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RESUMO

A comunidade cientifica tem trabalhado para atender a demanda da inddstria de
alimentos e da sociedade, desenvolvendo novas tecnologias para estender o prazo de
validade e preservar as caracteristicas dos alimentos, como as embalagens ativas
antimicrobianas. Estas embalagens incorporam um agente antimicrobiano na matriz
polimérica, sendo possivel a migracdo deste componente ativo para a superficie do alimento,
formando uma barreira inibidora do crescimento microbiano, evitando a deterioracdo do
produto e prolongando seu prazo de validade. Dada a devida atencdo a exigéncia dos
consumidores a substituicdo dos produtos sintéticos pelos naturais, essa demanda tem sido
atendida com o uso de Oleos essenciais como agentes antimicrobianos em embalagens
ativas. O Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) tem sido investigado devido a presenca
de uma variedade de compostos antimicrobianos em sua composicdo. Neste trabalho,
desenvolveu-se um filme ativo biodegradavel através da blenda de amido de araruta (Maranta
arundinacea) e quitosana aditivada com 6leo essencial de tomilho. O 6leo essencial foi
adicionado as blendas nas concentra¢cfes de 2,5%, 5% e 10% (m/m). Para isto, foi avaliada
a composi¢cdo quimica e o potencial antimicrobiano do 6leo, bem como as propriedades
mecanicas, térmicas e antimicrobianas dos filmes ativos desenvolvidos. Através da
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa (CG-MS) e da Espectroscopia
de Infravermelho (FTIR) observou-se a presenc¢a dos compostos ativos como timol, carvacrol
e cimeno, na composi¢do do Oleo. A atividade antimicrobiana foi investigada pelo teste de
disco-difusdo em agar utilizando as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo
que ambas se apresentaram sensiveis ao 6leo essencial de tomilho. A incorporacdo do 6leo
essencial de tomilho nos filmes poliméricos foi investigada por meio da técnica de
espectroscopia de infravermelho associada a analise de componentes principais, onde se
verificou a formacao de agrupamentos entre as amostras dos filmes, indicando uma possivel
mudanca estrutural com a adicdo do 6leo essencial de tomilho. Na andlise termogravimétrica
(TGA), foi observado que os filmes aditivados com 2,5% e 5% de 6leo essencial de tomilho
obtiveram menor perda de massa na curva térmica inicial, agregando maior estabilidade
térmica desses filmes. Pelo ensaio mecanico de tracao, foi verificado que os filmes aditivados
com 2,5% de 6leo essencial de tomilho ficaram menos rigido e mais flexivel em comparacéo
aos demais. O ensaio de difratometria de raios-X (DRX) indicou a predominancia de regibes
amorfas nos filmes analisados. No ensaio de atividade antimicrobiana, o filme aditivado com
2,5% de 6leo essencial de tomilho apresentou inibicao significativa do crescimento bacteriano
da E. coli. Sendo assim, os filmes desenvolvidos apresentam potencial para sua aplicacdo

como embalagem ativa antimicrobiana para o acondicionamento e conservacéo de alimentos.

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



ABSTRACT

The scientific community has worked to meet the demands of the food industry and
society, developing new technologies to extend the shelf life and preserve the characteristics
of food, as the antimicrobial active packaging. These packages incorporate an antimicrobial
agent into the polymer matrix, allowing the migration of this active component to the surface
of the food, forming a barrier inhibiting microbial growth, preventing deterioration of the product
and extending its shelf life. Due attention to the requirement of consumers to substitute
synthetic products for natural products, this demand has been met as the use of essential oils
as antimicrobial agents in active packaging. Thyme essential oil (Thymus vulgaris) has been
investigated because of the presence of a variety of antimicrobial compounds in its
composition. In this work an active biodegradable film was developed through the blends of
araruta starch (Maranta arundinacea) and chitosan additive with essential oil of thyme. The
essential oil was added to the blends in the concentrations of 2.5%, 5% and 10% (m/m). For
this end, the chemical composition and the antimicrobial potential of the oil as well as the
mechanical, thermal and antimicrobial properties of the developed active films were evaluated.
The presence of the active compounds thymol, carvacrol and cimene in the composition of the
oil was observed through the Gas Chromatography—Mass Spectrometry (GC-MS) and Infrared
Spectroscopy (FTIR). The antimicrobial activity was investigated through the disk-diffusion test
in agar using the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus, where both were
sensitive to the essential oil of thyme. The incorporation of the essential oil of thyme into the
polymeric films was investigated through the technique of infrared spectroscopy associated to
the analysis of main components, where the formation of clusters between the samples of the
films was verified, indicating a possible structural change with the addition of the oil essential
thyme. In the thermogravimetric analysis (TGA), it was observed that the films added with 2.5%
and 5% of thyme essential oil obtained lower mass loss in the initial thermal curve, adding
higher thermal stability of these films. Through the mechanical tensile test, it was verified that
the film added with 2.5% of essential oil of thyme was less rigid and more elastic in comparison
to the others. The X-ray diffraction (XRD) test indicated the predominance of amorphous
regions in the analyzed films. In the antimicrobial activity assay, the film added with 2.5% thyme
essential oil showed significant inhibition of bacterial growth of E. coli. Thus, the developed
films have potential for their application as active antimicrobial packaging for food packaging

and preservation.

Keywords: Active packaging. Arrowroot starch. Chitosan. Essential oil of thyme.
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1 INTRODUCAO

A cadeia de distribuicdo de alimentos tem passado por grandes avangos nos
altimos anos, estimulando pesquisadores e industrias a desenvolverem novos
sistemas de embalagens. Prolongar a durabilidade do produto embalado, manter suas
caracteristicas organolépticas, sua qualidade nutricional e fornecer seguranca
microbiolégica ao consumidor estdo entre os desafios enfrentados (BATTISTI et al.,
2017). Materiais naturais e seus derivados tém ganhado atencao significativa como
matéria-prima alternativa e sustentavel na substituicdo de derivados de petréleo para

a producéo de embalagens (SIRVIO et al., 2013).

Entre os sistemas que atendem a essas exigéncias, estdo as embalagens
ativas, cuja ideia principal € a adicdo de compostos ativos que possam proporcionar
novas funcdes a embalagem, como por exemplo, impedir alteracdes quimicas, fisicas
e biologicas durante o armazenamento e servir como barreira ao oxigénio, umidade e
luz (KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018). Entre as embalagens que atendem a

essa demanda estdo as embalagens ativas antimicrobianas.

As embalagens antimicrobianas s&o aditivadas com substéncias que
apresentam atividade antimicrobiana para micro-organismos responsaveis pela
contaminacao ou deterioracao de alimentos e agem liberando estes compostos ativos
na superficie dos alimentos embalados ou no ambiente circundante, preservando a
qualidade do produto por mais tempo que as embalagens convencionais (BATTISTI
et al., 2017; KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018). Diversos pesquisadores tém
estudado acerca do desenvolvimento dessas embalagens, seja na obteng&o de novos
filmes poliméricos ou na utilizagdo de aditivos naturais ou sintéticos, que atendam aos
critérios necessarios para enquadra-la nos padrdoes de qualidade exigidos para os
alimentos (ARAUJO, 2014; MURIEL-GALET et al., 2015; JAVIDI; HOSSEINI; REZAEI,
2016; KHALEQUE et al., 2016; SIROCCHI et al., 2017; VAN HAUTE et al., 2017).

Embora os agentes ativos antimicrobianos possam ser de origem sintética ou
natural, os sintéticos ndo sao indicados pelos riscos de danos a saude do consumidor.
Desta forma, os 6leos essenciais extraidos de plantas e especiarias tém se tornado
aditivos naturais interessantes para a industria de alimentos (VIUDA-MARTOS et al.,
2010; ATARES; CHIRALT, 2016). Entre eles esta o 6leo essencial de tomilho, que
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apresenta elevada atividade antimicrobiana (HOSSEINZADEH et al., 2015; EL-OBEID
et al., 2018; VIACAVA et al., 2018).

Além do aditivo natural, a escolha do polimero deve ser considerada para o
desenvolvimento de uma embalagem ativa. Visto que ndo prejudicam o meio ambiente
com o acumulo de residuos provenientes de seu descarte, as embalagens
desenvolvidas com materiais biodegradaveis tém se tornado atrativas comercialmente
devido a maior atencdo dada pela sociedade, que cada vez mais tem procurado
manter habitos de consumo consciente e sustentavel. Desta forma, os polimeros
biodegradaveis tém sido cada vez mais estudados para a producdo de embalagens
ativas (JAVIDI; HOSSEINI; REZAEI, 2016; SOUZA; SANTOS; VINHAS, 2016;
BILBAO-SAINZ et al., 2017; LI et al., 2018).

Dentre a gama de polimeros biodegradaveis estudados pela comunidade
cientifica, pode-se mencionar o amido, que possui vasta disponibilidade e baixo custo
(SARTORI; MENEGALLI, 2016). O amido pode ser extraido de rizomas, como 0 amido
de araruta, bem como de tubérculos, raizes e bulbos (ALVES; KLOSOSKI,
MONTANHINI, 2015). Por outro lado, a aplicacdo de amido em filmes é limitada devido
as suas propriedades mecanicas pobres e seu carater hidrofilico (DAI et al., 2015). E
possivel encontrar na literatura trabalhos que utilizam outros polimeros naturais, como
a quitosana, sendo adicionados ao amido para promover melhorias nas referidas
propriedades (REN et al.,, 2017; KACZMAREK; SIONKOWSKA; SKOPINSKA-
WISNIEWSKA, 2018; SURIYATEM; AURAS; RACHTANAPUN, 2018)

Diante desse contexto, o objetivo principal desse trabalho foi desenvolver um
filme de amido de araruta/quitosana aditivado com o6leo essencial de tomilho, que
atenda aos requisitos de uma embalagem ativa antimicrobiana para o combate de
espécies de micro-organismos comuns em alimentos. Foi avaliada ainda a influéncia
do Oleo essencial de tomilho nas propriedades mecanicas, térmicas e de

permeabilidade dos filmes produzidos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 EMBALAGENS ATIVAS

A comunidade cientifica, atendendo a demanda da industria de alimentos e da
sociedade, tem trabalhado ha anos no desenvolvimento de novas embalagens que
permitam estender o prazo de validade dos alimentos (DOMINGUEZ et al., 2018). As
embalagens ativas sdo materiais utilizados para fins de acondicionamento e protecao
de alimentos, que incorporam em suas formulagcdes componentes que liberam ou
absorvem substancias no interior ou na superficie de alimentos. Podem ser divididas
em dois grupos principais: nao migratorio, quando atua sem migracdo de
componentes; e embalagem de liberacédo ativa, quando permite a migragao controlada
de compostos volateis ou ndo volateis no ambiente circundante na qual esta o
alimento ou na superficie do mesmo (KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018).

A embalagem ativa pode ser destinada a aplicacdes diversas, como impedir a
perda ou a absorcdo de umidade (VEJDAN et al., 2016), funcionar como barreira de
oxigénio (DILKES-HOFFMAN et al., 2018), radiagdo ultravioleta (VILELA et al., 2017),
dioxido de carbono, compostos volateis e contaminantes (SIRIPATRAWAN;
VITCHAYAKITTI, 2016), além de fornecer agentes aromatizantes, antioxidantes e
antimicrobianos (RHIM; PARK; HA, 2013; AGRIOPOULOU, 2016). Um esquema,
apresentado na Figura 1, mostra as aplicacdes de diferentes tipos de embalagens
ativas e propriedades que a matriz polimérica deve atender para obter resultado

satisfatorio da embalagem.

Figura 1 — Propriedades necesséarias em uma embalagem ativa
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Fonte: Adaptado de Rhim; Park; Ha (2013).
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7

Também é indispensavel que a embalagem seja resistente para suportar
possiveis danos provenientes de forcas mecéanicas (SUNG et al., 2013), bem como
ter boas propriedades térmicas (LUZI et al., 2018) e oOpticas (CRIZEL et al., 2018).

A funcdo das embalagens ativas, além de proporcionar uma barreira a
interferentes externos, age também na preservacdo e qualidade do alimento
embalado, prolonga seu prazo de validade, mantendo suas caracteristicas (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). Para isso, tem-se dado maior atencdo ao desenvolvimento de
embalagens ativas com atividade antimicrobiana, que sdo embalagens aditivadas com
substancias capazes de inibir o crescimento de certas espécies microbianas. Na
literatura, ha diversos relatos sobre a capacidade dessas embalagens funcionarem na
inibicdo de crescimentos microbianos e consequentemente manter o alimento mais
seguro para o consumo (VAN LONG; JOLY; DANTIGNY, 2016; KREPKER et al.,
2017; CHENWEI et al., 2018).

Riaz et al. (2018) desenvolveram filmes ativos a base de quitosana para
embalagem de alimentos, incorporados com polifendis de casca de maca. Os testes
de caracterizagdo mostraram que a atividade antimicrobiana dos filmes aumentou em
relacdo a uma amostra controle somente de quitosana, sendo a atividade mais efetiva

contra bactérias Gram-positivas.

Cruz-Galvez et al. (2018) investigaram o efeito antimicrobiano de filmes a base
de amido de batata contendo extratos acetdnicos e metandlicos de Hibiscus sabdariffa
para embalagem de salsichas. A analise demonstrou que os filmes apresentaram
atividade significativa contra a bactéria L. monocytogenes e a adicdo dos extratos
ainda melhoraram as propriedades mecanicas e diminuiram a permeabilidade ao

vapor de agua dos filmes.

A comunidade cientifica vem desenvolvendo varios métodos para obter
embalagens ativas com atividade antimicrobiana eficiente, como incorporacdo de
compostos antimicrobianos na estrutura dos polimeros, aplicacdo de revestimentos
poliméricos com compostos antimicrobianos adsorvidos e aplicacao de polimeros com
atividade antimicrobiana, como a quitosana, agindo sozinho ou junto a compostos
antimicrobianos (KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018). Os avancos nessa area se
devem primariamente a busca por métodos eficazes de seguranca alimentar, que se

tornou uma prioridade global, devido aos riscos microbioldgicos causados por
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alimentos contaminados ou que naturalmente contém uma populacdo aceitavel de
micro-organismos, cuja proliferacdo pode ocasionar alteracbes imperceptiveis que
podem prejudicar a saude do consumidor (REALINI; MARCOS, 2014).

Um exemplo de composto antimicrobiano que vem sendo bastante promissor
no uso em embalagens ativas antimicrobianas sdo produtos naturais como os 6leos
essenciais. Na literatura € possivel encontrar estudos relacionados a incorporacéo de
Oleos essenciais como agentes antimicrobianos em filmes para embalagem ativa,
como o desenvolvido por Martucci et al. (2015), em que é adicionado 6leo essencial

de orégano e lavanda como aditivos antimicrobianos em filmes baseados em gelatina.

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os 06leos essenciais sédo liquidos lipofilicos que contém diversos componentes
naturais biologicamente ativos, extraidos de diferentes partes de plantas como as
raizes, flores, sementes, cascas, folhas, frutos ou da planta inteira (KHORSHIDIAN et
al., 2018). A composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais variam de acordo com o
desenvolvimento da planta, o método de extracdo, a localizacdo geografica e

caracteristicas do clima e do solo (GENDE et al., 2010).

Os Oleos essenciais tém propriedades reconhecidas, funcionando como
agentes antimicrobianos (KHORSHIDIAN et al., 2018) e antioxidantes (BONILLA et
al., 2018). Essas propriedades sdo atribuidas ao seu alto teor de compostos

terpénicos como o cimeno, carvacrol, timol e eugenol (MARTUCCI et al., 2015).

O perfil hidrofébico dos 6leos essenciais permite interagir com os lipideos da
membrana celular microbiana, tornando as estruturas menos organizadas e desta
forma, mais permeaveis, permitindo a saida de ions, moléculas vitais e outros
conteudos celulares, causando a morte celular (KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO,
2018). Normalmente, os O6leos essenciais apresentam inibicbes maiores contra
bactérias Gram-positivas do que nas Gram-negativas, que possuem uma barreira

lipopolissacaridica na sua membrana externa (TECHATHUVANAN et al., 2014).

Em busca de agentes antimicrobianos cada vez mais efetivos, surge a atencao
aos estudos com o Oleo essencial de tomilho. Este 6leo essencial € composto
principalmente por timol e carvacrol, compostos fendlicos com alta atividade
antimicrobiana e antioxidante (MARTUCCI et al., 2015).
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2.2.1 Oleo essencial de tomilho

O tomilho (Thymus vulgaris), pertencente a familia Lamiaceae, é cultivado em
vérias partes do mundo, principalmente em locais de clima mediterraneo (FERREIRA
et al., 2016). Sua planta cresce de 15 a 30 cm formando arbustos perenes com caules
gue tornam-se mais secos quanto maior for sua idade (HOSSEINZADEH et al., 2015).
O tomilho (Figura 2) é cultivado para fins comerciais com o objetivo de usar suas folhas
para tempero e para a extracao de 6leo essencial, extratos e oleorresinas, geralmente
por destilacdo a vapor (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012; HOSSEINZADEH et
al., 2015).

Ensaios de caracterizacdo quimica mostraram a presenca de diferentes
compostos nesta planta, como flavonoides, taninos, saponinas (QUEIROZ et al., 2012;
WALENTOWSKA; FLACZYK, 2013) e altas concentracdes de compostos fendlicos,

incluindo o timol, carvacrol, cimeno, linalol e pineno (KOMAKI et al., 2015).

Figura 2 — Tomilho (Thymus vulgaris): planta (a) e ramos secos (b)

Fonte: Kuete (2017)

O tomilho seco possui entre 1 a 2,5% de 6leo essencial, que tem sido usado
em ampla escala como tempero culinério e para fins farmacoldgicos e como agente
antimicrobiano e antioxidante  (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012;
HOSSEINZADEH et al., 2015). O tomilho € rico em compostos conhecidos por sua
atividade antimicrobiana, como o timol, carvacrol, terpineno e cimeno (NABAVI et al.,

2015). As estruturas quimicas desses compostos sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3 — Principais componentes do tomilho: p-cimeno (a), carvacrol (b), timol (c) e y-terpineno (d)

v T 5

Fonte: Adaptado de Navabi et al. (2015)

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) € um composto solido branco e cristalino em
sua forma pura, encontrado como componente do 6leo essencial e extrato de tomilho,
sendo responsavel por seu odor caracteristico (WATTANASATCHA; RENGPIPAT,;
WANICHWECHARUNGRUANG, 2012). O timol € um derivado monoterpénico do
cimeno e isdmero do carvacrol. Relatos na literatura apontam suas propriedades como
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério (GALLUCCI et al., 2006; NABAVI et
al., 2015).

O p-cimeno é um hidrocarboneto aromatico alquil-substituido cuja estrutura é
formada por um anel benzénico substituido com um grupo metil e um grupo isopropil.
A depender da origem e condi¢des de cultivo do tomilho, pode ser obtido na forma de
seus isbmeros o-cimeno e m-cimeno (ROMANENKO; TKACHEV, 2006). Conhecido
como um dos mais importantes agentes antibacterianos presentes na composi¢ao do

tomilho, o cimeno é precursor do carvacrol (NABAVI et al., 2015).

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) € um fenol monoterpénico encontrado em
algumas espécies de plantas como o tomilho, orégano e a bergamota silvestre
(SINGH; CHITTENDEN, 2010). Este composto tem sido usado como aditivo alimentar
e para prevencao da contaminacdo e crescimento microbiano devido a sua acao
protetora contra bactérias e fungos (ALTINTAS et al., 2013). Quando a membrana
citoplasmatica da bactéria interage com o carvacrol, ela perde elétron para o grupo
hidroxila livre do carvacrol, causando a destruicdo da camada lipidica da membrana e
consequente morte celular devido ao vazamento do conteudo intracelular da bactéria
(DE SOUSA et al., 2012).

Os terpinenos sdo hidrocarbonetos isoméricos que se diferenciam pela
localizacdo das suas ligacdes duplas de carbono-carbono. O y-terpineno é

encontrando em plantas e € um dos principais componentes do 6leo essencial de
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tomilho, com potentes atividades antioxidantes e antibacterianas (HAZZIT et al., 2009;
NABAVI et al., 2015).

Devido aos seus componentes ativos, o 6leo essencial de tomilho vem sendo
utilizado no desenvolvimento de novas embalagens ativas antimicrobianas. Sapper et
al. (2018) desenvolveram filmes de amido e gelatina incorporados com 6leo essencial
de tomilho como agente antifungico. O biofilme formado foi efetivo contra fungos

Botryotinia fuckeliana, que causam a “podridao cinzenta” em vegetais.

Emiroglu et al. (2010) investigaram a acao antimicrobiana do 6leo essencial de
tomilho em filmes comestiveis a base de proteina de soja para conservacao de rissois
frescos de carne moida. O filme apresentou efetiva atividade antimicrobiana contra as
bactérias E. coli e S. aureus e reducdo na contagem de Pseudomonas spp. e

coliformes na carne embalada e conservada sob refrigeracéo a 4°C.

Hosseini, Razavi e Mousavi (2009) verificaram a propriedade antimicrobiana de
filmes baseados em quitosana incorporados ao 6leo essencial de tomilho, 6leo
essencial de alho e 6leo essencial de canela. Embora os trés Oleos testados
apresentem potencial antimicrobiano quando incorporados ao filme, o 6leo essencial
de tomilho destacou-se por apresentar maior eficacia contra bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis bem como agiu como
inibidor parcial do crescimento de Pseudomonas aeroginosa, frequentemente

responsaveis pela contaminacéo de alimentos estocados em baixas temperaturas.

O dleo essencial de tomilho tem se mostrado promissor como agente
antimicrobiano em embalagens ativas para conservacao de alimentos. Incorporado a
filmes feitos de polissacarideos, como os obtidos a partir de amido (LUCHESE;
SPADA; TESSARO, 2017), ou de blendas biopoliméricas, € possivel produzir
embalagens ativas que atendam as necessidades da industria e da sociedade
obtendo um material biodegradavel e que atua no armazenamento e como

conservante de alimentos.

2.3 AMIDO

O amido € o principal carboidrato de reserva dos vegetais e o segundo polimero
de maior abundancia na terra, perdendo apenas da celulose (ELIASSON, 2004). A

Legislagao Brasileira considera o amido como o “produto amilaceo extraido das partes
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aéreas comestiveis dos vegetais” e a fécula como “produto amilaceo extraido das
partes subterraneas comestiveis dos vegetais” (ANVISA, 1978). Embora, em termos
de propriedades gerais, 0s mesmos sejam chamados apenas de amido, e em geral,
podem ser encontrados em tubérculos, raizes, rizomas e bulbos (ALVES; KLOSOSKI,
MONTANHINI, 2015).

O amido é um polissacarideo de origem natural e biodegradavel, de larga
disponibilidade e facil obtencdo, com propriedades quimicas semelhantes
independentemente da sua origem. Armazenados nos vegetais na forma de granulos,
possui carater parcialmente cristalino ou semicristalino, com graus de cristalinidade
entre 20 e 45%, determinados pela sua organizacdo molecular (WHISTLER,;
BEMILLER; PASCHAL, 1984).

O amido é formado por dois polimeros (Figura 4) - a amilose, de cadeia linear
formada por unidades de D-glicose ligadas por ligacdes a-(1—4) com grau de
polimerizacao 200 a 3000, e a amilopectina, de cadeia ramificada, com unidades de
D-glicose ligadas por ligacdes a-(1—4) e ramificacées por a-(1—6) — cuja variacao
nas proporgdes destes componentes nas estruturas formam granulos de amido com
propriedades diferentes (ELLIS et al., 1998; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA,
2010).

Os granulos de amido séo birrefringentes e apresentam forma de cruz de malta
guando observados sob luz polarizada. A amilose e a amilopectina estdo presentes
no granulo de forma relativamente ordenada, sendo as areas mais ordenadas
formadas em sua maioria por cadeias curtas de amilopectina, originando a regiao
cristalina e as areas menos ordenadas formadas de amilose, constituindo uma regiéo
amorfa (CAVALLINI; FRANCO, 2010).
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Figura 4 — Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b)
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Fonte: Corradini et al. (2005)

Suas diferentes ordenacdes estruturais definem a cristalinidade, sendo a
orientacao radial do eixo principal das cadeias lineares de amilopectina responsaveis
pela formacdo de zonas cristalinas nos granulos (VILLAR et al., 2017). As regifes
cristalinas dos granulos proporcionam diferentes padrdes de cristalinidade de acordo
com a intensidade e posicéo de alguns picos de difracao de raios X (DRX), variando
de acordo com as diferentes fontes botanicas do amido (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010). Sao definidos trés padrbes diferentes de DRX mensurados em
angulo 26 de acordo com a cristalinidade dos granulos (WANG; SHARP; COPELAND,
2011). S&o estes: padrdo A, caracteristicos de amido de cereais, com picos
aproximadamente em 15°, 17°, 18°, 20° e 23°; padrdo B, comuns na maioria dos
amidos provenientes de tubérculos e raizes, com picos aproximadamente em 5°, 15°,
17°, 20°, 22° e 24° e padrao C, um padréo intermediario entre A e B, caracteristico de
amido de leguminosas, frutas e caules, que pode ainda ser dividido em Ca e Cp, de
acordo com a proximidade dos picos de DRX aos padrbes A e B (KIM; REN; SHIN,
2013).
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O amido tem sido estudado massivamente para o desenvolvimento de biofilmes
por ser um material abundante, biodegradavel e barato, além de ser comestivel e
desta forma, adequado para ser utilizado como embalagem ou revestimento
comestivel para alimentos (MORENO et al., 2018). Para a obtencdo destas
embalagens, uma solucdo filmogénica é preparada para a modificacdo do amido
através do processo de gelatinizacdo (REDDY et al., 2014).

2.3.1 Gelatinizacao e retrogradacdo do amido

A transicdo de fase dos granulos de amido do estado ordenado para o estado
desordenado sob aquecimento do amido na presenca de agua é chamada de
gelatinizacdo (SUBARIC et al., 2011). Neste processo ocorre o inchamento dos
granulos e a interrupcdo da sua organizacdo cristalina, seguida da liberacdo da
amilose presente no interior dos granulos do amido, formando uma fase gel e
consequente aumento da viscosidade (COPELAND et al., 2009). A penetracédo de
agua associada ao afastamento das cadeias de amido aumenta a aleatoriedade e
diminui a cristalinidade dos granulos (SARKA; DVORACEK, 2017). A temperatura de
gelatinizagdo do amido varia conforme sua origem botanica, embora a maioria se
encontre na faixa entre 60 e 80°C (COPELAND et al., 2009).

O esfriamento do gel de amido resulta na formagdo de uma estrutura
parcialmente cristalina, de dificil digestdo por enzimas e ndo solluvel, com estrutura
diferente da inicial; a este processo se da o nome de retrogradacdo (QUIROGA, 2015).
No processo de gelatinizacdo e retrogradacao de solucdes filmogénicas, o uso de
agua como solvente forma biofilmes frageis, sendo indicada a utilizacdo de

plastificantes.

Os plastificantes aumentam a flexibilidade dos filmes pela reducédo das
interacOes moleculares adjacentes, sendo importante para a sua aplicacao, verificar a
proporcao a ser utilizada e a sua compatibilidade com o polimero (ROCHA et al.,
2014). Os componentes mais apropriados para utilizagdo em filmes de amido, para
que proporcionem o aperfeicoamento nas propriedades mecéanicas destes materiais,
sao os formados por polidis, a exemplo do glicerol e sorbitol (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010).
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O glicerol & um plastificante hidrofilico extensamente utilizado na producéo de
biofilmes devido a sua interagcdo com as cadeias do amido, aumentando a mobilidade
molecular, a afinidade com a agua e a flexibilidade dos filmes biodegradaveis (REIS
et al., 2013). Sua utilizagcdo na concentracdo de 30% (m/m) € adequada para a
otimizacdo de filmes de amido em relacéo as propriedades mecénicas, solubilidade e
permeabilidade ao vapor de agua (ROCHA et al., 2014).

2.4 ARARUTA

Os rizomas de araruta (Figura 5), de nome cientifico Maranta arundinacea, séo
fontes de amido ndo convencional, pertencente a familia Marantaceae e encontrada
na floresta tropical, sendo cultivada especialmente nas indias Ocidentais, Australia,
Sudeste Asiatico e Africa do Leste e do Sul (CHARLES et al., 2016), bem como na
América Latina (WU; LIAO, 2017), o que inclui o Brasil, onde predominam trés cultivos
diferentes (NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018). O amido da araruta € extraido
dos rizomas apds serem triturados e peneirados; em seguida, a massa fibrosa é
lavada para separar a fibra do amido que, apdés decantar, sera seco e peneirado
(NEVES; COELHO; ALMEIDA, 2005).

Figura 5 — Araruta

Fonte: Ministério da Saude (2015)

O amido extraido da araruta tem excelente digestibilidade (JYOTHI; SAJEEV;
SREEKUMAR, 2011; VILLAS-BOAS; FRANCO, 2016), boa capacidade de
gelatinizacdo a temperatura elevada, na faixa de 61 a 85,8°C (HOOVER, 2001),
propriedades fisico-quimicas caracteristicas, como o seu alto teor de amilose, que
pode variar de 16% a 27% e apresenta padrao de difracdo de raios X do tipo B ou C
(PEPE et al., 2016; GUTIERREZ et al., 2018; NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA,
2018).
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Na literatura, sédo encontrados poucos trabalhos sobre o desenvolvimento de
embalagens utilizando o amido de araruta como matriz polimérica. A maioria dos
relatos séo recentes e apresentam resultados promissores. Nogueira, Fakhouri e
Oliveira (2018) extrairam o amido de araruta e o utilizaram como matriz para o
desenvolvimento de revestimentos comestiveis. Os filmes obtidos foram homogéneos,
transparentes e inodoros, apresentando maior solubilidade com o aumento das
concentracfes de amido e glicerol, este ultimo usado como plastificante. A araruta,
portanto, € uma fonte promissora de amido para aplicacdo em filmes biodegradaveis

para aplicagdo em embalagens de alimentos.

2.5 QUITOSANA

A quitosana € o segundo polissacarideo mais abundante na natureza,
composta de unidades de [p(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e [((1-4)-2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose e obtida através da desacetilacdo da quitina. Em
escala industrial, a maior parcela de isolamento da quitosana é proveniente da quitina
presente no exoesqueleto de crustaceos, a exemplo do camardo (ALMEIDA et al.,

2015). A estrutura quimica da quitina e da quitosana esta representada na Figura 6.

Figura 6 — Estrutura quimica da quitina e quitosana
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Fonte: Battisti; Campana-Filho (2008)

Enquanto a quitina é insoltvel em solug¢do aguosa de acido acético 1% (v/v), a
quitosana apresenta-se soluvel depois de prolongada agitagcdo e aquecimento
(JANEGITZ et al., 2007; LOPES et al., 2017). Na verdade, a solubilidade da quitosana

€ um parametro dificil de ser quantificado, pois esta relacionada a diversos fatores
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como o grau de desacetilagdo, pH, natureza do acido usado para solubilizacéo e ainda
depende das condigOes de extracao e secagem (AZEVEDO et al., 2007).

A gquitosana tem se destacado entre os polimeros de origem natural, sendo
usada em larga escala na producéo de filmes e embalagens ativas, inclusive a nivel
industrial, devido as suas propriedades como biodegradabilidade, biofuncionalidade,
biocompatibilidade, ndo-toxicidade, boa capacidade de formacéo de filme, elevada
resisténcia mecanica, capacidade de barreira e atividade antimicrobiana (CRIZEL et
al., 2018; HOMEZ-JARA et al., 2018).

A atividade antimicrobiana da quitosana deve-se a um mecanismo de acéo
relacionado com a mudanca na permeabilidade celular promovida pela quitosana e
nas caracteristicas da superficie da parede celular bacteriana (YOUNES et al., 2014;
ARANCIBIA et al., 2015). Os grupos amino da quitosana, carregados positivamente,
interagem com as membranas celulares microbianas carregadas negativamente,
resultando no vazamento de componentes proteindceos e intracelulares dos micro-
organismos (RaPA et al., 2016).

A guitosana tem sido utilizada na producéo de filmes para embalagens ativas,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas, principalmente no
desenvolvimento de embalagens para preservar a qualidade de frutas, carnes e
queijos (MEI et al., 2013; DEHNAD et al., 2014; GARDESH et al., 2016; KAYA et al.,
2016).

Homez-Jara et al. (2018) desenvolveram filmes comestiveis de quitosana e
avaliaram suas propriedades nas diferentes concentracbes do polimero e em
diferentes temperaturas de secagem. Os autores constataram que 0 uso de baixas
temperaturas de secagem contribuiu para obter melhores propriedades Opticas,
mecanicas e de barreira e obtiveram filmes homogéneos comestiveis em
concentracdes diferentes de quitosana, mostrando que o polimero é uma matriz
promissora para produzir filmes com as caracteristicas desejaveis em uma

embalagem para alimentos.
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2.6 BLENDAS POLIMERICAS

As blendas poliméricas sdo conhecidas por ser um eficiente método para
modificar as propriedades de polimeros e formar novos produtos, sem a necessidade
de envolver reacdes quimicas (MENDES et al., 2017). O desenvolvimento de blendas,
gue consiste na mistura de dois ou mais polimeros, também é viavel economicamente,
visto que sintetizar novos polimeros com caracteristicas especificas resulta num
processo de elevado custo (QUENTAL et al., 2010).

A mistura de polimeros pode formar solu¢des filmogénicas com propriedades
fisico-quimicas alteradas, resultando em filmes com caracteristicas diferentes do que
0os produzidos por um s6 polimero (AHMED; IKRAM, 2016). Essas modificacdes
ocorrem devido a compatibilidade ou incompatibilidade entre os polimeros e
dependem de sua estrutura quimica, grau de acidez, massa molecular, capacidade
de hidratacao, entre outras propriedades (MALAFAYA,; SILVA; REIS, 2007).

Uma blenda é miscivel quando forma uma mistura homogénea, de fase Unica,
com caracteristicas que dependem da composicdo dos polimeros e de fatores
externos, como por exemplo a temperatura e pressdo. E importante enfatizar que a
maioria das blendas s&o imisciveis, ou seja, formam misturas heterogéneas, neste
caso, a utilizacdo de compatibilizantes é necessaria (QUENTAL et al., 2010). Estas
substancias atuam reduzindo a tensao interfacial entre os polimeros que se deseja

formar a blenda, auxiliando na dispersao de uma fase na outra (ITO et al., 2004).

7

Em biofilmes baseados em amido, a adicdo de um outro polimero € uma
estratégia sugerida para melhorar suas propriedades (TALON et al., 2017). Bonilla et
al. (2013) mostraram que a substituicdo parcial do amido de trigo por quitosana em
filmes biopoliméricos tiveram suas propriedades mecanicas melhoradas ao mesmo

tempo que os filmes adquiriram o efeito antimicrobiano.

Entretanto, nas bases de dados pesquisadas ndo foram encontrados na
literatura trabalhos publicados sobre o desenvolvimento e caracterizagéo de filmes de
amido de araruta/quitosana incorporados ao 6leo essencial de tomilho. Desta forma,
a pesquisa relatada nesta dissertacdo possui carater inédito ao avaliar o efeito da
incorporacdo do o6leo essencial de tomilho nas propriedades fisicas, térmicas, de
permeabilidade e antimicrobiana dos filmes de amido de araruta/quitosana, propostos

para uso como embalagens ativas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O amido de araruta foi obtido do fornecedor Araruta da Bahia. Nos resultados,
o amido de araruta sera denominado apenas como “amido”. Foi utilizado glicerol da
marca Quimica Moderna e Quitosana de meédio peso molecular com 85% de
desacetilacdo da marca Sigma Aldrich. Utilizou-se ainda solucao de acido acético 1%
vlv, 6leo essencial de tomilho branco da marca Lazlo e 4gua destilada. Todas as

matérias-primas foram utilizadas como vendidas.

3.2 METODOS
3.2.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de tomilho
3.2.1.1 Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-MS)

Para a realizacdo desta técnica utilizou-se o cromatografo gasoso modelo
Trace 1300 acoplado com espectrémetro de massa modelo 1ISQ Single Quadrupole,
ambos da marca ThermoScientific. A temperatura do injetor foi de 220°C, temperatura
do detector a 240°C, velocidade linear de 46,3 cm/seg, razéo de split de 20 e fluxo
total de 36,8 mL/min. O programa de temperatura foi de 60°C/min, razdo de
aguecimento de 6°C/min até 100°C, com razdo de 14°C/min até 240°C e tempo de

analise total de 18,1 min.

3.2.1.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho pelo
método do disco-difusdo em agar

Para realizar a avalicdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
tomilho, utilizaram-se culturas jovens das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Para o ensaio pelo método disco-difusdo em meio solido (Figura 7), utilizou-
se 4 discos de papel filtro previamente esterilizados em autoclave a 121°C durante 15
minutos, sendo 2 discos por bactéria, cada um com 5,2 mm de diametro. Os discos
foram embebidos em 6leo essencial de tomilho e colocados em placas de Petri
previamente inoculadas com 0,1 mL de suspensdo bacteriana (10* na escala
MacFarland) em meio agar nutritivo. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa por 48 horas a 30°C. Apos este periodo, realizou-se a medida do halo de

inibicdo com auxilio de um micrémetro.
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Figura 7 — Modelo de ensaio de atividade antimicrobiana pelo método disco-difusdo em agar
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Fonte: O autor
3.2.2 Preparacéo dos filmes poliméricos

Os filmes foram produzidos pelo método de evaporacao do solvente (solution
casting). Na preparacdo dos filmes foram utilizados: fécula de araruta, solucdo de

quitosana, glicerol como plastificante, 6leo essencial de tomilho e 4gua destilada.

A solucgéo de quitosana foi preparada com a dispersédo de 1g de quitosana em

100 mL de acido acético (1% v/v), sob agitacdo mecanica até completa solubilizacao.

Produziram-se solucdes filmogénicas de 90g, de acordo com as seguintes
composic¢des: 8% m/m de amido de araruta, 50 mL de solucdo de quitosana, 30% m/m
de glicerol e 2,5%, 5% e 10% de 6leo essencial de tomilho (OET), sendo que as
concentracdes de glicerol e 6leo essencial foram calculadas em relacdo a massa de

amido.

Para o preparo das solugdes filmogénicas, foram homogeneizados o amido, a
solucdo de quitosana e o glicerol em agua destilada. Em seguida, foram levados para
agitacdo com auxilio de um mixer a 1.000 rpm, sob aquecimento em banho-maria a
90°C durante 9 minutos, com o objetivo de induzir a gelatinizacdo do amido (Figura
8).
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Figura 8 — Preparo do filme em banho maria sob agitacdo

]

Fonte: O autor

A incorporacdo do OET ocorreu apos a gelatinizacdo do amido. Pesou-se a
massa de 0leo correspondente em um béquer e a adicionou a solugéo filmogénica,
lavando o béquer com cerca de 1 mL de agua destilada. Manteve-se a solucéo
filmogénica sob agitac@o por mais 1 minuto apés a adi¢cdo do 6leo essencial. A Tabela

1 apresenta as massas relativas a cada componente dos filmes poliméricos.

Tabela 1 — Composicao dos filmes poliméricos

Biofilme* Amido (g) Quitosana (g) Glicerol (g) Agua (mL) Oleo (g)
AQP 6,7 0,5 2,16 30,64 -
AQO02 6,7 0,5 2,16 30,64 0,18
AQO5 6,7 0,5 2,16 30,64 0,36
AQ10 6,7 0,5 2,16 30,64 0,72

*Amido/quitosana puro (AQP), amido/quitosana com 2,5% de Oleo essencial de tomilho (AQO02),
amido/quitosana com 5% de dleo essencial de tomilho (AQO5) e amido/quitosana com 10% de 6leo
essencial de tomilho (AQ10).

Fonte: O Autor
Posteriormente, a solucéo filmogénica foi levada para um dessecador acoplado
com bomba a vacuo por 5 minutos, para retirada de bolhas (Figura 9). Por fim, foi
vertida em filmes de polipropileno sobre placa de vidro e levadas para secagem em
estufa de circulacdo de ar a 40°C durante 3 horas.
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Figura 9 — Solucao filmogénica em dessecador com bomba a vacuo
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Fonte: O autor

3.2.3 Caracterizacéo dos filmes poliméricos

3.2.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes de amido/quitosana, tanto o puro quanto adicionados de 2,5%, 5% e
10% de oleo essencial de tomilho, foram analisados pela técnica de Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier para a andlise da presenca dos grupos
funcionais dos compostos organicos presentes e para verificar a incorporacao do 6leo
essencial de tomilho ao filme. O equipamento utilizado, de marca Jasco, modelo
FT/IR-4600 type A estad localizado no laboratério do Grupo de Instrumentacdo e
Andlises Quimicas (GIAQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco — Unidade
Académica de Serra Talhada. Foram utilizadas as seguintes condi¢des: regiao do
infravermelho na faixa de 4000 a 400 cm™ e resolucdo de 4cm™ com 16 scans e

acessorio ATR.

3.2.3.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) foi associada a espectroscopia de
infravermelho para investigar a incorporacdo do 6leo essencial de tomilho nos filmes
poliméricos. Foram realizadas leituras espectroscopicas em um filme de cada
concentracéo (filmes de amido/quitosana puro e aditivados com 2,5, 5 e 10% de 0leo

essencial), sendo analisado em cinco pontos distintos de cada filme para obtencao do
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modelo PCA. Desta forma, obteve-se através do software de andlise de dados
multivariados The Unscrambler uma matriz de dados multivariados com 20 espectros,

sendo 5 para cada concentracao dos filmes.

3.2.3.3 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os ensaios foram realizados em um difratdmetro de raios X da marca Rigaku,
modelo Ultima, operando com tenséo de 40 kV e corrente de 20 mA, com velocidade
do goniémetro de 26 = 2 graus/minuto, alcance angular de 5° a 50° (E) e com passo
de 0,02°, conforme metodologia de Bet et al. (2018). Essa analise foi realizada no

Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP).

O calculo da cristalinidade dos filmes foi efetuado pelo método de Separacao
Simples de Area, que prevé a subtracdo da area referente a parte amorfa da area total
do difratograma (CAROLINO, 2017). Tanto para a fase cristalina quanto para a fase
ndo cristalina, a densidade de elétrons significativa € aproximadamente a mesma,
sendo possivel distingui-las a partir do pressuposto de que a intensidade da disperséo
cristalina esta concentrada na area dos picos mais estreitos enquanto a dispersao nao
cristalina encontra-se na regido difusa (STERN; SEGERMAN, 1968). Desta forma,
utilizando o software Origin Pro, separou-se a integral da area das regifes cristalina e
amorfa no intervalo de difracdo medido a 26. Em seguida, estimou-se o percentual de
cristalinidade através da equacao:

A,

Cr =100————

Equacéo 1.
4.+ A auas

c a
Onde Cr é o percentual de cristalinidade estimado, Ac é a area cristalina e Aa é a

area amorfa.
3.2.3.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de amido de araruta e quitosana
puro e nas concentracdes de 2,5%, 5% e 10% de 6leo essencial de tomilho foram
determinados através do método gravimétrico padrao E96-95 da American Society for
Testing and Materials (ASTM INTERNATIONAL, 2014), conforme descrito por
FRAGUAS et al. (2015), utilizando-se um gradiente de 75% de umidade relativa (UR)
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a 25°C. A PVA foi medida em triplicata para cada uma das formula¢cdes dos filmes
produzidos.

Para a realizacdo da analise de PVA, preparou-se uma solucdo de cloreto de
sédio (75% de UR) e a adicionou ao dessecador. Em seguida, foram utilizados 12
frascos de 30mL (3 por amostra) em que se adicionou Cloreto de Calcio (CacClz)
deixando um espaco de 1,5 cm entre o filme e o dessecante. Os recipientes foram
dispostos no dessecador e foi efetuado o vacuo. Durante 8 dias as amostras foram
retiradas e pesadas, e sempre que devolvidas ao dessecador, um novo Vacuo era

realizado.

A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada pela equacao:

Am X

— Equacéo 2.
A Ar AP auac

WVP=

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

entre os dois lados do filme (Pa).

3.2.3.5 Andlise Termogravimétrica

Os filmes de amido e quitosana puro e aditivado com OET nas concentracfes
de 2,5%, 5% e 10% foram analisados por analise termogravimétrica (TGA), afim de
avaliar as taxas de perda de massa. Foram pesados aproximadamente 20mg de cada
amostra, que foram introduzidas em uma termobalanca da marca Shimadzu DTG 60H.
As analises foram realizadas a uma faixa de temperatura de 25 a 600°C, com taxa de

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

3.2.3.6 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Os parametros térmicos dos filmes de amido/quitosana puro e aditivado com
2,5%, 5% e 10% de oleo essencial de tomilho foram avaliados pela técnica de
Calorimetria Diferencial Exploratéria no equipamento da marca Mettler Toledo modelo
1 Star® System (Figura 10).
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Figura 10 — Equipamento de DSC, modelo 1 Star® System.

Fonte: O autor

A massa das amostras variou de 6,3 a 8,1mg. As amostras foram introduzidas
em cadinhos de aluminio sobre atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. A

analise térmica foi realizada utilizando uma faixa de temperatura de 25 a 200°C.

3.2.3.7 Ensaio de Tracao

O teste mecanico de tragéo foi realizado utilizando o equipamento universal
apresentado na Figura 11, da marca EMIC 500. O experimento foi realizado seguindo
a norma da ASTM 882-12 (ASTM INTERNATIONAL, 2012), na temperatura ambiente

e sem controle de umidade.
Utilizaram-se os seguintes parametros para execuc¢ao do teste:

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

e Dimenséo do corpo de prova de 2,5 x 7,5 cm.

O ensaio de tragao foi realizado com os filmes de amido/quitosana puro e com
os aditivados com o OET. Utilizou-se um filme de cada formulacéo, e para cada filme
foram ensaiados seis corpos de prova. O teste estatistico de Duncan foi aplicado aos

resultados para avaliar as mudancas estatisticamente significativas.
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Figura 11 — Equipamento de ensaio de tragdo EMIC.

Fonte: O autor

3.2.3.8 Andlise da atividade antimicrobiana

Para a analise de atividade antimicrobiana dos filmes, utilizou-se uma matriz
alimenticia de queijo mucarela obtido comercialmente e amostras do filme aditivado
com 2,5% de 6leo essencial. As amostras tinham area de 4x4cm e espessura de 2,2

mm.

A técnica foi realizada conforme metodologia do ensaio de atividade
antimicrobiana in situ descrita por Dannenberg et al. (2017). As amostras dos filmes
foram primeiramente expostas a luz ultravioleta por 15 minutos em ambos os lados.
Em seguida, as amostras de queijo foram inoculadas em um dos lados com 0,1 mL
de suspenséo bacteriana (0,5 na escala de MacFarland) de E. coli. Posteriormente,
as amostras do filme foram colocadas em contato com o queijo, sobre o seu lado
contaminado. Apds esse procedimento, as amostras foram dispostas em sacos

previamente expostos a luz ultravioleta e armazenados a 4°C.

A quantificacdo de E. coli foi feita utilizando o método de contagem de células
vidveis. Para obtengcdo da contagem bacteriana no queijo, as amostras inoculadas
referentes aos dias a serem analisados foram lavadas com 9 mL de solugao

peptonada e posteriormente, 1 mL desta solucéo de lavagem foi retirada para preparar
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suspensdes em série de dez diluicbes em solucéo de peptona (0,1%). Em placas de
Petri de tamanho 80x15 mm e numeradas conforme sua dilui¢cdo, foi adicionado 1 mL
de cada suspensdo e em seguida, adicionou-se 0 agar nutritivo. Este processo foi
realizado em duplicata e as placas de Petri foram incubadas durante 48 horas em

estufa a 35°C. O procedimento foi realizado no intervalo de 0, 3, 6, 9 e 13 dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAC}AO DO OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO
4.1.1 Cromatografia Gasosa Acoplada com Espectrometria de Massas (GC-MS)

Para investigar a composi¢ao quimica do 6leo essencial de tomilho, realizou-
se a caracterizacdo pela técnica de GC-MS. Contudo, o principal interesse desta
analise foi conhecer os compostos majoritarios do OET e suas respectivas propor¢des

na amostra. Os principais componentes estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao do 6leo essencial de tomilho obtida por CG-MS

Composto (%)
Cimeno 52,16%
Timol 28,21%
Carvacrol 13,26%
Canfeno 2,64%
a-Terpineol 1,29%
Outros compostos 2,44%

Fonte: O autor

Com os resultados da anélise por CG-MS, é possivel perceber a presenca do
cimeno, timol e carvacrol como componentes majoritarios do OET, concordando com
a literatura (SADEKUZZAMAN et al., 2018). Estes resultados também concordam com
o estudo de (BURT, 2004), que estabelece as faixas de composi¢cado encontradas no
oleo essencial de tomilho referente ao timol (10-64%) e cimeno (10-56%). Outros
trabalhos também apontam o cimeno, timol e carvacrol como principais componentes
do OET, mas em proporcoes diferentes das encontradas neste trabalho. Pirbalouti,
Hashemi e Ghahfarokhi (2013) encontraram 35,51% de timol, 8,47% de cimeno e
6,87% de carvacrol no 6leo de tomilho, enquanto Schétt et al. (2017) observou 37,7%

de timol, 7,5% de cimeno e 5,0% de carvacrol.

Esta diferenca na concentracdo dos componentes majoritarios no OET se deve
aos fatores genéticos e condigdes ambientais (GONCALVES et al., 2017), bem como
podem ter relacdo com a variacdo sazonal, de umidade e temperatura do cultivo do
tomilho, como também do processo de extracao do 6leo (LEMOS et al., 2017).

Portanto, pode-se verificar por CG-MS que o 6leo essencial de tomilho

analisado possui 0s principais componentes apresentados na literatura, que
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funcionam como agentes antimicrobianos (CARVALHO et al, 2015;
SADEKUZZAMAN et al., 2018). Assim, antes de produzir os biofilmes, realizou-se um
estudo da atividade antimicrobiana apenas do OET, cujo resultado sera apresentado

posteriormente.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho do 6leo essencial de tomilho foi realizada
para complementar os resultados obtidos na anélise de GC-MS, com o objetivo de
identificar as bandas caracteristicas dos componentes majoritarios do OET (cimeno,
timol e carvacrol). O espectro pode ser observado na Figura 12.

Figura 12 — Espectro de infravermelho do 6leo essencial de tomilho.
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Fonte: O autor

O espectro de infravermelho obtido apresentou bandas caracteristicas dos
trés componentes majoritarios do 6leo essencial de tomilho. As bandas localizadas
em 1585 e 1420 cm sdo atribuidas a ligacdo C=C das estruturas do timol e carvacrol
e do anel aromatico do cimeno, respectivamente. As bandas em 1381 e 1362 cm™

referem-se aos grupos metil-isopropil dos componentes do 6leo, enquanto em 1522
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cm encontra-se a banda referente ao fenil para-substituido do cimeno. A banda em
813 cm é atribuida a vibracdo C-H fora do plano na estrutura do cimeno. As bandas
localizadas entre 3000 e 2850 cm™ sédo referentes aos estiramentos simétricos e
assimétricos das ligacbes C-H presentes no cimeno, timol e carvacrol. A Tabela 3

apresenta os resultados obtidos por Valderrama e Rojas (2017).

Tabela 3 — Atribuicdo das bandas caracteristicas no espectro de infravermelho do cimeno, timol e

carvacrol
Atribuicao Bandas no espectro
da banda de infravermelho (cm)
Cimeno
C-H (estiramento simétrico e assimétrico) 3000 - 2850
C=C do anel aromatico 1500-1400
Grupo metil isopropil (estiramento 1381
simétrico)
Grupo metil isopropil (estiramento 1362
assimétrico)
Fenil para-substituido 1055-1019
C-H fora do plano 813
Timol e Carvacrol
C-H (estiramento simétrico e assimétrico) 3000 - 2850
Cc=C 1600-1585
Grupo metil isopropil (estiramento 1381
simétrico)
Grupo metil isopropil (estiramento 1362
assimétrico)
Vibracéo do anel aromético 807, 811

Fonte: Valderrama e Rojas (2017)

Esses autores identificaram as bandas caracteristicas dos principais
componentes do Oleo essencial de tomilho, corroborando com os resultados obtidos

neste trabalho.

4.1.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho pelo
método do disco-difusdo em agar

Apos o periodo de incubacéo, verificou-se que o Oleo essencial de tomilho inibiu
o crescimento microbiano para as duas bactérias em estudo, conforme indica a Figura

13. O halo de inibicdo observado para a colonia da bactéria Escherichia coli foi de
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49,7 mm (Figura 13a) e 50,2 mm (Figura 13b), enquanto para a colbnia de
Staphylococcus aureus os halos de inibicao foram de 92,7 mm (Figura 13c) e 79,8 mm
(Figura 13d).

Figura 13 — Teste de inibicdo microbiana do 6leo essencial de tomilho para Escherichia coli (a, b) e
Staphylococcus aureus (c, d)

Fonte: o autor

De acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI,
2015), os halos de inibigcdo para bactérias no teste do disco-difusdo séo classificados
como: resistente para didmetro igual ou menor que 14 mm, intermediario para

didmetro entre 15 e 19 mm e sensivel para diametro superior a 20 mm.

Nesta andlise, os halos de inibicdo tanto para E. coli quanto para S. aureus
apresentaram diametro da zona de inibicdo superiores a 20 mm. Deste modo, pode-
se considerar que ambas as bactérias foram sensiveis ao 6leo essencial de tomilho.
Outros estudos encontrados na literatura também apontam a atividade antimicrobiana
do OET para S. aureus e E. coli (GONCALVES et al., 2013; CARVALHO et al., 2015;
ZHANG et al., 2016), bem como outros micro-organismos como L. monocytogenes,
S.Typhimurium (GHABRAIE et al.,, 2016), Acinetobacter spp e Enterococcus sp
(LYSAKOWSKA; DENYS; SIENKIEWICZ, 2011; BILENLER et al., 2015).

Desta forma, pode-se observar com esses resultados que o 6leo essencial de
tomilho se mostrou bastante promissor como agente antimicrobiano para a formulacéo

de biofilmes de amido/quitosana para embalagens ativas.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES POLIMERICOS
4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A Tabela 4 apresenta as bandas vibracionais caracteristicas no espectro de
infravermelho para os filmes de amido e quitosana obtidos por Serrero et al (2010).

Tabela 4 — Atribuicdo das bandas caracteristicas no espectro de infravermelho da quitosana e do

amido
Namero de onda (cm™) Atribuicdes da quitosana Atribuicdes do amido
3700-3100 Estiramento O-H e N-H Estiramento O-H
2880-2930 Estiramento C-H Estiramento C-H
1655 (préximo) Amida -
1640 Flexdo O-H da 4gua Flexdo O-H da 4gua
1624 e 1524 NHs*
1455 CH:2
1420-1320 C-H
1413 CH:
1385 C-H
1240, 1202 O-H
1190-960 Cc-O C-0

Fonte: Serrero et al (2010).
Essas bandas vibracionais podem ser observadas na Figura 14, que apresenta
0 espectro de infravermelho obtido do filme de amido puro e da blenda
amido/quitosana. Observa-se que os espectros dos filmes sédo parecidos, devido a

presenca de bandas caracteristicas do amido na mesma regido da quitosana.

Contudo, € possivel diferenciar os espectros dos filmes de amido puro e
amido/quitosana pela presenca de uma banda na regido de 1554 cm, referente a
amina presente na estrutura da quitosana, como pode ser observada no espectro da
blenda amido/quitosana, resultado esse concordante com os obtidos por Serrero et al
(2010). Mathew, Brahmakumar e Abraham (2006) encontraram resultado semelhante
ao realizar a espectroscopia na regidao do infravermelho em filmes de amido de
batata/quitosana, onde encontraram uma banda referente a amina da quitosana na

regido entre 1548 e 1580 cm™.



43

Figura 14 — Espectro de infravermelho dos filmes de amido puro (AP) e da blenda amido/quitosana
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Fonte: O autor

A incorporacéao do 6leo essencial de tomilho também foi verificada pela técnica

de espectroscopia por infravermelho, conforme a Figura 15.

Figura 15 — Espectro de infravermel

% Transmitancia

ho dos filmes de amido/quitosana e dos filmes aditivados com

6leo essencial de tomilho.

—— AQP
AQ02
AQO5

—— AQ10

T T
4000 3500

Percebe-se pela analise

T T T T T 1
2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm-1)

T T
3000 2500

Fonte: O autor

por FTIR dos filmes de amido/quitosana puro e

aditivados com 0leo essencial de tomilho que os espectros obtidos sdo semelhantes.
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Essa semelhanca se deve ao Oleo essencial de tomilho apresentar bandas
vibracionais caracteristicas nas mesmas regifes do filme de amido/quitosana. Além
disso, a maior concentracdo de amido em relagcdo aos outros componentes contribui
para a ocorréncia de sobreposicdo de bandas no espectro de infravermelho, néao
sendo possivel verificar as bandas referentes ao aditivo. Desta forma, foi necessario
realizar a Analise de Componentes Principais (PCA) para evidenciar a diferenca entre
os filmes poliméricos de amido/quitosana puro e nas concentracdes de 2,5, 5 e 10%

de 6leo essencial de tomilho.

4.2.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

Como ferramenta complementar aos resultados dos espectros de
infravermelho, foi utilizada a Analise de Componentes Principais, com o objetivo de
identificar a diferenca entre as blendas amido/quitosana puro e aditivado com 2,5%,
5% e 10% de Oleo essencial de tomilho. Essa andlise foi realizada para observar a
existéncia de alguma separacdo entre os grupos dos filmes com concentracdes
diferentes de 6leo essencial na matriz polimérica. A faixa de estudo utilizada para a
elaboracéo da PCA foi entre 4000-400 cm™ por apresentar em sua totalidade, a maior

parte das informacgfes quimicas das amostras.

Através do grafico dos scores apresentado na Figura 16, observa-se que houve
diferenciacdo quimica da matriz de amido/quitosana pura dos filmes aditivados com
Oleo essencial de tomilho. Além disso, os filmes de amido/quitosana aditivados com
2,5% e 5% de OET n&o apresentaram separacao significativa na PCA. Pode-se
atribuir esta observacdo as concentragfes de 6leo essencial, por serem proximas.
Numa concentracdo mais elevada, como na adicdo de 10% de Oleo essencial de

tomilho, a separacao é nitida nos scores da PCA.



45

Figura 16 — Andlise das componentes principais dos filmes de amido/quitosana puro e aditivado com
2,5, 5 e 10% de 6leo essencial de tomilho.
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Fonte: O autor

A partir dos espectros apresentados pelos loadings da PCA é possivel identificar os
sinais responsaveis pela separacdo dos grupos nos graficos de scores. Analisando-
se a figura 17, é possivel visualizar uma banda positiva e outra negativa entre 3600-
3100 cm referentes aos estiramentos O-H e N-H da quitosana e O-H do amido. O
sinal positivo em 994 cm- é caracteristico do estiramento C-O do amido e quitosana.

Figura 17 — Loadings da PCA referentes aos filmes de amido/quitosana
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4.2.3 Difratometria de Raios-X (DRX)

O Difratograma de Raios-X dos filmes de amido/quitosana aditivados com 6leo
essencial de tomilho esta representado na Figura 18.
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Figura 18 — Difratograma de Raios-X do filme de amido puro (AP); filme de amido/quitosana puro
(AQP) e filmes aditivados com 6leo essencial de tomilho nas concentragdes de 2,5% (AQ02), 5%
(AQO5) e 10% (AQ10)
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Fonte: O autor

Os filmes obtidos apds o processo de gelatinizacdo apresentaram picos de
difracdo a 26 em torno de 5°, 15°, 17°, 20° e 22°, indicando uma mistura de polimorfos
tipo A e B caracteristicos do amido de araruta (NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA,
2018). Uma maior intensidade encontrada no pico de 20° pode ser atribuido também
a presenca de quitosana (MATHEW; BRAHMAKUMAR; ABRAHAM, 2006). O pico de
10° referente a quitosana em sua forma cristalina, ndo aparece nos difratogramas
obtidos, devido ao seu perfil amorfo e a sua baixa concentracdo em relagéo ao teor
de amido (XU et al., 2005).

Os difratogramas apresentam picos de baixa intensidade, indicando sua baixa
cristalinidade e predominancia de um perfil amorfo. Este carater amorfo dos filmes se
da pelas interacdes intermoleculares entre os grupos amina e hidroxila presentes na
guitosana e no amido, limitando o movimento da cadeia molecular e desta forma,
reduzindo sua cristalizacdo (MATHEW; BRAHMAKUMAR; ABRAHAM, 2006;
ZHONG,; SONG,; LI, 2011).

N&o foram verificadas diferencas significativas entre os difratogramas dos
filmes analisados, exceto pelo flme de amido/quitosana aditivado com 2,5% de OET,

gue se apresentou mais cristalino, como pode ser observado na Tabela 5. Esse evento
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pode ser atribuido & incidéncia de uma miscibilidade molecular entre os componentes
do filme (BOURTOOM; CHINNAN, 2008).

Tabela 5 — Grau de cristalinidade estimado para os filmes de amido e amido/quitosana.

Biofilme Xc (grau de cristalinidade)
AP 7,64%
AQP 6,36%
AQO02 8,62%
AQO5 6,94%
AQ10 6,67%

Fonte: O autor

E possivel verificar também a diferenca de cristalinidade entre o filme de amido
puro e a blenda amido/quitosana. O filme cuja matriz é formado pela blenda polimérica
apresenta menor cristalinidade devido as interacGes intramoleculares entre o NHs* e
0os grupos hidroxil da quitosana que, conforme explicado anteriormente, limitam o
movimento molecular de sua cadeia, reduzindo o grau de cristalizacdo (MATHEW,
BRAHMAKUMAR; ABRAHAM, 2006).

4.2.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

Os valores do teste de Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) dos filmes de

amido e quitosana aditivados com 0Oleo essencial de tomilho estdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de permeabilidade ao vapor de agua do filme de amido/quitosana puro (AQP) e
filmes aditivados com 6leo essencial de tomilho nas concentracdes de 2,5% (AQ02), 5% (AQO05) e 10%

(AQ10).

Filme* PVA (g.h-1.m-1. Pa-1).107
AQP 1,75 + 1,432
AQ02 1,81 + 1,352
AQO5 2,29+ 1,67
AQ10 2,52 + 1,46P

Fonte: O autor

Pelos dados obtidos, pode-se observar que a adicdo de 2,5% de OET nao
alterou significativamente a PVA do filme. J& com a adicdo de concentracdes
superiores do Oleo essencial, houve aumento significativo da permeabilidade do filme
de amido/quitosana, ao contrario do que é esperado para filmes incorporados com
substancias hidrofébicas (ELSABEE; ABDOU, 2013; GHASEMLOU et al., 2013). A
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incorporacdo de substancias hidrofobicas, na matriz polimérica, deve reduzir sua
interacdo com a agua, reduzindo a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
(PENG; LI, 2014).

Possivelmente, o aumento da PVA se deu pelas interacdes dos componentes
do Oleo essencial de tomilho com a matriz polimérica do filme, quando em
concentracfes mais elevadas. Os sitios hidrofilicos do timol e do carvacrol presentes
na composicao do OET interagem com as hidroxilas do amido, enfraguecendo as
ligagbes de hidrogénio, ocorrendo a perda de coesdo da matriz e aumentando o
espacamento entre as cadeias, permitindo consequentemente uma maior
permeabilidade de &gua devido a formacdo de poros (DAVOODI; KAVOOSI;
SHAKERI, 2017; VALENCIA-SULLCA et al., 2018). Além disso, sabe-se que 0 amido

utilizado como matriz do biofilme possui carater hidrofilico (ROCHA et al., 2014).
4.2.5 Analise Termogravimétrica
O termograma dos filmes produzidos € apresentado na Figura 19.

Figura 19 — Curvas de TGA (a) e DTG (b) dos filmes de amido de araruta/quitosana puro e aditivados
com 2,5%, 5% e 10% (m/m) de 6leo essencial de tomilho
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Fonte: O autor

O primeiro estagio pode ser observado na faixa entre 25°C e sua temperatura
final varia de 150 °C a 163 °C a depender do tipo do filme. A perda de massa nessa
faixa pode ser atribuida a evaporacdo de agua e acido acético da matriz polimérica
(ALTIOK; ALTIOK; TIHMINLIOGLU, 2010; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010;
NOGUEIRA; FAKHOURI; OLIVEIRA, 2018) e simultaneamente a evaporacéo do 6leo
essencial de tomilho, a partir de 74°C (GHAHFAROKHI et al., 2016) e a decomposi¢éo

dos grupamentos amina da quitosana a 135°C. Uma segunda perda de massa pode
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ser observada entre 200°C e 400°C. A evaporagdao do glicerol utilizado como
plastificante na formulagédo, tem sua perda de massa na faixa entre 200 e 330°C
(QUIJADA-GARRIDO et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2015) e paralelamente ocorre
a etapa final de degradacao térmica dos grupos polihidroxilas da quitosana (a partir
de 300°C) e do amido (acima de 330°C), acompanhada da despolimerizacdo e
decomposicdo das matrizes poliméricas, seguida de carbonizacdo (MARTINEZ-
CAMACHO et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2018).

Analisando a Figura 18.a., pode-se observar que a adicdo de 2,5% e 5% de
Oleo essencial de tomilho ao biofilme causou uma perda de massa inicial menor em
comparacao ao filme puro e ao aditivado com 10% de OET, agregando ao filme uma
maior estabilidade térmica no primeiro estagio da degradacéo, porém sem interferir

nas suas temperaturas de degradacéo, como pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros de TGA e DTG dos filmes

: 1° estagio 2° estagio
Filmes
Ton Toff Tméx Ton Toff Tméx
AQP 25 161 71 204 407 319
AQO02 25 150 79 204 409 319
AQO5 25 151 77 207 407 319
AQ10 25 163 81 204 408 318

Fonte: O autor
4.2.6 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

A Tabela 8 apresenta a temperatura de fusdo e a entalpia obtidas através do
termograma de DSC dos filmes de amido/quitosana puro e aditivado com o6leo

essencial de tomilho.

Tabela 8 — Pardmetros térmicos (DSC) dos filmes

Biofilmes Pico Endotérmico (°C) AH: (3.g71)
AQP 103,39 160,77
AQO02 103,77 165,80
AQO5 110,97 195,38
AQ10 108,16 187,51

Fonte: O autor
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Observando a Figura 20 e os dados da Tabela 8, € possivel perceber em todos
os filmes analisados a presenca de um pico endotérmico em torno de 100°C referente
a evaporacdo da agua (LUCHESE et al., 2018). A presenca de apenas um pico
endotérmico no termograma de DSC pode ser atribuida a miscibilidade e
homogeneidade dos componentes da blenda polimérica, tanto relacionado a presenca
da quitosana como a do 6leo (LOPEZ et al., 2014).

Os valores de entalpia encontrados para os filmes de amido/quitosana puro e
aditivados com 06leo essencial de tomilho corroboram com os estudos de Suriyatem,
Auras e Rachtanapun (2018), que verificaram a entalpia para o filme de amido de arroz
a 160,4°C e para filmes amido/quitosana entre 145,6 e 219,2°C.

Figura 20 — Termograma dos filmes de amido/quitosana puro e aditivados com 6leo essencial de
tomilho.
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A temperatura de transi¢édo vitrea (Tg) ndo pode ser observada neste estudo
devido as limitacdes do equipamento de DSC utilizado, que n&o atinge temperaturas
abaixo de zero, visto que a Tg do amido plastificado é de -50°C, de acordo com a
literatura (LOPEZ et al., 2011). Ghanbarzadeh, Almasi e Entezami (2010) apontaram
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que a Tg de filmes a base de amido plastificado é dificil de ser determinada uma vez
que a alteracdo de capacidade de calor ou o sinal do fluxo de calor € geralmente mais
fraca do que a dos polimeros convencionais. Além disso, o DSC é um método cuja
sensibilidade da andlise € baixa, em especial para materiais ndo puros, como misturas
de polimeros ou compdésitos (LORANDI; CIOFFI; ORNAGHI JR., 2016). Estudos
recentes demonstram que para a deteccdo da Tq em filmes que usam amido como
matriz polimérica € necessario usar a técnica de Analise Dinamica Mecanica,
comumente chamada de DMA (THOMAZINE; CARVALHO; SOBRAL, 2006;
SURIYATEM; AURAS; RACHTANAPUN, 2018). A determinagéo da Tq de um material
por DMA é uma das técnicas mais utilizadas, devido a sua alta sensibilidade a
transicbes e confianca dos dados, principalmente quando se trata de misturas de
materiais (LORANDI; CIOFFI; ORNAGHI JR., 2016).

4.2.7 Ensaio de Tracao

O ensaio de tracdo dos filmes poliméricos foi realizado com a finalidade de
verificar a influéncia do 6leo essencial de tomilho nas propriedades mecanicas das
blendas amido/quitosana. Para este estudo (Tabela 9) foi aplicado o teste estatistico
de Duncan de forma a avaliar as mudancas significativas (p<0,05) nas propriedades
mecanicas dos filmes aditivados ou ndo com OET.

Tabela 9 — Parametros mecénicos dos filmes de amido/quitosana aditivados com 6leo essencial de
tomilho

Tensédo naforca Deformacédo Especifica Médulo Elastico

LS maxima (MPa) na Ruptura (%) (MPa)
AQP 5,646 + 0,2512 23,550 £ 14,2232 67,135 + 21,0292
AQO02 2,820 + 1,039° 56,358 + 12,059° 16,953 + 5,771°
AQO5 4,308 + 0,253¢ 53,685 + 9,887 24,980 + 4,049°
AQ10 4,796 + 0,388 38,872 +2,8732 32,220 + 3,277

Fonte: O autor

A partir dos resultados apresentados na Tabela 9, pode-se notar um
decréscimo na Tenséo na For¢ca Maxima de 5,646 MPa no filme amido/quitosana puro
para 2,82 MPa, 4,308 MPa e 4,796 MPa para os filmes aditivados, respectivamente,
com 2,5%, 5% e 10% de 6leo essencial de tomilho. A tensdo na forca maxima esta
relacionada a resisténcia mecanica do filme; desta forma, é possivel verificar que o

filme com adic¢ao de 2,5% de OET apresentou menor resisténcia mecanica em relagéo
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aos demais. Porém, observa-se também que as outras propriedades mecanicas
tiveram maiores alteracbes nesta concentragdo, apresentando o menor valor de
modulo de elasticidade e o maior valor de deformacdo especifica na ruptura,
significando que o filme tornou-se menos rigido e mais flexivel em comparacdo aos
demais. Resultados semelhantes foram observados por Sapper et al. (2018), que
estudaram o efeito da adi¢cdo de 6leo essencial de tomilho em filmes de amido/goma
gelana e verificaram diminuicdo na rigidez e na resisténcia mecanica em relacao ao

filme puro.

Diversos estudos corroboram com os resultados obtidos neste trabalho, onde
concentracfes mais elevadas de Oleo essencial adicionadas a matriz polimérica
reduzem a resisténcia mecanica dos filmes devido a formacédo de descontinuidades
em sua estrutura (JIMENEZ et al., 2014; JOUKI et al., 2014). Por outro lado, a
utilizac@o de pequenas concentragdes do Oleo essencial plastifica a matriz polimérica
através da reducdo das forcas de interacdo das cadeias sem introduzir
descontinuidades significativas na estrutura dos filmes (SAPPER et al., 2018). Desta
forma, pode-se inferir que a adicdo de 2,5% de 6leo essencial de tomilho promoveu
melhor efeito plastificante nos filmes de amido/quitosana em comparacdo as

concentracfes mais elevadas e ao filme puro.

De modo geral, o filme de amido/quitosana aditivado com 2,5% de Oleo
essencial de tomilho apresentou as melhores propriedades em comparagdo aos
outros filmes, como melhor cristalinidade, melhores propriedades mecéanicas e maior
estabilidade térmica. Desta forma, optou-se por realizar a analise de atividade
antimicrobiana somente com o filme de amido/quitosana com 2,5% de OET, devido a
limitacdo de tempo para a execuc¢ao de tal analise.

4.2.8 Andlise da Atividade Antimicrobiana

A analise in situ em amostra de queijo mucarela demonstrou que o filme de
amido/quitosana aditivado com 2,5% de oOleo essencial de tomilho apresentou
atividade antimicrobiana para a concentracao testada, conforme exposto na Figura
21.
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Figura 21 — Atividade antimicrobiana do filme de amido/quitosana aditivado com 2,5% de éleo
essencial de tomilho
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Fonte: O autor

Imediatamente apés a aplicacdo do biofilme, uma reducdo significativa na
contagem de células viaveis de E. coli foi observada, de 8,17 para 6,36 Log UFC/g. A
reducao também ocorreu nos dias seguintes de analise, podendo-se observar através
dos resultados que ocorreu maior atividade antimicrobiana apés 13 dias de contato do

filme com a amostra de queijo mucgarela.

A migracdo do 6leo essencial de tomilho, assim como os resultados obtidos,
pode ser justificada pela afinidade existente entre o 6leo essencial, que possui
componentes apolares, com a amostra testada (mucarela), que apresenta teor de
aproximadamente 27,7% de lipideos (INMETRO, 2011). Esta afinidade facilita a
migracao do 6leo essencial de tomilho do interior do filme para a superficie do queijo,
permitindo uma melhor dispersdo do agente antimicrobiano no alimento
(DANNENBERG et al., 2017).

Conforme pode ser interpretado a partir da Figura 20, a liberacdo do 6leo
essencial de tomilho dos filmes ocorre ja no dia zero, ou seja, no primeiro contato do
filme com o alimento. A migracdo ocorre gradualmente, matando parte das bactérias
e inibindo o crescimento microbiano ao longo dos dias analisados. A explicacdo para
a morte das bactérias € atribuida ao timol e o carvacrol, compostos fendlicos presentes
no Oleo essencial de tomilho, bem como os grupos amino da quitosana presente no

filme, desintegram a membrana externa de bactérias, liberando componentes
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intracelulares (JOUKI et al., 2014; RIAZ et al., 2018). O efeito do carvacrol frente as
bactérias intensifica-se quando atua em sinergismo com o cimeno, hidrocarboneto que
faz parte da composicdo do OET (BURT, 2004). O tempo de liberacdo do oleo
essencial da matriz do filme para a amostra também tem um papel importante na
propriedade antimicrobiana do filme (MORADI et al., 2016), prolongando o tempo de
vida atil do alimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Altiok, Altiok e
Tihminlioglu (2010), que registrou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de

tomilho incorporado a filmes de quitosana contra E. coli.



55

5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Através da Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa (CG-
MS) foi possivel determinar a composicéo do 6leo essencial de tomilho. Verificou-se
que o O6leo essencial possui alta concentracdo dos seus componentes ativos,
apresentando 52,16% de cimeno, 28,21% de timol e 13,26% de carvacrol. Atravées da
espectroscopia de infravermelho pode-se complementar os resultados do GC-MS,
pelo qual identificou-se as bandas caracteristicas dos componentes majoritarios do
Oleo essencial de tomilho. O ensaio de atividade antimicrobiana por disco-difusdo em
agar apresentou Otimo potencial inibidor frente as bactérias Escherichia coli e

Staphylococcus aureus, que apresentaram-se sensiveis ao 6leo essencial.

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) junto com a analise de componentes
principais (PCA) comprovaram a incorporagdo do Oleo essencial de tomilho nas

concentracfes de 2,5%, 5% e 10% na matriz polimérica da blenda amido/quitosana.

Pela andlise termogravimétrica (TGA) observou-se que o 6leo essencial de
tomilho nas concentragbes de 2,5% e 5% influenciou na temperatura do primeiro
estagio de degradacao dos filmes ativos, tornando-o0s mais termicamente estaveis. Na
Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) os filmes de amido/quitosana puro e
incorporados com Oleo essencial apresentaram entalpia concordante com os valores
encontrados na literatura. A temperatura de transicao vitrea ndo pode ser identificada

devido as limitacBes do equipamento utilizado.

Observou-se com os resultados da Difratometria de raios-X (DRX) que o filme
de amido/quitosana aditivado com 2,5% de 6leo essencial de tomilho apresentou-se
mais cristalino do que nos filmes de amido puro, amido/quitosana puro e com
concentragcbes superiores do aditivo. O ensaio de tracédo revelou que o filme de
amido/quitosana com 2,5% de OET tornou-se menos rigido e mais flexivel que os

demais filmes, apesar de sua menor resisténcia mecanica.

O ensaio de atividade antimicrobiana do filme de amido/quitosana aditivado
com 2,5% de Oleo essencial de tomilho realizado in situ nas amostras de queijo
mucarela contaminadas com Escherichia coli apresentou oOtima migracdo do

componente ativo para o alimento, acarretando na morte das bactérias no primeiro



56

contato do filme com a amostra do queijo e ao longo dos 13 dias de realizacdo do

ensaio.

Desta forma, pode-se concluir que os filmes de amido/quitosana sédo bastantes
promissores para o seu uso como embalagem ativa, em especial a blenda polimérica
aditivada com 2,5% de 6leo essencial de tomilho, que apresentou as melhores
propriedades na maioria dos ensaios realizados e também demonstrou excelente

atividade antimicrobiana no teste com o alimento.

Como perspectivas futuras, sugere-se realizar ensaios adicionais para melhor
compreender as propriedades e comportamento dos filmes como Microscopia
Eletronica de Varredura e a DMA, bem como investigar o efeito de outros métodos de

esterilizacdo, como o uso da radiagcdo gama.
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