiss (OEZ) ou com 6leo essencial de Mentha
pulegium (OEM). A adigdo de OEZ ou OEM melhorou as propriedades de barreira dos
filmes de amido, diminuindo o PVA em até 50% em relacdo a amostra controle. O valor
obtido de PVA do filme puro foi de 3,25.107 g.h"".m"'.Pa! e para os filmes com 1%, 2%
e 3% OEZ foram (1,90, 1,62 e 1,42).107 g.h"".m"".Pa' e para OEM foram (1,95, 1,72 e
1,33).107 g.h"".m"".Pa"!, respectivamente. Os autores verificaram que a menor PVA dos

filmes de amido com OEZ ou OEM pode estar associada as interagdes de hidrogénio



76

entre a cadeia polimérica de amido e os compostos polifendlicos presentes nos 6leos.
Essas interagbes podem limitar a disponibilidade de grupos de hidrogénio para formar
ligacbes de hidrogénios com a agua e subsequentemente levar a uma diminuigdo na

afinidade do filme pela agua.

4.2.6 Analise termogravimétrica (TGA)

Com o estudo da estabilidade térmica de amostras de filme de amido de araruta
puro e com diferentes concentragdes de OEC, pode-se observar na Figura 15 as curvas
de perda de massa da TGA em fungao da temperatura para os fiimes de amido de
araruta puro e aditivados com 1%, 3% e 5% de OEC e as curvas da derivada primeira

da perda de massa em fungéo da temperatura (dm/dT), denominada DTG.

Figura 15 - Curvas de TGA (A) e DTG (B) dos filmes de amido de araruta puro e aditivados com
1%, 3% e 5% de OEC.
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Fonte: O autor (2020).

A Figura 15 mostra que os filmes tiveram dois estagios de perda de massa na

faixa de temperatura de 30-600°C. O primeiro estagio correspondeu a evaporagéo da



77

agua absorvida no material amilaceo por interagdes fisicas e quimicas por meio de
ligagdo de hidrogénio e foi observado na faixa de temperatura entre 44°C e 115°C
(Tabela 11), concordando com o resultado obtido por Gordillo et al. (2014). Verificou-se,
também, que a perda de massa no primeiro estagio foi de 10%), aproximadamente, em

todas as formulacoes.

O segundo estagio apresentou perdas de massa das amostras dos filmes AAP,
AAC1%, AAC3% e AAC5% de 73,7%, 61,2%, 73,8% e 74,6%, respectivamente,
atribuidas a degradacado térmica das cadeias de amilose, amilopectina e outras
macromoléculas presentes no amido (GORDILLO et al., 2014). Nesse estagio, a
temperatura de decomposicao inicial (Ton) variou de 286 até 296°C, a temperatura de
decomposicéo final (Tend) S& manteve estavel a 336°C e a temperatura de pico (Tmax) foi
em torno de 322°C (Tabela 11). Entretanto, como pode ser observado, ndo ha
diferengas significativas nos valores de Ton, Tend € Tmax para todas as formulagées. Vale
ressaltar que na regido entre 127 e 270°C, nenhuma perda de massa apreciavel foi
observada, no entanto, essa regido esta relacionada a processos complexos, incluindo
a desidratacdo dos anéis de sacarideo, despolimerizagdo e evaporagao do glicerol
(ponto de ebulicao: 182°C) (BASIAK et al., 2017).

Tabela 11 — Valores das temperaturas de degradacao do filme de amido de araruta puro e
incorporados com 1%, 3% e 5% de OEC.

Fil * 12 Estagio 29 Estagio
fimes Ton (°C) Tend(°C) Tenax(°C) Ton (°C) Tend(°C) Tmax(°C)
AAP 47 103 66 295 336 322
AAC1% 44 104 66 296 336 322
AAC3% 53 115 69 286 336 323
AAC5% 52 116 69 289 336 322

Fonte: O autor (2020).
*AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de OEC; AAC3% = Amido de Araruta
com 3% de OEC; AAC5% = Amido de Araruta com 5% de OEC.

Os processos de carbonizacéo e formacao de cinzas ocorreram em temperaturas
acima de 400°C, acontecendo degradagao completa dos filmes a temperatura acima de
600 °C, pois até 600 °C foi possivel observar uma pequena variagao de perda de

massa.
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Diante desses resultados, € possivel afirmar que a incorporacdo do OEC nao
influenciou a estabilidade térmica dos filmes a base de amido de araruta, pois os filmes
se mostraram termicamente estaveis e apresentaram caracteristicas desejaveis para

producao de embalagens biodegradaveis.

4.2.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A interagdo estrutural dos filmes de amido de araruta-OEC e glicerol foi
investigada por FTIR. Os espectros de infravermelho de filmes contendo diferentes

concentragdes de OEC foram ilustrados na Figura 16.

Figura 16 — Espectro de infravermelho dos filmes de amido de araruta puro, com OEC e do
OEC.
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Fonte: O autor (2020).
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O filme de amido de araruta puro exibiu cinco bandas caracteristicas nos
espectros de FTIR. O FTIR do filme de araruta apresentou banda espectral em 3200 e
3580 cm™ referente as hidroxilas (-OH) existentes nas moléculas de amilose e
amilopectina e de -OH presente no glicerol; apresentou sinal em 2930 cm™' referente a
deformagcéo axial do grupo C-H, caracteristica da regido entre 3000 e 2800 cm™'; todas
as formulagcdes apresentaram bandas em torno de 1654-1645 cm™ que estdo
associadas a flexdo angular do -OH nas moléculas de agua, indicando a formagéo de
interagdes vibracionais de grupos O-H da agua com os componentes do amido e do
glicerol; sinal em 1456 cm™ atribuido a tor¢gdo do grupo -CH2 e sinal atribuido a
vibragdes associadas aos grupos C-O-C em 860 cm™' que € uma caracteristica tipica de
alongamento simétrico em amidos, conforme relatado por Cunha (2016), Gordillo et al.
(2014) e Seligra et al. (2016).

Entretanto, ndo houve diferencas significativas entre os espectros de filmes de
amido de araruta puro e aditivado com OEC, o que pode ser devido a concentragao
relativamente baixa de OEC nos filmes. Este resultado esta de acordo com o trabalho
realizado por Han, Yu e Wang (2018). Desta forma, para confirmar a presenga do OEC
na estrutura dos filmes, uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada com

os espectros de infravermelho dos filmes de amido puro e aditivados com oleo.

4.2.8 Analise de Componentes Principais (PCA)

A andlise de componentes principais foi realizada com o objetivo de
complementar os resultados dos espectros de infravermelho dos filmes de amido de
araruta puro e aditivados com 1%, 3% e 5% de OEC, a fim de observar a separagao
entre as formulacdes estudadas. A faixa de estudo utilizada do FTIR para a elaboracao
da PCA foi entre 1800-700 cm™ por apresentar uma regido com as principais
informacdes quimicas das amostras, sendo que a primeira PC foi capaz de explicar
86% da variabilidade das amostras e a segunda foi capaz de explicar outros 9% dessa
variancia. Observando-se o grafico dos scores apresentado na Figura 17, foi possivel

verificar que houve diferenciagdo quimica da matriz do filme de amido puro dos filmes
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aditivados com oleo, sendo que a PC1 contribuiu significativamente para essa

separacao.

Figura 17 - Analise de componentes principais dos filmes de amido de araruta puro e aditivado

com 1, 3 e 5% de OEC.
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Fonte: O autor (2020).

Em complemento ao resultado da PCA, verificou-se o grafico de loadings para a
PC1 e PC2, sendo os principais picos da PC1 em 1680, 1616, 1470 e 1150 cm™' e da
PC2 em 1680, 1480, 1147, 1033, 970, 827 cm™ (Figura 18).
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Figura 18 - Gréfico dos loadings para as PC1 e PC2.
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Fonte: O autor (2020).

Assim sendo, foi possivel constatar que esses picos estdo coerentes com os
valores encontrados neste trabalho e na literatura para o OEC (Li et al., 2013) e que a
separacgao do filme puro dos aditivados obtida no grafico dos scores tem relagédo com a

possivel incorporacédo do 6leo a matriz polimérica do amido.

Portanto, é possivel propor que o OEC foi incorporado a matriz polimérica do
amido, indicando que o Oleo esta presente por toda a extensao do filme. Além disso, os
filmes com OEC n&o apresentaram separagéao significativa na PCA, no entanto, pode-se
associar este resultado a pequena diferenga nas concentragbes de OEC das

formulacdes analisadas.

4.2.9 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos filmes

As zonas de inibicdo para as espécies bacterianas avaliadas podem ser

observadas na Figura 19.
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Figura 19 - Teste de inibicdo microbiana das solug¢des filmogénicas de cada formulagao pelo
método de difusao em poco frente as bactérias: (A) — S. aureus, (B) — E. coli (C) - E. aerogenes.

Fonte: O autor (2020).

A atividade antimicrobiana, conforme determinado pelo didmetro da zona de
inibicdo indicado pela seta, € dependente da resisténcia das bactérias e das
caracteristicas dos filmes avaliadas. Neste estudo, os valores dos diametros dos halos

de inibicao estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Didmetros dos halos de inibicdo para os micro-organismos estudados.

Filmes* S. aureus E. coli E. aerogenes
(mm) (mm) (mm)
AAP 0+0 0+0 0+0
AAC1% 0+0 10 + 1 0+0
AAC3% 0+0 13+1 0+0
AAC5% 15+ 2 28 +4 10 +1

Fonte: O autor (2020).

* Solugdes filmogénicas: AAP = Amido de Araruta Puro; AAC1% = Amido de Araruta com 1% de
OEC; AAC3% = Amido de Araruta com 3% de OEC; AAC5% = Amido de Araruta com 5% de OEC.

A solucéo filmogénica de amido de araruta puro ndo mostrou nenhum efeito
inibidor contra as bactérias estudadas. As solugdes contendo 1% e 3% de OEC
apresentaram uma pequena zona de inibigdo microbiana com halo de 10 mm e 13 mm

frente a E. coli, respectivamente, entretanto usando o parametro estabelecido pelo CLSI
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(2015), conclui-se que a E. coli foi resistente nessas concentragbes. Ja para as
bactérias S. aureus e E. aerogenes nao houve efeito inibidor. A solu¢do filmogénica
aditivada com 5% de OEC apresentaram inibi¢ao significativa contra S. aureus e E. coli.
No caso da colbnia da bactéria S. aureus, o halo de inibicdo observado foi de 15 mm e
para a colonia de E. coli, o halo de inibicdo foi de 28 mm. Deste modo, pode-se
considerar que a bactéria E. coli foi sensivel ao oleo e a bactéria S. aureus sofreu um
efeito inibitério intermediario. Ja a solugéo filmogénica (AAC5%) ndo mostrou inibigdo
significativa frente a bactéria E. aerogenes, pois neste caso, o halo de inibigao obtido foi

de 10 mm, indicando que a bactéria foi resistente.

Como esperado, os efeitos antimicrobianos aumentaram com o aumento da
concentragdo do OEC. Além disso, a eficiéncia antimicrobiana do OEC pode depender
da concentragao e da proporgao de (E)-cinamaldeido e eugenol (LI et al., 2013). Varias
pesquisas indicaram que o (E)-cinamaldeido e o eugenol tém efeitos inibitérios contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (ANDRADE et al., 2012; HAN; YU; WANG,
2018; LI et al., 2013; VAHEDIKIA et al., 2019). Diante disso, pode-se verificar que os
resultados observados na literatura foram compativeis com os valores obtidos neste

trabalho.

Diante dos resultados, pode-se verificar que o 6leo essencial de canela se

mostrou propicio a ser utilizado como agente antimicrobiano em embalagens ativas.
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5 CONCLUSAO

Verificou-se por meio de GC-MS que o componente principal do OEC foi (E)-
cinamaldeido com 80,8% e que a presenga desse composto foi reforgada por FTIR. O
OEC apresentou potencial atividade antioxidante método de DPPH e atividade
antimicrobiana frente as bactérias estudadas, € que esses resultados estdo
intimamente ligados a alta concentracdo do (E)-cinamaldeido e da presenga de

compostos fendlicos e flavonoides no OEC.

Em relacao aos filmes, observou-se por microscopia 6ptica que os fiimes de
amido de araruta puro e aditivados com OEC apresentaram superficies lisas sem
rachaduras, homogéneas e sem porosidades. Além disso, verificou-se que os filmes
apresentaram boa transparéncia, no entanto, os filmes com dleo apresentaram uma
reducéo de 2,7% da transparéncia em comparagao ao filme puro, mostrando que a
adicdo de o6leo de canela promoveu uma diminuigdo na transparéncia dos filmes
aditivados, porém essa redugao nao foi significativa. A permeabilidade ao vapor de
agua do filme de amido puro foi significativamente reduzida quando comparada aos
filmes aditivados com 1% e 3% de OEC. A analise termogravimétrica apresentou dois
estagios de perda de massa, o primeiro relativo a evaporagdo de agua presente no
filme e o segundo referente a degradacéo térmica do amido, sendo a temperatura de
pico em torno de 322 °C, além de indicar que os filmes foram termicamente estaveis a
temperatura abaixa da temperatura de decomposicao inicial que ficou entre 286 e 296.
Essas caracteristicas contribuem para a utilizacdo dos filmes estudados como

embalagem de alimentos.

A avaliagado da atividade antimicrobiana mostrou que a solugéao filmogénica com

5% de dleo inibiu as trés bactérias, no entanto, apenas a E. coli se mostrou sensivel.

Esses resultados sugerem que o filme de amido de araruta aditivado com 5% de
OEC é o mais indicado para ser utilizado como embalagem de alimentos ativa

biodegradavel.

Como perspectivas do trabalho, pretende-se realizar ensaio mecénico dos filmes

de amido de araruta puro e aditivados com 1%, 3% e 5% de OEC com o objetivo de
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obter os parametros de tensdo na ruptura (MPa), modulo de elasticidade (MPa) e
elongacéo na ruptura (%) e com isso verificar o efeito da adigdo do 6leo essencial nas
propriedades mecanicas dos filmes. Verificar por microscopia eletronica de varredura
(MEV) a morfologia dos filmes, a fim de complementar os resultados obtidos por
microscopia Optica. Realizar teste de atividade antioxidante dos filmes de amido de
araruta puro e aditivados com 1%, 3% e 5% de OEC com métodos mais sensiveis que
o método de eliminagao do radical DPPH, pois os resultados obtidos, por esse método,
nao foram conclusivos, uma vez que houve um aumento da turbidez da solugcdo de
DPPH, impossibilitando uma analise real da acédo antioxidante do OEC. Avaliar a
capacidade do filme de amido de araruta aditivado com OEC de inibir o crescimento de

bactéria do queijo e de fungos no péao.
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