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RESUMO

O desenvolvimento de embalagens ativas com polimeros biodegradaveis é
interessante para aliar o aumento da vida de prateleira dos alimentos com a mitigacédo
dos impactos ambientais causados pela eliminagdo de residuos plésticos no ambiente. A
vista disso, neste trabalho foram desenvolvidos e caracterizados filmes ativos
biodegradaveis a base de amido de araruta, extrato pectinoso da casca do maracuja
amarelo e Oleo Essencial de Alecrim (OEA). O OEA e o extrato pectinoso foram
caracterizados a fim de verificar o potencial de utilizacdo como agentes ativos em
embalagens antimicrobianas e/ou antioxidantes. Os resultados mostraram que o OEA
tem maior potencial para atuar como agente antimicrobiano, apresentando inibi¢ao
significativa contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, enquanto que
0 extrato pectinoso tem maior possibilidade de desempenhar o papel de antioxidante,
exibindo um alto teor de compostos fendlicos totais (230,09 + 29,08 mg de equivalente
de acido galico (EAG)/g de extrato pectinoso) e também boa atividade antioxidante
pelos dois métodos usados (70,83 + 1,82% de inibicdo do 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH) e um poder de reducéo de ferro de 53,20 + 1,95 mmol de sulfato ferroso/g de
extrato pectinoso). Os filmes foram preparados pela técnica solution casting, a partir de
solucdes filmogénicas com diferentes teores de OEA (0,5 — 1,5%, m/m) como agente
ativo e de sacarose (0 - 1,4%, m/m) como plastificante, e avaliados quanto as
propriedades fisico-quimicas, térmicas, mecanicas e de barreira e quanto ao potencial
antioxidante e de migragédo dos compostos ativos para simulantes de alimentos. Foram
obtidos filmes visualmente transparentes e com uma coloracdo amarelo-ocre que
demonstraram boa propriedade de barreira ao oxigénio e capacidade para atender 0s
requisitos mecanicos de embalagens de alimentos. A adi¢do de OEA provocou reducao
nas propriedades de resisténcia a tracdo e alongamento percentual e aumento na
permeabilidade ao vapor de agua. A sacarose ndo teve efeito nas propriedades de
barreira, mas influenciou na solubilidade e no alongamento percentual. Em relagdo ao
teste de migracdo, verificou-se que ocorreu migracdo de compostos ativos dos filmes
para os dois simulantes testados (aquoso e lipidico); contudo, a maior migracdo foi
observada para o simulante lipidico. O material desenvolvido neste trabalho € muito
promissor porque além de ser uma alternativa aos conservantes quimicos e polimeros
sintéticos € uma forma de agregar valor ao residuo agroindustrial do processamento do
maracuja amarelo - fruto produzido em alta escala no Brasil.

Palavras-chave: Embalagem ativa. Polimeros biodegradaveis. Amido de araruta.
Pectina. Oleo essencial de alecrim.



ABSTRACT

The development of active packaging with biodegradable polymers is interesting
to combine the increased shelf life of food with the mitigation of environmental impacts
caused by the disposal of plastic waste in the environment. In view of that, in this work,
active biodegradable films based on arrowroot starch, pectinous extract of yellow
passion fruit peel and Rosemary Essential Oil (REO) were developed and characterized.
The REO and the pectinous extract were characterized in order to verify the potential
for use as active agents in antimicrobial and/or antioxidant packaging. The results
showed that the REO has a greater potential to act as an antimicrobial agent, presenting
significant inhibition against the Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria,
while the pectinous extract is more likely to play the role of antioxidant, exhibiting a
high content of total phenolic compounds (230.09 £ 29.08 mg gallic acid equivalent
(GAE)/g of pectinous extract) and also good antioxidant activity by the two methods
used (70.83 + 1.82% inhibition of 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) and an iron
reduction power of 53.20 + 1.95 mmol of ferrous sulphate/g of pectinous extract). The
films were prepared by solution casting, from filmogenic solutions with different
contents of REO (0.5 - 1.5%, w/w) as active agent and sucrose (0 - 1.4%, w/w) as
plasticizer, and evaluated for physical-chemical, thermal, mechanical and barrier
properties and as for the antioxidant and migration potential of active compounds for
food simulants. Visually transparent films with an ocher yellow color were obtained,
which demonstrated good oxygen barrier properties and suitable mechanical capacity
for application in food packaging. The addition of REO decreased the tensile strength
and elongation properties and increased the water vapour permeability. Sucrose had no
effect on barrier properties, but influenced solubility and elongation. Regarding the
migration test, it was observed the migration of active compounds from the films to the
two simulants tested (aqueous and lipid); however, the greatest migration was observed
for the lipid simulant. The material developed in this work is very promising because in
addition to being an alternative to chemical preservatives and synthetic polymers, it is a
way of adding value to the agroindustrial waste from the processing of yellow passion
fruit, produced on a large scale in Brazil.

Keywords: Active packaging. Biodegradable polymers. Arrowroot starch. Pectin.

Rosemary essential oil.
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, as embalagens para alimentos eram pensadas para atuar meramente
como uma barreira inerte entre o produto e o ambiente externo (AZEREDO et al., 2000).
Entretanto, a medida que outras necessidades foram surgindo, novas tecnologias foram
desenvolvidas e, nas Ultimas décadas, um tipo promissor de embalagem, denominadas
embalagens ativas, eclodiu com a proposta de aumentar a vida de prateleira do produto por
meio da interacdo desejavel entre o alimento e a embalagem (AZEREDO et al., 2000;
MACHADO, 2011).

Entre os diversos tipos de embalagens ativas, encontram-se as antioxidantes e as
antimicrobianas produzidas por meio da incorporacdo de substdncias ativas que serdo
liberadas para os alimentos a fim de protegé-los da oxidacéo lipidica e da proliferacdo de
microrganismos  deteriorantes, respectivamente (GOMEZ-ESTACA et al., 2014;
MALHOTRA; KESHWANI; KHARKWAL, 2015). As substdncias mais comumente
utilizadas para esta finalidade tém sido os aditivos quimicos sintéticos, contudo, alguns
estudos tem questionado a utilizacdo destes aditivos alegando que eles podem promover
efeitos toxicos e carcinogénicos no organismo (MOREIRA et al, 2005; KECHICHIAN et al.,
2010; TIVERON, 2010; ALVES-SILVA et al., 2013).

Em razdo disso, tem crescido a busca por aditivos naturais que possam servir como
agente antioxidante e/ou antimicrobiano, dentre os quais os 6leos essenciais tém se destacado
por inibirem um amplo espectro de microrganismos e apresentarem resultados animadores na
manutencdo da estabilidade oxidativa de alimentos, além de também ndo apresentarem
perigos a saude do consumidor e ao meio ambiente (PESAVENTO et al., 2015; CARVALHO
et al., 2016; MOHSENABADI et al., 2018). Um exemplo de 6leo essencial com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes amplamente conhecidas é o 6leo essencial de alecrim (OEA)
(NIETO; ROS; CASTILLO, 2018; EBRAHIMI et al., 2020).

Em geral, as propriedades bioldgicas do OEA tém sido atribuidas aos seus
constituintes quimicos, essencialmente monoterpenos e monoterpendides, reconhecidos por
ter acdo inibitéria sobre o crescimento de diversas bactérias (Gram-negativas, e
principalmente, Gram-positivas) e potencial atividade antioxidante e antifungica (PROBST,
2012; RASKOVIC et al., 2014).

Algumas aplicagdes do OEA em sistemas de embalagem ativa ja foram relatadas na
literatura (ABDOLLAHI; REZAEI; FARZI, 2012; MOHSENABADI et al., 2018; YEDDES
etal., 2019).
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O desenvolvimento de embalagens ativas por meio da incorporacdo de Oleos
essenciais tem sido o foco de vérias pesquisas, tanto com polimeros sintéticos como com
polimeros naturais. Os principais materiais para producdo de embalagens sdo os polimeros
sintéticos derivados do petrdleo como o policloreto de vinila, o poliestireno e o polietileno
(MULLER, 2016), porém, o uso desta classe de polimeros tem gerado uma grande
preocupacdo ambiental em virtude dos graves problemas ocasionados pela sua lenta
degradacdo no meio ambiente (GALDEANO et al., 2013). A vista disso, a partir dos Gltimos
anos houve grande interesse no desenvolvimento de embalagens obtidas a partir de materiais
biodegradaveis (MACHADO et al., 2012; JHA, 2020; DE ANDRADE et al., 2020;
MANIKANDAN; PAKSHIRAJAN; PUGAZHENTHI, 2020).

Entre os materiais biodegradaveis para a producdo de embalagens, destaca-se 0 amido
por sua alta disponibilidade e baixo custo (CARR, 2007). Ha diversos tipos de amido, dentre
0s quais, 0 de araruta, proveniente de um rizoma muito comum no Brasil e ainda pouco
explorado economicamente (ROCHA, 2019). A utilizagdo do amido de araruta para a
producdo de embalagens biodegradaveis tem despertado crescente interesse devido ao seu alto
teor de amilose, superior a 20%, que favorece a formacéo de filmes (ROCHA, 2019; FU et al.,
2018).

No entanto, filmes elaborados exclusivamente por amido sé&o quebradi¢os e pouco
resistentes de modo que alternativas para melhorar as suas propriedades mecéanicas tém sido
bastante estudadas (ARENAS, 2012).

Uma das formas para diminuir a fragilidade dos filmes de amido é a incorporacédo de
plastificantes a fim de reduzir as forgas intermoleculares entre as cadeias do amido e aumentar
a sua mobilidade (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). Como rota viavel para
melhorar as propriedades, o amido pode ainda ser associado com outros polimeros, na
producéo de blendas polimeéricas, como a pectina que além de biodegradavel pode ser extraida
de diversos residuos agroindustriais (OLIVEIRA, 2013).

No Brasil, um residuo agroindustrial promissor para a extracdo de pectina é a casca do
maracuja amarelo (Passiflora Edulis Flavicarpa) uma vez que o pais é o maior produtor e
consumidor desta espécie no mundo (GOULART JUNIOR; REITER; MONDARDO, 2018).
Sendo assim, a utilizacdo desse residuo possibilita a conversdo de um material vegetal de
baixo custo e abundante em produtos de alto valor, trazendo beneficios para os consumidores
e para a industria de alimentos (SHI et al., 2013).

Neste trabalho foram desenvolvidos materiais de embalagem inovadores a base de

amido de araruta e extrato pectinoso do albedo da casca do maracuja amarelo aditivados com
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0leo essencial de alecrim. Este estudo é interessante, uma vez que o extrato pectinoso além de
melhorar as propriedades mecanicas do amido pode atuar como antioxidante, por ser rico em
pectina e compostos fendlicos (CAZARIN et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Este trabalho tem por objetivo produzir e caracterizar filmes biodegradaveis ativos,
desenvolvidos a partir de amido de araruta, extrato pectinoso do albedo da casca do maracuja

amarelo e Oleo Essencial de Alecrim (OEA).

2.2 ESPECIFICOS

a) Obter e caracterizar o extrato pectinoso do albedo da casca do maracuja amarelo;

b) Caracterizar o OEA pelas técnicas de Cromatografia Gasosa acoplada a um detector
de massas e Espectroscopia na Regido do Infravermelho, bem como avaliar o seu potencial
antioxidante e antimicrobiano;

c¢) Avaliar o efeito da incorporacdo do OEA e da sacarose nos filmes, por meio de
testes fisico-quimicos, térmicos, mecanicos e de barreira;

d) Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos filmes produzidos;

e) Avaliar a migracdo de agentes antioxidantes incorporados aos filmes para dois

meios simulantes de alimentos (agua destilada e 6leo de soja).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 EMBALAGENS ATIVAS

No passado, as embalagens alimenticias eram limitadas a proteger os alimentos das
condigdes externas (SOARES et al; 2015). Entretanto, com o passar do tempo a embalagem
foi incorporando novas funcdes e, assim, surgiu pela primeira vez na década de 80, e cresceu
significativamente a partir de 2000, o conceito de embalagens ativas, que sdo embalagens
desenvolvidas para interagir de maneira intencional com o alimento (REBELLO, 2009;
FERREIRA et al, 2009; KECHICHIAN et al., 2010).

Além das propriedades que sdo normalmente exigidas para um material de
embalagem, como por exemplo, baixa permeabilidade ao vapor de agua, bom desempenho
mecéanico e transparéncia; as embalagens ativas devem apresentar alguma propriedade
adicional que permita prolongar a vida de prateleira dos alimentos (CONTE et al., 2007).

De acordo com a sua forma de atuacdo, as embalagens ativas podem ser classificadas
em dois grupos: embalagens absorvedoras e embalagens emissoras (ANDRADE, 2016). As
embalagens absorvedoras removem compostos que aceleram a degradacdo do produto
alimenticio, como: oxigénio, excesso de agua, etileno e dioxido de carbono (BRAGA;
PERES, 2010). Ja as embalagens emissoras liberam compostos ativos, de forma controlada,
ao produto embalado ou ao espaco livre da embalagem (ANDRADE, 2016).

Existem diversos tipos de embalagens ativas, entre as quais podemos citar: as
absorvedoras de oxigénio, as absorvedoras de etileno, as absorvedoras de umidade, as
liberadoras e/ou absorvedoras de aromas, as liberadoras de antimicrobianos e as liberadoras
de antioxidantes (BRAGA; PERES, 2010).

Entre os tipos de embalagens ativas, destacam-se as emissoras de compostos
conservantes antioxidantes e/ou antimicrobianos, ja que a oxidacéo lipidica e o crescimento
microbiano sdo as principais causas de deterioragdo de uma grande variedade de alimentos
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

As embalagens antioxidantes agem retardando ou inibindo as rea¢fes de oxidacdo de
produtos ricos em lipidios e as antimicrobianas atuam inibindo ou retardando o crescimento
de microrganismos deteriorantes (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; MALHOTRA;
KESHWANI; KHARKWAL, 2015). Nesses conceitos, as substancias ativas s&o
gradualmente liberadas do material de embalagem para a superficie do alimento durante toda
a vida util do produto (VALDES et al., 2014).
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O emprego de aditivos antimicrobianos e antioxidantes em embalagens permite
diminuir o teor de conservantes dos alimentos, pois como esses agentes ativos, ao invés de
adicionados diretamente, sdo liberados controladamente, estardo presentes em menores
quantidades e apenas onde sua presenca € requerida, a saber na superficie do produto
(AZEREDO et al., 2000).

Na literatura podemos encontrar alguns trabalhos relacionados ao desenvolvimento de
embalagens antioxidantes e/ou antimicrobianas.

Pifieros-Hernandez et al. (2017) incorporaram extratos de alecrim em amido de
mandioca a fim de produzir filmes com propriedade antioxidante para embalagens ativas. Nos
filmes produzidos, quanto maior a quantidade de extrato de alecrim maior o teor de polifenois
(variando de 4,4 a 13,6 mg de equivalente de &cido galico (EAG)/g) e a medida que o teor de
polifendis aumentava, os filmes apresentavam um aumento em sua atividade antioxidante
(passando de 28,6% para 81,9% de inibicdo dos radicais de 2,2-difenil-1-picrilidrazila -
DPPH). Os autores também realizaram testes de migracdo em dois meios simulantes de
alimentos (etanol a 95% e agua) e constataram que apés 7 dias o contetdo total de polifendis
migrou para o simulante aquoso; enquanto que apenas uma quantidade desprezivel de
polifenois foi detectada no simulante gorduroso. Além disso, os filmes contendo maior
concentracdo de extrato apresentaram melhores propriedades de barreira contra a luz
ultravioleta e maior hidrofobicidade de superficie (o angulo de contato aumentou em até
40%).

Pires, De Souza e Fernando (2018) desenvolveram bionanocompdsitos de quitosana e
argila montmorilonita incorporados com 6leo essencial de alecrim e gengibre e os testaram
para embalar carne de aves. Os filmes produzidos apresentaram propriedades antimicrobianas
e antioxidantes melhoradas pela introducdo de montmorilonita (a oxidacao lipidica foi
reduzida pela metade e a contaminacdo microbiologica diminuiu entre 6 e 16%). A
incorporacdo dos 0leos essenciais, no entanto, apenas melhorou a barreira a oxidagéo. Os
filmes mostraram-se eficazes para estender o prazo de validade da carne fresca de aves de
capoeira, pois as amostras protegidas com os filmes preservaram a cor da carne e mostraram
uma diminuicdo nos valores de umidade e cinzas, alem disso, também apresentaram menor
contaminacdo microbioldgica e menor oxidacao lipidica.

Ju e Song (2019) desenvolveram filmes de amido teff contendo extrato de camu-camu
(Myrciaria dubia McVaugh) para empregar como material de embalagem antioxidante. Os
filmes produzidos apresentaram excelentes atividades de eliminacdo de radicais e 0s

experimentos de migracdo mostraram que 80% dos polifenois contido nos filmes podiam



20

migrar rapidamente em um sistema aquoso. Além disso, com o aumento do contetdo de
extrato nos filmes, a resisténcia a tragdo diminuiu (de 31 MPa para 8 Mpa) e o0 alongamento
na ruptura aumentou (de 26% para 73%). A adicdo do extrato de camu-camu também
aumentou a hidrofobicidade da superficie dos filmes, com o &ngulo de contato passando de
36° para 69°.

Silva-Leyton et al. (2019) desenvolveram nanocompdsitos de polietileno de baixa
densidade (PEBD) e oxido de grafeno (GO) com diferentes graus de oxidacdo visando a
aplicacdo como embalagem antimicrobiana. O material desenvolvido pelos autores apresentou
comportamento antimicrobiano contra Salmonella Typhi e Listeria monocytogenes. Os
autores também constataram que enquanto o GO com baixa oxidacdo aumentou
dramaticamente a permeabilidade do polimero, o GO altamente oxidado diminuiu esse valor.
Além disso, a presenca do GO aumentou 0 modulo elastico do PEBD e usando GO altamente
oxidado, esse aumento foi observado sem que tenha havido redu¢do no alongamento na
ruptura.

Choulitoudi et al. (2020) estudaram o efeito de embalagens ativas com extratos de
Salgados de Creta (Satureja thymbra) na estabilidade oxidativa de batatas fritas, e
constataram, por meio do indice de peroxido, dos produtos volateis e do consumo de oxigénio
dentro da embalagem, que 0 aumento da incorporacdo do extrato resultou em maior protecéo.
Assim, eles concluiram que a utilizacdo desses antioxidantes naturais revestidos em um filme
laminado resulta em embalagens ativas que podem ser efetivamente utilizadas para retardar a

oxidacgdo da batata frita.

3.1.1 Mecanismos de acao dos aditivos antioxidantes

Os aditivos antioxidantes exercem seus efeitos por meio de varios mecanismos, entre
0s quais podemos destacar: remogdo do oxigénio do meio, sequestro dos radicais livres e
quelacdo de metais (RAMALHO; JORGE, 2005).

A remocdo do oxigénio ocorre quando o antioxidante captura o oxigénio presente no
meio atraves de reacBes quimicas estaveis, tornando-o indisponivel para atuar como
propagador da autoxidacdo (CORDEIRO, 2013).

O sequestro dos radicais livres ocorre quando o antioxidante remove ou inativa 0s
radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagacdo da reacdo de oxidacéo,
interrompendo a reacdo em cadeia. Esta remocdo ou inativacdo se da através da doacdo de
atomos de hidrogénio a estas moléculas (RAMALHO; JORGE, 2005).
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A quelacdo de metais, por sua vez, ocorre quando o antioxidante complexa ions
metéalicos que catalisam a oxidacao lipidica (por exemplo, Cobre e Ferro) e acontece de forma
preventiva uma vez que ndo ocorre a interagdo com radicais. Neste mecanismo, um par de
elétrons ndo compartilhado na estrutura molecular do antioxidante promove a acdo de
complexacdo (CORDEIRO, 2013).

Como os antioxidantes empregam varios mecanismos, para avaliar a atividade
antioxidante do material de forma absoluta € necessario 0 uso de mais de uma técnica, pois
um Unico teste ndo pode explicar todos os diferentes modos de acdo (ZEGARAC, 2020).

Entre os métodos mais utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante, encontra-se
0 método de capacidade de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) e o
método de reducao do ferro - FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). A determinacdo da
atividade antioxidante por DPPH baseia-se na capacidade do DPPH em reagir com doadores
de hidrogénio, o que faz com que na presenca de substancias antioxidantes o0 mesmo receba
H* sendo entdo reduzido; ja o método FRAP se baseia na capacidade do antioxidante de
reduzir Fe3* a Fe?* (TOMEI; SALVADOR, 2007).

3.1.2 Mecanismos de ac¢ao dos aditivos antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos tém diferentes atividades nos diversos microrganismos,
em razdo das variadas fisiologias que estes podem apresentar (MALHOTRA; KESHWANI;
KHARKWAL, 2015).

Um dos mecanismos de acdo antimicrobiana mais reportado na literatura é a
modificacdo da membrana celular, tornando-a mais permeavel, acarretando em perda de
contedos celulares e, consequentemente, em morte celular (SOUZA, 2011; OLIVEIRA,
2016). Contudo, segundo Katzung (1995), os antimicrobianos também podem agir sobre os
microrganismos de outras trés maneiras: inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da

sintese de proteinas e inibicdo da sintese de acido nucleico.
3.2 ADITIVOS ANTIMICROBIANOS E ANTIOXIDANTES
A escolha do agente ativo (antimicrobiano e/ou antioxidante) que serd incorporado no

material de embalagem depende das caracteristicas do aditivo em si e da sua compatibilidade

com o material.
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Algumas caracteristicas desejaveis para esses aditivos sdo: eficacia em baixas
concentracOes; auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras
caracteristicas do alimento; estabilidade durante o armazenamento e processamento; e
atoxicidade (TIVERON, 2010).

Na industria alimenticia, dentre as substancias que tém sido empregadas como
antioxidantes e antimicrobianos, os aditivos quimicos sintéticos tém grande destaque, como
por exemplo, butil-hidroxianisol, butil-hidroxitolueno, triclosan e acido benzbico. Contudo,
apesar de serem muito efetivos e estaveis, 0 uso desses aditivos € muito questionado em razédo
dos possiveis riscos a salde humana que eles podem apresentar, como toxidade, efeitos
cancerigenos e teratogénicos, (MOREIRA et al, 2005; KECHICHIAN et al., 2010;
TIVERON, 2010; ALVES-SILVA et al., 2013). Por esse motivo, nas ultimas décadas
aumentou o interesse por aditivos naturais, como o0s Oleos essenciais (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2015).

3.2.1 Oleos essenciais

Os oleos essenciais (OEs) sdo substancias volateis, naturais e de origem vegetal e, sdo
atrativos ao consumidor por ndo apresentarem efeito toxico, mesmo quando empregados em
concentragOes relativamente elevadas (UGALDE, 2014).

Um grande numero de estudos descreveu a acdo de OEs contra um amplo espectro de
microrganismos patogénicos e deteriorantes. Por exemplo, Ozkan, Sagdi¢ e Ozcan, (2003)
estudaram o efeito antimicrobiano de 11 OGleos essenciais contra dezessete bactérias
patogénicas, incluindo Escherichia coli, Enterobacter Aerogenes e Staphylococcus Aureus e
relataram que todos os OEs estudados mostraram atividade contra pelo menos uma bactéria.
Da mesma forma, Oussalah e colaboradores (2006) estudaram os efeitos inibitérios de 60
diferentes OEs contra Pseudomonas putida e mostraram que muitos OEs possuem atividade
antimicrobiana in vitro contra esta bactéria.

Em razdo de suas propriedades aromaticas e bioldgicas (atividade antioxidante,
antimicrobiana e antifungica, acdo anti-inflamatoria, adstringente e circulatéria), os OEs sdo
visados para diversas aplicacdes, como por exemplo, fabricacdo de cosmeticos e perfumes,
tempero de alimentos, preparacédo de infusdes e xaropes (MONTANARI, 2010).

Cada 6leo essencial tem uma composi¢do quimica especifica e pode ser composto por
mais de 300 componentes quimicos diferentes (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015). Muitas

vezes, nao é possivel afirmar que o componente majoritario € o responsavel por realizar a
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atividade biologica, pois esta propriedade pode estar relacionada a um constituinte em menor
proporcao ou a um efeito sinérgico entre os compostos existentes (TARIQ et al., 2019). Por
exemplo, Isman, Wilson e Bradbury (2008) relataram que a acéo inibitoria do 6leo essencial
de alecrim frente larvas de Pseudaletia unipuncta e Trichoplusia ni é devido ao efeito
combinado de varios constituintes quimicos presentes no 6leo, pois nenhum componente

individual mostrou atividade biolégica frente as larvas.

3.2.1.1 Oleo Essencial de Alecrim (OEA)

Dentre os diversos 0leos essenciais, encontra-se 0 6leo essencial de alecrim (OEA),
muito utilizado nas industrias de cosméticos, medicamentos e de alimentos (TIUZZI,
FURLAN, 2016).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta aromética da familia Lamiaceae,
conhecida mundialmente por suas propriedades antioxidantes, antifingicas e antimicrobianas
(NIETO; ROS; CASTILLO, 2018; EBRAHIMI et al., 2020). Dos galhos e folhas frescas do
alecrim € possivel extrair o 6leo essencial. O OEA é um liquido incolor ou amarelo palido,
com odor caracteristico (RASKOVIC, et al., 2014).

A atividade antioxidante do alecrim é justificada, principalmente, pela existéncia dos
compostos fendlicos: carnosol, acido carndsico e acido rosmarinico (EBRAHIMI et al., 2020).
Ja as propriedades antimicrobianas sdo normalmente associadas com a presenca de a-pineno,
acetato de bornila, canfora e 1,8-cineol (EBRAHIMI et al., 2020).

A propriedade antioxidante do OEA foi avaliada por Bozin et al. (2007), que verificou
que ele é um forte inibidor da lipoperoxidacdo, apresentando, portanto, intensa atividade
antioxidante. O potencial antimicrobiano do OEA também ja foi demonstrado em varios
estudos. Burt (2004) mostrou que o OEA possui atividade antibacteriana contra Escherichia
coli, Bacillus cereus e Staphylococcus Aureus. Sirocchi et al. (2013) mostraram que 0 OEA
inibiu o crescimento de Brochothrix thermosphacta e Enterobacteriaceae. Moussii et al.
(2020) revelaram que o OEA apresenta boa atividade antimicrobiana frente Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus Aureus.

Contudo, a atividade bioldgica do OEA é fortemente dependente da sua composi¢ao
quimica, e esta, por sua vez, pode apresentar diferencas dependendo do método de extracéo,
das condi¢bes ambientais e agrondmicas da regido que a planta foi colhida, do estagio de
desenvolvimento da planta e do tempo da colheita (ZAOUALI; BOUZAINE; BOUSSAID,
2010).
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Os principais constituintes do OEA sdo canfora (5-21%), 1,8-cineol (15-55%), a-
pineno (9-26%), borneol (1.5-5.0%), canfeno (2.5-12.0%), B-pineno (2.0-9.0%) e limoneno
(1.5- 5.0%) (LADEIRAS, 2014), cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do OEA
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Fonte: NIST Chemistry WebBook (2020).

Os monoterpendides, canfora e 1,8 Cineol, além de serem tidos como principais
responsaveis pela atividade antimicrobiana do OEA, possuem diversas aplica¢cOes terapéuticas
(GENENA et al.; 2008). A céanfora é largamente empregada contra gripes, resfriados e
complicacdes inflamatérias, enquanto que o 1,8 Cineol é aplicado no tratamento de
reumatismo, tosse e asma bronquica (DOS SANTOS et al., 2005, YONEDA et al., 2007).

Na literatura ja foram relatados trabalhos que demonstram a eficiéncia do OEA no
desenvolvimento de filmes poliméricos ativos antioxidantes e antimicrobianos.

Yeddes et al. (2019) avaliaram a atividade antioxidante e antimicrobiana do OEA e 0
testaram como componente em filmes comestiveis de gelatina. Os autores extrairam OEA de
duas diferentes variedades de folhas de alecrim (uma da parte norte da Tunisia e outra da
parte sul) e observaram que o OEA extraido da variedade da parte norte apresentou maior
atividade antioxidante, $-caroteno e atividade antimicrobiana. Além disso, eles constataram
gue com 0 aumento na concentracdo do OEA no filme de gelatina, uma maior atividade
antimicrobiana foi obtida para todos os microrganismos testados (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis).

Mohsenabadi et al. (2018) desenvolveram filmes de amido de milho e
carboximetilcelulose contendo OEA (livre e encapsulado em nanogel de quitosana). Os

resultados do teste de inibicdo microbiana contra Staphylococcus aureus pelo método de
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disco-difusdo mostraram que apenas o filme que incorporava OEA livre na concentragdo mais
alta (0,75% p/v) apresentaram halo de inibicdo e, além disso, mostraram que apesar do
nanogel de quitosana ter apresentado atividade antimicrobiana, os filmes que incorporam o
OEA encapsulado ndo apresentaram zona inibitoria. Os autores atribuiram este resultado a
uma migracdo ineficiente do nanogel através do meio agar e, com isso, constataram que 0
método de disco-difusdo ndo era adequado para o estudo da atividade antimicrobiana dos
filmes com OEA encapsulado. Diante disso, resolveram avaliar a atividade antimicrobiana
dos filmes com OEA encapsulado por meio de um teste em meio liquido (com suspens@es dos
filmes). Em meio liquido, os filmes com OEA encapsulado inibiram o crescimento bacteriano.

Abdollahi, Rezaei e Farzi (2012) desenvolveram filmes de quitosana aditivados com
argila montmorilonita (MTT) e OEA. Os autores observaram que as propriedades
antimicrobianas dos filmes melhoraram com a incorporacao de OEA em 1,5% v/v e que o teor
total de fenolicos do filme de quitosana aumentou significativamente com a incorporagdo do
6leo, sendo que o valor mais alto (2,23 mg de EAG/g de amostra) foi para o filme formulado
com 3% de MTT e 1,5% de OEA.

Como descrito anteriormente, 0 OEA tem potencial para atuar como aditivo
antioxidante e antimicrobiano em filmes poliméricos biodegradaveis, com capacidade para

producdo de embalagens para alimentos pereciveis.

3.3 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

A grande maioria dos polimeros convencionais é produzida a partir de derivados do
petréleo ndo biodegradaveis e podem levar até centenas de anos para se decompor, fazendo
com que a quantidade de residuo plastico descartado na natureza aumente a cada dia e,
consequentemente, gere sérios problemas ambientais (CAPELEZZO, 2017).

Nas ultimas décadas, a busca por uma solugdo para os problemas ambientais gerados
pelo acimulo de residuos pléasticos no ambiente, desencadeou uma onda de preocupacées por
parte da sociedade e estimulou a busca pelo desenvolvimento e aplicacdo de polimeros
biodegradaveis.

Muitos estudos recentes tém se dedicado a producéo de polimeros biodegradaveis para
embalagens alimenticias. Manikandan, Pakshirajan e Pugazhenthi (2020) prepararam filmes
nanocompasitos a base de polihidroxibutirato com incorporagdo de nanoplaquetas de grafeno
e concluiu que os filmes tem alta possibilidade para aplicacdo em embalagens de alimentos,

pois além do efeito citotoxico insignificante, o nanocompdsito produzido melhorou a vida util
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de certos produtos alimentares e mostrou alta biodegradabilidade pelos microrganismos do
solo. Jha (2020) produziu filmes biodegradaveis a base de amido de milho e quitosana com
agentes antimicrobianos (sorbato de potassio e extrato de semente de toranja) e também
conclui que os filmes produzidos sdo muito promissores para prolongar a vida Gtil e manter a
qualidade e seguranca dos produtos alimenticios. De Andrade et al. (2020) estudou filmes
biodegradaveis de poli (butileno adipato co-tereftalato) e 6leo essencial de laranja e relatou
que o sistema estudado € uma alternativa promissora para aplicagdo como embalagem ativa.

Segundo a norma ASTM D833 (1946), os polimeros biodegradaveis sdo materiais em
que a degradacdo resulta primariamente da acdo de microrganismos, tais como fungos,
bactérias e algas, gerando CO,, CH4, componentes celulares e outros produtos. Tais polimeros
podem ser divididos em quatro categorias de acordo com sua fonte de obtencéo, sdo elas: (1)
polimeros oriundos de biomassa (2) polimeros oriundos do metabolismo microbiano (3)
polimeros sintetizados convencionalmente, a partir de mondémeros oriundos de recursos
agricolas e (4) polimeros biodegradaveis obtidos, a partir de fontes ndo renovaveis
(AVEROUS; BOQUILLON, 2004). Na primeira classe, encontra-se o amido, um biopolimero
natural e renovavel derivado de inUmeros recursos vegetais, tais como: milho, trigo, sorgo,
arroz, batata, mandioca, araruta e ervilha (QIN et al., 2020; KANATT, 2020).

3.3.1 Amido

O amido é o segundo polimero natural mais abundante na terra, ficando atras apenas
da celulose, e tem grande potencial na producéo de filmes porque é barato, biodegradavel e
comestivel (QIN et al., 2020). Esse polissacarideo se apresenta na forma de granulos que
apresentam certo grau de organizacdo molecular e possui uma estrutura constituida pela
combinacdo de dois polissacarideos com funcionalidades diferentes, a amilose e a
amilopectina (TRIGO, 2010; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

As estruturas quimicas da amilose e amilopectina estdo ilustradas na Figura 2. A
amilose, composta por unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, origina uma
cadeia linear, enquanto que a amilopectina, com unidades de glicose unidas em a-1,4 ¢ a-1,6,
forma uma estrutura ramificada (DENARDIN; SILVA, 2009).

A razéo e a conformacao entre amilose e amilopectina variam de acordo com a origem
boténica do amido, fazendo com que os amidos de cada fonte, embora quimicamente iguais,
difiram em suas propriedades fisico-quimicas (teor de amilose, distribuicdo de comprimento

das cadeias de amilopectina, grau de cristalinidade do granulo, entre outros) e funcionais
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(poder de inchamento, solubilidade, gelificagédo, entre outros) (TESTER; KARKALAS; Ql,
2004; ALVES et al, 2012; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Figura 2 — Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b)
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Fonte: Corradini et al. (2005).
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Dentre os diversos tipos de amido, o de araruta tem recebido crescente atencdo da

industria e também de pesquisadores devido as suas qualidades funcionais e tecnoldgicas

(ROCHA, 2019). Este tipo de amido € extraido dos rizomas da araruta, uma planta herbacea

perene rizomatosa, cujo nome cientifico & Maranta arundinaceae L., pertencente a familia

Marantaceae e origindria da América do Sul (CUNHA, 2016). A Figura 3 apresenta uma

fotografia da planta, dos rizomas e do amido da araruta.

O amido de araruta possui caracteristicas consideradas inigualaveis, tais como: alta
digestibilidade, auséncia de gluten e capacidade de gelificacio (NEVES; COELHO;

ALMEIDA, 2005). As caracteristicas culinarias peculiares fazem com que o amido de araruta

seja muito empregado na preparacdo de produtos de panificagdo, tais como biscoitos, bolos,
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cremes e doces sendo recomendado, sobretudo, para convalescentes e criangas de 6 a 8 meses
devido a sua 6tima digestibilidade (NOGUEIRA, 2018).

Figura 3 — Imagens da planta (a), rizomas (b) e amido da araruta (c)
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Fonte: adaptado de Hornung et al. (2017).

Além da sua importancia na inddstria alimenticia, 0 amido de araruta tem grande
potencial para ser usado como matéria-prima para elaboracdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis (NOGUEIRA, 2018; LEONEL; CEREDA; SARMENTO, 2002; ZARATE;
VIEIRA, 2005). A principal razéo para isso € que a aplicacdo de amido na producdo de filmes
é baseada nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar filmes e,
neste sentido, a utilizagdo do amido de araruta € favorecida em razdo do seu alto teor de
amilose (superior a 20%) que promove a formagdo de estruturas mais compactas e,
consequentemente, beneficia as propriedades de barreira (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; ROCHA, 2019; FU et al., 2018).

Nogueira, Fakhouri e Oliveira (2018) estudaram a aplicacdo do amido de araruta em
filmes. Os filmes produzidos pelos autores eram homogéneos, transparentes e inodoros. Além
disso, eram mais espessos e mais sollveis em altas concentracdes de amido. Dentre os filmes
produzidos, o que apresentou a menor taxa de permeabilidade ao vapor de agua e a maior
resisténcia a tracdo foi o com 4% de amido (m/m) e 17% de glicerol (m/m). Por fim, os
autores concluiram que a araruta € uma fonte de amido muito promissora para esta aplicagao.

Nogueira et al. (2019) estudaram filmes de amido de araruta com incorporagdo de
microparticulas de polpa de amora preta (BL) e microencapsulada (ML). A incorporagédo de
BL e ML resultou em filmes com maior espessura e solubilidade em agua e com menor
resisténcia a tracdo. Os filmes produzidos com 20% das particulas apresentaram menor
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) que os filmes puros, contudo em concentracdes
acima de 20% de particulas foi observado aumento na PVA. Os autores observaram ainda
que a incorporagao das particulas de polpa de amora torna a superficie dos filmes de amido de
araruta rugosa e irregular. Além disso, a incorporacdo de BL e ML transferiu cor, antocianinas

e capacidade antioxidante para os filmes obtidos.
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3.3.1.2 Producéo de filmes de amido

Em escala laboratorial, a técnica mais empregada para producdo de filmes
biodegradaveis a base de amido é o método solution casting. Nesta técnica, como ilustrado na
Figura 4, o amido é solubilizado em um solvente, com formacdo de uma solucdo filmogénica
que, em seguida, é aplicada sobre um suporte e submetida a secagem para evaporacdo do
solvente (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). Apds a evaporacao total do solvente
utilizado, o filme ¢ formado sobre a superficie do suporte (VIEGAS, 2016).

Figura 4 — Esquema representativo da producéo de filmes de amido pela técnica solution casting
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Fonte: adaptado de Larotonda (2002).

Filme pronte

Na técnica do tipo solution casting, para a obten¢do da solucgdo filmogénica de amido,
a organizacao dos granulos de amido é destruida por um processo denominado gelatinizacéo
(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). A gelatinizacdo ocorre quando o amido €
aquecido, em excesso de agua, sofrendo uma transicao de fase de segunda ordem, irreversivel
(TROBINI, 2010; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). A temperatura na qual
ocorre este tipo de transformacdo é chamada de temperatura de gelatinizacdo e é uma
caracteristica que depende em parte da fonte botanica de amido (RATNAYAKE, JACKSON,
2006). No caso do amido de araruta um estudo realizado por Madineni e colaboradores (2012)
demonstrou que a sua temperatura de gelatinizacdo é de 74,8 °C, o que segundo 0s autores é
uma temperatura relativamente alta se comparada a outros amidos como, por exemplo, o de
sagu (68,28 °C).

Durante o esfriamento do gel de amido, ocorre o processo de retrogradacéo, no qual as
moléculas de amilose se orientam paralelamente, aproximando-se suficientemente para
formar ligacOes de hidrogénio entre as hidroxilas de cadeias adjacentes, provocando assim a
diminuigdo do volume livre e a reducdo da afinidade pela &gua, permitindo que o amido
gelatinizado forme filmes estaveis (BERTAN, 2008).
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3.3.1.3 Plastificagéo de filmes de amido

Os filmes de amido puro tém sua aplicacdo limitada por possuirem alta fragilidade
devido as extensas forgas intermoleculares existentes entre suas cadeias (MATHEW,;
BRAHMAKUMAR; ABRAHAM, 2006).

Uma solucdo para diminuir a fragilidade dos filmes de amido é a incorporacédo de
plastificantes porque estes reduzem as forcgas intermoleculares entre as moléculas de amido e,
consequentemente, aumentam a mobilidade das cadeias, resultando em filmes menos
quebradigos (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Contudo, os plastificantes ndo influenciam apenas as propriedades mecanicas, eles
geralmente tendem, também, a aumentar a permeabilidade a gases e ao vapor de agua e
podem, ainda, diminuir a coesividade dos filmes (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).
Assim, o tipo e a quantidade de plastificante empregada é um aspecto muito importante a
considerar e o entendimento dos seus efeitos no filme é crucial para otimizar as propriedades
do material.

Os plastificantes comumente usados em filmes de amido sdo os polidis (glicerol,
sorbitol e poli(etileno glicol)), mas, os acucares (glicose e sacarose) e os lipidios
(monoglicéridos, fosfolipidios e surfactantes) também podem ser utilizados com esta fungédo
(VIEIRA et al, 2011).

3.3.1.4 Plastificacdo de filmes de amido com sacarose

A sacarose, um dissacarideo formado pelos monossacarideos glicose e frutose (Figura
5), quando incorporada em filmes de amido, inibe a retrogradacdo, aumenta a tensdo de
ruptura e tem um efeito plastificante mais alto em comparacdo com o sorbitol e o glicerol
(PLOYPETCHARA; GOHTANI, 2018).

Figura 5 — Estrutura da sacarose consistindo de glicose (porcéo a esquerda) e frutose (porcéo a direita)
OH

HO OH

OH

Fonte: Pijning (2014).
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O efeito plastificante da sacarose em filmes poliméricos a base de amido foi
investigado por Arvanitoyannis, Psomiadou e Nakayama (1996), que demonstraram que em
filmes comestiveis a partir de misturas de caseinato de sodio com amidos de milho e trigo, a
sacarose apresenta maior eficacia plastificante que o sorbitol e o glicerol.

A adicdo de sacarose como plastificante em filmes de amido também j& foi estudada
por outros autores. Veiga-Santos et al. (2005) constataram que a sacarose aumentou O
alongamento na ruptura de filmes de amido e goma xantana. O mesmo autor em outra
pesquisa, constatou também que a adicao de sacarose em filmes de amido de mandioca resulta
em maior alongamento na ruptura que a adicdo de acUcar invertido (Veiga-Santos et al.,
2007).

3.3.1.5 Blendas poliméricas de amido e pectina

Além da incorporacdo de plastificantes, outras maneiras para melhorar as propriedades
mecanicas de filmes de amido também tém sido estudadas, como, por exemplo, a preparacao
de blendas poliméricas.

Segundo Canevarolo Jr. (2006) blenda polimeérica pode ser definida como uma mistura
fisica de dois ou mais polimeros predominando interacfes intermoleculares, porém, sem a
ocorréncia de significativa reacdo quimica entre os componentes. O interesse tecnolégico das
blendas é devido principalmente a sua possibilidade de combinar as propriedades dos
diferentes componentes possibilitando a obtencdo de materiais polimeéricos para uma ampla
gama de aplicagdes (LUNA et al., 2016).

Um exemplo de material que pode ser utilizado na producdo de blendas poliméricas a
fim de melhorar as propriedades do amido é a pectina, ja que segundo Park e Zhao (2006) este
material auxilia na formacéo de filmes, fortalecendo as suas propriedades mecéanicas.

Na literatura ja foram relatados trabalhos sobre o desenvolvimento de blendas de
amido e pectina.

Coffin e Fishman (1993) avaliaram filmes formados com misturas de pectina citrica do
limdo e amido (amylomaize VII - amido de milho de alto teor de amilose). As misturas
preparadas deram origem a filmes com resisténcia a tracdo da ordem de 30 MPa e
alongamentos de 1 a 3%. Além disso, os médulos de armazenamento e perda das misturas
variavam de 1500 a 6000 e 130 a 500 MPa, respectivamente (o que segundo os autores é igual

ou superior ao encontrado em muitos filmes comerciais).
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Coffin e Fishman (1994) prepararam filmes misturando solugdes de pectina e glicerina
com solucdes de amido (amylomaize VII) gelatinizado e obtiveram filmes fortes, resistentes e
flexiveis, com valores de mddulo elastico variando em uma faixa muito ampla (de 75 a 3400
MPa). Os autores associaram a variacdo nos modulos as diferencas na cristalinidade no estado
solido entre a pectina e o amido com alto teor de amilose, e ainda segundo os autores a
glicerina tende a interagir rapidamente com a pectina amorfa, mas atinge os dominios
cristalinos do amido com muito menos facilidade; assim a medida que a proporcdo de amido
na blenda aumenta, a fracdo de dominios amorfos diminui, limitando a capacidade da matriz
de ser plastificada.

Fishman et al. (2004) estudaram propriedades microestruturais e mecanicas de filmes
de pectina e glicerol com varias combinac@es de albedo de laranja e amido (amylomaize VII)
obtidos por extrusdo. Os autores constataram que as misturas extrudadas de
pectina/albedo/amido/glicerol fornecia melhores propriedades mecanicas do que as de
pectina/albedo/glicerol.

Um estudo mais recente de Dash et al. (2019) investigou filmes de amido de batata
doce, pectina da casca do limédo e nanoparticulas de 6xido de titanio. Os resultados mostraram
que as blendas de pectina e amido apresentaram moddulos de armazenamento e perda
significativamente maiores do que os filmes de amido puro, indicando que a presenca de
pectina aumenta as propriedades viscoelasticas da mistura. Além disso, as blendas de amido e
pectina puras (isto é, sem a adicdo das nanoparticulas) apresentaram baixa transmitancia na
regido ultravioleta (2%) e uma tendéncia de crescimento constante (5-25%) no espectro
visivel (400-800 nm), indicando boa capacidade no bloqueio da luz ultravioleta sem
comprometer a transparéncia. A porcentagem de transmiténcia diminuiu com o aumento da
concentracdo de nanoparticulas de TiO2 (o valor maximo de transmiténcia no espectro visivel
diminuiu de 8 para 4%, quando a concentracdo foi aumentada de 0,5 para 2%). Os autores
também verificaram que a adicdo de baixa concentracdo de nanoparticulas de TiO2 nos filmes
de amido-pectina melhorou significativamente as propriedades mecénicas e de barreira a
umidade.

Embora, blendas de pectina e amido de diferentes fontes vegetais ja tenham sido
reportadas, ndo ha estudos que relatem a producéo de blenda polimérica de pectina e amido de

araruta, o que torna um tema interessante para ser investigado.

3.3.2 Pectina
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A pectina, cuja estrutura é apresentada na Figura 6, € um polissacarideo composto de
unidades repetidas do &cido D-galacturénico, unidos por liga¢des a(1,4) com grau variavel de
grupos carboxilas metilesterificados (CANTERI et al., 2012). Segundo Barros-Alexandrino,
Martelli-Tosi e De Assis (2017) este polissacarideo tem grande potencial para formacgédo de
filmes e, além disso, € antioxidante e promotor de plasticidade.

Figura 6 — Estrutura quimica da pectina
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Fonte: Barros-Alexandrino; Martelli-Tosi; De Assis (2017).

A pectina é obtida de matérias-primas vegetais, sendo que as principais fontes para sua
extracdo comercial sdo a polpa de maca e as cascas de frutas citricas (BRASIL, 2014).

A obtencdo de pectina varia de acordo com a matéria-prima, contudo, de forma geral,
0 processo compreende a extracdo da pectina do vegetal de origem em meio aquoso
acidificado e o seu isolamento desse extrato liquido por precipitacdo (CANTERI et al., 2012).

Uma fonte promissora para a extracdo de pectina é a casca do maracuja amarelo
(Passiflora Edulis Flavicarpa), principalmente no Brasil, por ser o maior produtor e
consumidor desta espécie no mundo, com 56,3% da producdo mundial (GOULART JUNIOR;
REITER; MONDARDO, 2018). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica a producéo brasileira de maracujid em 2018 foi de 602.651 toneladas, sendo que a
regido nordeste tem a maior participagdo nessa producao (62,3%).

O maracuja amarelo, conforme mostrado na Figura 7, é composto pela polpa, flavedo
(parte amarela) e albedo (parte branca), sendo este Gltimo rico em pectina e compostos
fenolicos (DE DEUS, 2011).

Figura 7 — Maracuja amarelo (Passiflora Edulis Flavicarpa)
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Fonte: Chaicouski; Silva; Canteri (2016).
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A casca do maracuj, correspondente a aproximadamente 90% do peso da fruta fresca,
muitas vezes é descartada como residuo no ambiente (NASCIMENTO; CALADO;
CARVALHO, 2012; SANTOS et al., 2018). Assim, a utilizacdo das cascas de maracuja
amarelo como fonte de pectina é uma importante forma de transformar este residuo
agroindustrial em um produto de alto valor agregado (SANTOS et al., 2018).

Na literatura € possivel encontrar trabalhos que relatam a extracdo de pectina da casca
do maracuja amarelo.

D’Addosio et al. (2005) extrairam e caracterizaram a pectina da casca do maracuja
amarelo em diferentes estagios de maturacdao (verde-branco, verde-amarelo e amarelo). Os
autores observaram que casca no estado amarelo apresentou o maior teor de pectina (18,45%).
Além disso, 0s autores constataram que em compara¢ao com a pectina comercial, a pectina da
casca do maracuja nao oferece nenhuma caracteristica incomum que apontariam para alguma
potencial desvantagem comercial.

Kliemann (2006) extraiu e caracterizou a pectina da farinha da casca do maracuja
amarelo com e sem flavedo. O autor realizou extra¢cdes com acidos citrico, cloridrico e nitrico.
As amostras sem flavedo apresentaram um melhor rendimento de pectina para as extracdes
com acido nitrico e com acido cloridrico, contudo para a extracdo com acido citrico ndo
houve diferenca estatistica no rendimento entre as amostras com e sem flavedo.

Na extracdo de pectina diferentes &cidos podem ser utilizados. Yapo (2009) observou
que o suco de liméo e o acido citrico puro podem ser utilizados como extratores naturais de
pectina da casca do maracuja-amarelo, contudo uma quantidade maior de pectina com maior
poder de gelificacdo é extraida com suco de limdo. Assim, os autores concluiram que o suco
natural de limdo melhora as caracteristicas de extracdo e a qualidade da pectina da casca do

maracuja-amarelo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Para obtencdo dos filmes poliméricos utilizou-se amido de araruta da marca Torres,
sacarose (acucar cristal refinado) da marca Olho d’agua e 6leo essencial de alecrim da marca
Live Aloe (todos obtidos comercialmente) e um extrato pectinoso do albedo da casca do
maracuja amarelo produzido em laboratério.

Para obtengdo do extrato pectinoso utilizou-se frutos de maracuji amarelo (bem firmes
e maduros - grau de maturacdo definido pela coloragdo amarela da casca) e limédo, adquiridos

no comércio local da cidade do Recife/PE.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO PECTINOSO DO ALBEDO DA CASCA DO
MARACUJA AMARELO

O extrato pectinoso do albedo da casca do maracuja amarelo foi obtido seguindo
metodologia de Lira e Jackix (1996) com adaptacdes. Inicialmente os maracujas foram
lavados e sanitizados e, em seguida, foram cortados ao meio para retirada da polpa. Apés a
retirada da polpa, retirou-se a pelicula amarela (flavedo) e o albedo (parte de interesse) foi
cortado em pequenos pedacos.

Para obtencdo do extrato utilizou-se 500 mL de agua destilada para cada 200 g de
albedo, usando-se 20 mL de sumo de lim&o como acidificante. A agua e o albedo foram
colocados em aquecimento a 100 °C até o albedo amolecer, depois adicionou-se 0 sumo de
liméo e deixou-se a mistura em aquecimento por mais 10 minutos. Ap0s este tempo cessou-se
0 aguecimento e deixou-se a mistura resfriando. Apos o resfriamento a temperatura ambiente,
filtrou-se o extrato com o auxilio de uma peneira. O extrato pectinoso resultante foi

armazenado em vidro ambar sob refrigeracdo (5 °C) até a utilizacéo.

4.3 PREPARACAO DOS FILMES POLIMERICOS

Os filmes foram preparados pelo método de solution casting, conforme trabalho de
Veiga-Santos et al. (2007) com adaptacdes, a partir de uma solugdo filmogénica de amido de
araruta (4%, m/m), extrato pectinoso da casca do maracuja amarelo, sacarose (0 - 1,4%, m/m)

e OEA (0,5 — 1,5%, m/m). As formulacdes dos filmes foram definidas por delineamento
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fatorial, com um modelo de ordem (22) e duas repeticdes no ponto central. Filmes sem adic&o
dos aditivos, sacarose e OEA, foram produzidos para serem utilizados como controles. O

delineamento experimental aplicado encontra-se descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento experimental

Fatores Composic¢éo da Solucdo filmogénica

Amido de
OEA (g) Sacarose (g) Avraruta

Formulactes OEA Sacarose Extrato

(%) (%) @ Pectinoso (g)

F1 (-1)0,50  (-1) 0,00 1,00 0,00 8,00 191,00

F2 (-1) 0,50 (1) 1,40 1,00 2,80 8,00 188,20

F3 (1) 1,50 (-1) 0,00 3,00 0,00 8,00 189,00

F4 (1) 1,50 (1) 1,40 3,00 2,80 8,00 186,20

F5 (Ponto Central) ~ (0) 1,00 (0) 0,70 2,00 1,40 8,00 188,60
F6 (Ponto Central)  (0) 1,00 (0) 0,70 2,00 1,40 8,00 188,60
F7 (Controle) 8,00 192,00

Fonte: A autora (2020).

Para preparacdo da solucdo filmogénica todos os materiais foram misturados, em
concentracdes que variaram de acordo com a Tabela 1, em um béquer com o auxilio de um
bastdo de vidro e, em seguida, foram agitados mecanicamente por 5 minutos a 500 rpm. Apos
homogeneizacdo, a solucdo foi aquecida em micro-ondas, com agitacdo intermitente, até
temperatura entre 72 e 78°C para que ocorresse a completa gelificacdo do amido. Apos isto, a
solucdo filmogeénica foi deixada em repouso por 1 hora e 30 minutos para retirada de bolhas
de ar formadas durante o processo e, em seguida, foi pesada em placas de petri de poliestireno
de 140x15 mm (45 g por placa). Por fim, realizou-se a secagem em estufa de circulacdo de ar
a 40 °C por 7 horas. Apds serem retirados da estufa, os filmes foram acondicionados a 25 °C e

75% de umidade relativa (UR) até utilizacdo. Os filmes foram produzidos em triplicata.

4.4 CARACTERIZACAO DO OEA E DO EXTRATO PECTINOSO

4.4.1 Cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas (GC/MS)

A composicdo quimica do OEA foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
um detector de massas (GC/MS) seguindo método padrdo da central analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. O cromatdgrafo utilizado foi o modelo
Trace 1300 da marca ThermoScientific com coluna capilar TGMS (30 m de comprimento x

0,250 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura) e hélio como gas de arraste. A
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temperatura da coluna foi mantida a 60 °C por 3 minutos e programada a 240 °C a uma taxa
de 10 °C/min, seguido de um aumento de 60 °C/min até atingir 300 °C mantendo constante
esta temperatura por 4 minutos. A temperatura do injetor foi ajustada em 270 °C. A amostra
foi dissolvida em hexano na propor¢éo de 1:10. A identificacdo dos constituintes foi feita por
comparagdo computadorizada dos seus tempos de retencédo e espectro de massas com o banco

de dados do equipamento.

4.4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O OEA e o extrato pectinoso foram analisados por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) com Reflectancia Total Atenuada Horizontal (HATR) na
regido de 4000-400 cm™ com 45 varreduras e resolugio de 4 cm™ em um espectrofotdometro
SHIMADZU IR TRACER 100.

4.4.3 Teor de compostos fenodlicos totais (TFT)

O TFT do OEA e do extrato pectinoso foi determinado pelo método
espectrofotométrico utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, de acordo com a metodologia de
Rossi & Singleton (1965) com adaptacOes de Kadam et al. (2018). Em tubos de ensaio
colocou-se 90 pL de amostra e 60 puL do reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se por 1
minuto; em seguida, adicionou-se 2700 puL de agua destilada e 180 uL de solugdo de
carbonato de sodio e agitou-se por mais 30 segundos. Os tubos foram mantidos em ambiente
escuro por 2 horas e, apés este tempo, a leitura da absorbancia foi medida a 760 nm. O teste
foi realizado em triplicata e os resultados, expressos em mg de EAG (equivalente de acido
galico) por g de amostra, foram calculados por meio de uma curva padréo de acido galico (y =
0,092x + 0,122, R? 0,986), nas concentracdes de 1 a 20 mg/L.

4.4.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do OEA e do extrato pectinoso foi investigada pelo método
de capacidade de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) seguindo a
metodologia Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995) e pelo potencial de reducdo do ferro
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) conforme metodologia descrita por Rufino et al.
(2006).
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4.4.4.1 Método de sequestro do radical livre DPPH

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método de capacidade de sequestro
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), inicialmente, preparou-se uma solucéo
etandlica de DPPH de forma a apresentar absorbancia entre 0,6 e 0,7 em 517 nm. Nas
amostras, realizou-se a mistura reacional pela adicdo de 2700 pL da solucdo etanodlica de
DPPH, 90 pL do OEA e 210 pL de etanol. A leitura das absorbancias foi realizada em
triplicata apds 30 minutos de reacdo a 517 nm em espectrofotdmetro UV-visivel da marca
Edutec. A solugdo etandlica de DPPH foi usada como controle e a atividade de captura do
radical DPPH foi expressa por meio da porcentagem de inibicdo (% de Inibicéo), segundo a

Equacéo 1.

. Absorbancia do controle - Absorbancia da amostra
% de Inibi¢do = — x 100 (1)
Absorbancia do controle

4.4.4.2 Método de reducdo do ferro — FRAP

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), inicialmente o reagente FRAP foi preparado atraves da
mistura de 25 mL de tampdo acetato 0,3 M, com 2,5 mL da solu¢do TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil-
1,3,5-triazina) a 10 mM e 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM. Para
realizacdo do experimento, pipetou-se, em tubo de ensaio, 90 pL da amostra, 270 pL de dgua
destilada e 2700 uL do reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada e incubada a 37 °C em
banho-maria durante 30 minutos. A leitura da absorbancia foi medida a 595 nm em
espectrofotébmetro UV-visivel da marca Edutec. O teste foi realizado em triplicata e a
atividade antioxidante em reduzir o ferro foi expresso em mmol de sulfato ferroso (Fe2SOa4)
por g de amostra, obtido a partir de uma curva padrdo de sulfato ferroso (y = 0,0006x -
0,0294, R? 0,9979), nas concentragdes de 500 a 2000 uM.

4.4.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do OEA e do extrato pectinoso foi determinada pela

técnica de disco-difusdo conforme metodologia descrita por Silva et al. (2019) contra trés
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espécies bacterianas: Staphylococcus Aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) e
Enterobacter Aerogenes (E. aerogenes). O meio de cultura (Agar Nutritivo) foi preparado em
placa de Petri estéril; e para que o teste fosse realizado em triplicata a placa foi dividida em 4
quadrantes sendo 1 para o depdsito do disco de controle — sem adi¢do da amostra — e 0s outros
3 para deposito dos discos impregnados com a amostra. Apos a solidificacdo do meio de
cultura, uma aliquota 0,1 mL da suspensdo microbiana da bactéria (padronizada visualmente
de acordo com o padrdo 0,5 da escala McFarland) foi espalhada sobre ele, e entdo, os discos
de papel de filtro, impregnados com amostra, foram transferidos assepticamente para a
superficie do meio de cultura inoculado. A placa foi incubada a 35 °C por 48 horas, e ap6s

este periodo, realizou-se a medida do halo de inibi¢cdo com o auxilio de uma régua.
4.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES
4.5.1 Aspecto visual

O aspecto visual dos filmes foi medido por meio da variacdo de cor e transparéncia
dos mesmaos.

A transparéncia foi determinada usando um espectrofotémetro UV-visivel da marca
Edutec. Inicialmente, os filmes foram cortados em retangulos e aderidos a parede interna da
cubeta de quartzo e, em seguida, a transmitancia no comprimento de onda de 600 nm foi
medida. Trés réplicas de cada filme foram testadas e usadas para calcular a transparéncia

mediante a Equacgéo 2, proposta por Han e Floros (1997).

Log (Tg00)
X

Sendo: Teoo a transmitancia a 600 nm (%) e X a espessura média do filme (mm).

(2)

Transparéncia =

A determinacéo da cor dos filmes foi realizada seguindo a ASTM E308-17 (2017) e as
adaptacdes propostas por Jaramillo et al. (2015). A andlise foi realizada em um colorimetro
GRETAG MACBETH - COLOR-EYE 2180, utilizando o iluminante D65, o angulo de leitura
de 10° e a area de visdo de uma polegada quadrada (0,00064516 m?). Os pardmetros
colorimétricos obtidos, seguindo o sistema CIELAB, foram: L" que representa a luminosidade
e pode variar de 0 para o preto absoluto a 100 para o branco total, a” a coordenada que varia

do verde (-) ao vermelho (+) e b” a coordenada que varia do azul (-) ao amarelo (+). Estes
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parametros foram medidos, em relacdo a placa branca padréo (L = 95,83; a = -0,22; b = 2,35),
em 6 pontos aleatdrios de cada filme e a diferenga total da cor (AE) foi calculada pela

Equacéo 3.

12
AE=[(AL") +(Aa") +(ab") ] 3)
Sendo: AL a diferenga de brilho, Aa a diferenga de cromaticidade vermelho-verde e Ab a

diferenca de cromaticidade azul-amarelo.
4.5.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes foram analisados por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) com Reflectancia Total Atenuada (ATR) na regifo de 4000-400 cm™ com 45
varreduras e resolucéo de 4 cm™em um espectrofotdmetro SHIMADZU IR TRACER 100. As
medidas foram realizadas em 5 pontos distintos do filme.

Os espectros foram tratados matematicamente aplicando a técnica de Anélise por

Componentes Principais utilizando o software The Unscrumbler 9.7.
4.5.3 Anédlise termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA dos filmes foi realizada em equipamento TGA-50 SHIMADZU,
trabalhando sob fluxo de nitrogénio com vazdo de 50 mL/min. A massa das amostras
preparadas variou de 9 a 12 mg. As medidas foram realizadas no intervalo de temperaturas de
25 a 550 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em cadinhos de alumina.

4.5.4 Espessura

A determinacdo da espessura dos filmes foi realizada por meio de um micrometro
Mitutoyo 103-137 com precisdao de 0,01 mm, sendo resultante da média de 3 medi¢des em
posicdes aleatdrias.

4.5.5 Teor de solidos totais

Para determinacéo o teor de sélidos totais, amostras de filme no formato de disco com

2 cm de diametro foram pesadas e em seguidas secas em estufa de circulacdo de ar a 105°C
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até peso constante. As medidas foram realizadas em triplicata. O teor de sélidos totais foi

determinado por meio da Equacéo 4.

Mypicial - M
Teor de Solidos Totais = [100 - M] x 100 (4)

inicial
Sendo: Minicial @ Massa da amostra antes da secagem em estufa e Mtinal @ Massa da amostra apés

a secagem em estufa.
4.5.6 Ensaio mecénico em tracao

As propriedades mecanicas em tracdo dos filmes foram avaliadas usando um
instrumento de ensaios estaticos da SHIMADZU — Linha AGS - X 10 Kn com separacao
inicial das garras de 50 mm e taxa de 12 mm/min. A andlise foi realizada seguindo as
especificacbes da norma ASTM D882-12 (2012). Antes do teste, mediu-se as espessuras dos
filmes com auxilio de paquimetro digital de inox (LEE TOOLS), em cinco posi¢Oes aleatdrias
em todas as amostras. Para o ensaio, os filmes foram cortados em tiras retangulares com uma
dimensdo de 100 x 15 mm. A resisténcia a tracdo foi determinada pela relagdo entre a forca
méaxima de tracdo e a area da secdo transversal do corpo de prova e o alongamento foi
calculado com base na distancia percorrida até a ruptura do filme. Os valores relatados sdo as
médias de quatro medicBes, expressos em MPa para resisténcia a tracdo e % para 0

alongamento.

4.5.7 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada de acordo com a metodologia
proposto por Gontard et al (1994) com adaptacdes. Inicialmente, amostras de 2 cm de
didmetro, preparadas em triplicata, foram cortadas e secas em estufas de circulagéo de ar a
105 °C por 24 horas. Posteriormente, os discos secos foram imersos em 50 mL de &gua
destilada e mantidos sob agitacdo durante 24 horas, em uma incubadora de bancada estilo
shaker sob uma velocidade de agitacdo de 100 rpm e temperatura de 25°C. Apds a agitacdo, a
agua foi removida por meio de secagem em estufa de circulacdo de ar a 105°C por 24 horas. A
solubilidade foi calculada de acordo com a Equacéo 5.

m; -m
Solubilidade = ————x 100 (5)

my
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Sendo: m; a massa inicial do material seco (g) e mrs a massa final do material seco néo

solubilizado (g).

4.5.8 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

A PVA dos filmes foi determinada gravimetricamente seguindo as especifica¢fes da
norma ASTM - E96-95 (2014). Os filmes foram cortados em partes quadradas (6 cm x 6 cm)
e selados no topo de frascos de 30 mL contendo cloreto de calcio (CaClz) em seu interior,
deixando um espaco de 1,5 cm entre o filme e o dessecante. Estes recipientes foram
acondicionados em dessecador com umidade relativa de 75% a 25°C (com solucgéo saturada
de NaCl). O ganho de massa do material foi registrado durante 8 dias, pesando-se as amostras
2 vezes ao dia. O teste foi realizado em triplicata para cada uma das formulagdes dos filmes
produzidos e, além disso, utilizou-se um frasco preparado sem o dessecante (branco) para
descontar ou acrescer a variagdo de massa do material. A PVA foi calculada de acordo com a
Equacéo 6.

(6)

Sendo: Am o ganho de massa pelo agente dessecante (g), X a espessura média do filme (m), t

o tempo de incubacdo (h), A a area do filme exposta a permeagdo (m?) e AP a diferenca

parcial da pressdo do vapor de agua nos dois lados do filme (Pa).

4.5.9 Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade dos filmes ao oxigénio (PO>) foi testada seguindo as normas ASTM
D 1434 (2009) e ISO 15105/1 (2007), em um equipamento GPD-C Brugger a uma
temperatura controlada de 25 °C. Apoés inserir a amostra de filme, o sistema foi evacuado
durante 20 minutos e, em seguida, o oxigénio foi injetado na parte inferior da célula do
equipamento. O ensaio foi realizado em duplicata e a area de filme testada foi de 78,4 cm2. Os
parametros obtidos no ensaio sdo difusividade (propriedade que especifica 0 quao rapido os
gases podem percorrer o material) e solubilidade (indica a solubilidade dos gases no
polimero). Tais parametros foram utilizados para calcular a permeabilidade, expressa em

cm®/cm-h-bar, de acordo com a Equagcéo 7.
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PO,=D x S x 3600 (s/h) @)
Sendo: D a Difusividade (cm?s) e S a Solubilidade do gas (sob condigcdes padrdo de
temperatura e pressdo (0°C, 1 atm) em unidades de cm®/cm?-bar).

4.5.10 Atividade antioxidante in vitro

Para extracdo dos compostos ativos incorporados nos filmes foram cortadas amostras
de filmes em partes quadradas de 9 cm?, as quais foram imersas em 10 mL de 4gua destilada e
centrifugadas a 4400 rpm durante 30 minutos a 5 °C. Do sobrenadante foram retiradas as
aliquotas para determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP,

seguindo o0 mesmo procedimento descrito no item 4.4.4.

4.5.11 Teste de migracao

O teste de migracdo foi realizado com dois simulantes alimentares diferentes (agua
destilada e 6leo de soja da marca Lisa). Para o experimento, os filmes foram cortados em
partes quadradas de 1,5 cm x 1,5 cm e colocadas, em tubos falcon, imersos em 6 mL do
simulante. Os tubos foram armazenados protegidos da luz em temperatura ambiente durante
30 dias. A migracdo das substancias ativas dos filmes foi verificada por meio da
determinacdo do teor de compostos fendlicos totais no meio simulador nos tempos 0, 10, 20 e
30 dias de armazenamento, usando 0 mesmo método descrito anteriormente no item 4.4.3. As

amostras foram preparadas em duplicata.
4.6 ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica foi realizada utilizando software Assistat versdo 7.7, e os dados

foram avaliados por meio de teste estatistico de Duncan para determinar a diferenca no nivel

de significancia de 5 % (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OEA

5.1.1 Analise por GC/MS

A composicdo quimica do OEA foi analisada por GC/MS e os principais componentes
identificados estdo apresentados na Tabela 2. Os constituintes majoritarios foram a-Pineno
(26,53%), Canfora (20,32%) e 1,8 Cineol (19,36%), similarmente ao encontrado no estudo de
Wang et al. (2008) que relataram 1,8 Cineol (27,23%), a-pineno (19,43%) e canfora (14,26%)
como principais componentes do OEA.

Tabela 2 — Composic¢ao quimica do OEA

Classe Composto Estrutura quimica* Porcent_agem
Relativa
- f"\_{:/
a-Pineno ﬁ{\, \_\) 26,53
Y
Canfeno \’:/ y 9,04
——fl” -
Monoterpenos Iy
D-Limoneno [ J 3,64
0-Cimeno /J\I 2,61
O
Canfora ~_// 20,32
AN
TN
1,8 Cineol o ¢ 19,36
\.0__?& \
Monoterpendides 7
—~
Endo-Borneol /N 4,60
[on
H
a-Terpineol | 2,55
r\OH
Sesquiterpenos Cariofileno S 2,21
. e’
Outros compostos 9,14

Fonte: A autora (2020).

Nota: *Imagens retiradas do NIST Chemistry WebBook.
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Na literatura sdo encontrados Oleos essenciais de alecrim com variagdes na
composicdo e no teor de constituintes, sendo assim é fundamental que o0s seus componentes,
variaveis de acordo com diversos fatores, sejam conhecidos, pois, podem alterar o seu
principio ativo (NASCIMENTO et al., 2007). De fato, a atividade biolégica do OEA é
relacionada com a estrutura quimica dos seus constituintes, com as propor¢Ges em que eles
estdo presentes e com as interacdes entre os mesmos (EVORA, 2015).

Com relacdo a influéncia da estrutura quimica dos constituintes do 6éleo na sua
atividade bioldgica, alguns autores verificaram que a presenca das duplas ligacdes conjugadas
nas moléculas de monoterpenos dos OEs foram responsaveis pela atividade relativamente
elevada de eliminacdo dos radicais livres, uma vez que 0s compostos que ndo possuiam essas
ligacOes exerceram atividade mais fraca ou inexistente (OLIVEIRA, 2018). Postula-se que
essa caracteristica quimica resulta num melhor deslocamento do elétron doado, fazendo com
que a eliminagdo dos radicais livres ocorra de forma mais rapida (WOJTUNIK; CIESLA,
WAKSMUNDZKA-HAIJNOS, 2014). Da mesma forma, outros autores verificaram
correlacdo positiva entre a quantidade de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante
(CARVALHO et al., 2016). Os compostos fendlicos apresentam expressiva atividade de
eliminacdo de radicais livres devido a sua estrutura quimica, constituida de grupos benzénicos
que possuem pelo menos um de seus hidrogénios substituidos por um grupamento hidroxila,
que fornece maior estabilidade a molécula doadora de elétrons ou de atomos de hidrogénio
(ACHKAR et al., 2013; OLIVEIRA, 2018).

Na literatura, ha relatos também que a atividade antimicrobiana dos OEs ¢é relacionada
com sua composi¢do quimica, sendo atribuida principalmente aos compostos terpénicos
presentes (DE SOUSA, 2012). Acredita-se que esses compostos se dissolvem na membrana
microbiana e penetram na célula onde podem interagir com mecanismos essenciais para 0
metabolismo celular (MARINO; BERSANI; COMI, 2001).

No que diz respeito as interacBes entre 0s constituintes, estudos cientificos
evidenciaram que o OEA apresentou maior atividade antimicrobiana contra vérias bactérias
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) e fungos (Candida albicans e Aspergilus niger)
que 0s seus compostos majoritarios isoladamente 1,8-cineol (26,54%) e a-pineno (20,14%)
(Jiang et al., 2011), tal resultado pode ser atribuido a um efeito sinergico entre os seus
componentes (OLIVEIRA, 2018).

A influéncia do teor de constituintes na atividade biolégica do OEA também ja foi

verificada na literatura. Segundo Evora (2015), a presenca de 1,8-cineol como composto
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majoritario do OEA diminuia consideravelmente a eficacia do dleo contra Staphylococcus

aureus, enquanto a presenga de a-pineno como composto majoritdrio aumentava a sua
eficacia contra este microrganismo.

5.1.2 Andlise por FTIR

A Figura 8 mostra o espectro de FTIR do OEA. O espectro apresenta bandas
caracteristicas em posicdes relativas consistentes com as relatadas na literatura (ELZEY et al.,
2006).

A banda larga na regido de 3470 cm™ corresponde ao estiramento O-H e as bandas que
apareceram em aproximadamente 2900 cm™ e em 1745 cm® correspondem aos estiramentos

das ligagbes C-H e C = O, respectivamente. J& as bandas em 1215 cm e em 985 cm séo
caracteristicas da vibracao de éteres.

Figura 8 — Espectro FTIR do OEA
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Fonte: A autora (2020).

Correlacionado os espectros de FTIR com os resultados de GC/MS podemos constatar
que a banda de forte intensidade em 1745 cm™ é atribuida principalmente ao cetogrupo da
canfora e as bandas em 1215 cm™ e 985 sdo associadas a funcéo éter do anel epoxido do 1,8
cineol (FERNANDES et al., 2014). Além disso, a banda larga na regido de 3470 cm™ pode
ser atribuida aos grupos hidroxilas dos compostos endo-borneol e a-terpineol e de compostos

fenolicos presentes em menores quantidades (ZGARIAN et al., 2017).
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5.1.3 TFT e atividades antioxidante e antimicrobiana

Os compostos fendlicos sdo um grupo de substancias que possuem um anel aromatico
com uma ou mais hidroxilas (DEL RE; JORGE, 2012). O teor de compostos fenolicos totais
(TFT) pode ser usado como um importante indicador da capacidade antioxidante do 6leo
essencial, pois estes compostos tém um alto potencial redox, exercido por varios mecanismos
possiveis: eliminacdo de radicais livres, quelacdo de metais de transicdo e/ou capacidade de
extin¢do de oxigénio singlete (ALVES-SILVA et al., 2013).

Conforme mostrado na Tabela 3, o TFT do OEA foi 33,12 mg de EAG/g de OEA.
Este valor esta de acordo com o relatado na literatura por Baydar et al. (2009), que avaliou o
TFT do OEA extraido de plantas colhidas durante 4 meses e encontrou um valor variando de
18,53 a 37,95 mg de EAG/g de OEA. Contudo, é um valor considerado baixo quando
comparado aos 6leos essenciais de outras espécies descritas na literatura, tais como o OE de
curcuma (56,79 + 1,37 mg de EAG/g) e o OE de tomilho (177,3 mg de EAG/g) (ANTUNES
etal., 2012; ALJABEILI; BARAKAT; ABDEL-RAHMAN, 2018).

Os constituintes presentes em maior quantidade no OEA, segundo resultados de
GC/MS, foram a-Pineno, Céanfora e 1,8 Cineol, sendo que nenhum desses compostos
apresentam estrutura fendlica, razdo pela qual quantificou-se baixo teor de compostos

fenélicos totais.

Tabela 3 — Teor de compostos fenélicos totais e atividades antioxidante e antimicrobiana para o OEA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

TFT (halo de inibicdo em milimetros)
(mg de EAG/g de DPPH FRAP
OEA) S (mmol Fe2SO4/g de S. aureus E. aerogenes E. coli
(% inibic&o) OEA)
33,12+ 1,53 38,11+ 0,62 6,24+ 0,23 15,3+ 5,0 10,3+15 157+2,1

Fonte: A autora (2020).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados das atividades antioxidantes pelos dois
métodos utilizados, o teste de sequestro do radical livre DPPH e 0 método de reducdo de ferro
(FRAP). O OEA apresentou 38,11% de inibicdo de DPPH, este resultado foi superior ao
encontrado por Gachkar et al. (2007) e Tural e Turhan (2017) que relataram 23 e 21,31% de
inibicdo, respectivamente. Essa diferenca ja era esperada uma vez que estes valores sdo
influenciados pela composicdo quimica do oOleo, e no trabalho Gachkar et al. (2007), por

exemplo, o OEA utilizado continha piperitona (23,7%), a-pineno (14,9%) e linalol (14,9%)
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diferentemente desse trabalho onde os principais constituintes foram a-Pineno (26,53%),
Canfora (20,32%) e 1,8 Cineol (19,36%).

Com relacdo a atividade antioxidante por FRAP o resultado foi de 6,24 mmol
Fe>SO4/g de OEA. Lado et al (2004) avaliaram a atividade antioxidante de diferentes dleos
essenciais pelo ensaio FRAP, e para 0 OEA os autores encontraram um valor de 0,031 (mmol
Fe>S04/g de OEA); este resultado € muito inferior ao encontrado aqui. Entretanto, neste
trabalho a amostra foi incubada por 30 minutos com o reagente FRAP, enquanto no trabalho
de Lado et al (2004) as amostras foram incubadas apenas por 5 minutos; devido ao maior
tempo de incubacdo é esperado que nosso 6leo expresse maior valor de reducéao do ferro.

O OEA apresentou atividade antioxidante moderada comparativamente a do
antioxidante sintéetico butil-hidroxitolueno que exibe 51,6% de inibicdo de DPPH e um poder
de reducdo do ferro de 10,58 mmol Fe;SO4/g (ZIVKOVIC1, CEBOVIC, MAKSIMOVIC,
2012; COSTA et al., 2013). Este resultado pode ser atribuido ao teor de fendlicos, que foi
baixo se comparado com o de outros OEs descritos na literatura, visto que compostos com
estrutura fenolica tendem a apresentar uma expressiva atividade antioxidante, como foi
descrito anteriormente.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do OEA contra as bactérias testadas (Tabela
3 e Figura 9), constatou-se que o OEA apresentou atividade antimicrobiana intermediéria para
S. aureus e E. coli, entretanto demonstrou baixa atividade frente as cepas de E. aerogenes.
Esta classificacdo foi realizada de acordo com o protocolo M02-A10 do National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003) que estabelece as categorias sensivel (para
halo de inibigdo superior a 20 mm), intermediaria (para halo de inibi¢do entre 15 e 19 mm) e
resistente (para halo de inibicao igual ou menor que 14 mm).

Figura 9 — Halo de inibigdo apresentado pelo OEA para (2) S. aureus, (b) E. aerogenes e (c) E. coli

) - ©

Fonte: A autora (2020).
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O resultado do teste de atividade antimicrobiana indica que o OEA é um candidato
promissor a agente antimicrobiano em embalagens ativas, tendo em vista que as cepas
testadas sdo possiveis causadores de doencas infecciosas, sendo que as duas para as quais 0
OEA apresentou maior potencial inibidor (S. aureus e E. coli) estdo entre as principais
causadoras de doencas transmitidas por alimentos no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2020).

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na acdo dos Oleos essenciais sobre 0s
microrganismos. Segundo Ribeiro (2011) as inibicbes mais frequentes envolvem a
sensibilizacdo da bicamada lipidica da membrana celular, causando aumento da
permeabilidade e liberagdo dos constituintes intracelulares vitais. No entanto, ainda segundo o
autor, devido ao grande nimero de compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais,
provavelmente, sua atividade antimicrobiana ndo € atribuivel a um mecanismo especifico,
podendo haver outros alvos na célula.

5.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO PECTINOSO
5.2.1 Andlise por FTIR

A andlise por FTIR do extrato pectinoso, conforme espectro exibido na Figura 10,
mostrou bandas caracteristicas em 3330 cm™ e em 1640 cm™ correspondentes as vibracoes de
alongamento e de flexdo dos grupos OH (da agua, da pectina ou de compostos fenolicos
contidos no extrato), respectivamente (CASAGRANDE; REPETTE, 2018). O pico que ocorre
em 1640 cm™ também pode ser associado aos grupos carboxilicos néo esterificados (COO-)
da pectina (VIEIRA, 2017).

Figura 10 — Espectro FTIR do extrato pectinoso
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Fonte: A autora (2020).
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O espectro FTIR n&o foi suficiente para confirmar a extracdo de pectina, isto porque a
a agua apresenta alta absorcéo da radiacdo infravermelha dificultando a analise de substancias
aquosas. Assim, como sugestdo, recomenda-se em trabalhos futuros que o teor de pectina seja

determinado na forma de pectato de célcio.

5.2.2 TFT e atividades antioxidante e antimicrobiana

A Tabela 4 apresenta o teor de compostos fendlicos totais (TFT) e o resultados da
atividade antioxidante para o extrato pectinoso. O extrato pectinoso apresentou um alto valor
de TFT (230,09 + 29,08 mg de EAG/g de extrato pectinoso) e também boa atividade
antioxidante pelos dois métodos usados (70,83 + 1,82% de inibicdo de DPPH e um poder de
reducéo de ferro de 53,20 + 1,95 mmol Fe>SO4/g de extrato pectinoso).

De acordo com resultados obtidos, o extrato pectinoso apresenta alto potencial para ser
utilizado como aditivo antioxidante em alimentos, uma vez que apresentou acao superior a do
antioxidante sintético butil-hidroxitolueno (51,6% de inibicdo de DPPH e 10,58 mmol
Fe>S0O4/g de OEA) pelos dois métodos testados. Este resultado estd associado tanto ao fato da
casca do maracuja amarelo apresentar compostos fendlicos em sua composi¢do (como € o
caso da isoorientina) (ZERAIK et al., 2012), como também por ter sido empregado suco de
limdo como acidificante na extracdo de pectina, pois, como se sabe, 0 suco do limdo contém

acido citrico e acido ascorbico, dois fortes antioxidantes.

Tabela 4 — Teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante para o extrato pectinoso

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

TFT
(mg de EAG/g de extrato DPPH FRAP
pectinoso) (% inibicdo) (mmol Fe;S04/g de extrato
pectinoso)
230,09+ 29,08 70,83+ 1,82 53,20+ 1,95

Fonte: A autora (2020).

O extrato pectinoso também foi caracterizado quanto a sua atividade antimicrobiana
pelo método de disco-difusdo frente as espécies bacterioldgicas E. coli, E. aerogenes e
S.aureus. Contudo, ndo foi verificado halo de inibicdo para nenhum dos microrganismos

testados.

5.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES
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5.3.1 Aspecto visual

O aspecto visual dos filmes para embalagem é um fator muito importante, pois
influencia na apresentacdo do produto embalado e, consequentemente, na aceitacdo dos
consumidores. Especificamente na &rea de alimentos, na maioria das vezes, deseja-se filmes
transparentes a fim de permitir a visualizagdo do produto.

A Figura 11 exibe fotografias dos filmes produzidos, onde é possivel observar que

todos os filmes se mostraram visualmente transparentes e com uma cor amarelo-ocre.

Figura 11 — Fotografias dos filmes produzidos

F1 F2 F3

(0,50%0EA-0.00%Sacarose) (0,50%0EA-1,40%Sacarose)  (1.50%0EA-0.00%Sacarose)

F4 F5 F6

F7
(1.50%0EA-1.40%Sacarose) (1.00%0EA-0,70%Sacarose)  (1,00%0EA-0,70%Sacarose) (0.00%0EA-0,00%Sacarose)

Fonte: A autora (2020).

Além disso, verificou-se, visualmente, que o filme sem adicdo de OEA (F7)
apresentou superficie lisa, entretanto, nos filmes com OEA verificou-se a formagédo de
particulas na superficie e quanto maior o percentual de OEA mais evidente era esta
observacao. Este resultado é, possivelmente, associado a diferenca de polaridade entre o 6leo
(hidrofdbico) e a solucédo filmogénica a base de polissacarideos de carater hidrofilico (amido e
pectina) que dificulta homogeneizacgéo da solugéo.

A fim de quantificar a intensidade da transparéncia os filmes foram analisados em
espectrofotébmetro UV-Vis na regido visivel do espectro (faixa de comprimento de onda de
600 nm), sendo obtidos valores entre 12,60 e 16,71 mm™ (Tabela 5). A formulagio F4
(1,50%0EA-1,40%Sacarose) foi a Unica em que o resultado de transparéncia diferiu
estatisticamente do filme de controle (F7), assim pode-se dizer que esta diferenca estatistica

ndo esta associada nem ao 6leo e nem a sacarose, ja o valor de trasparéncia do filme F3 (sem
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sacarose e com mesma concentragdo de OEA que o F4) e do filme F2 (com mesma
concentracdo de sacarose que o F4) ndo apresentou diferenca significativa para o filme de
controle.

A diferenca observada entre a transparencia das formulacdes F4 (1,50%O0EA-
1,40%Sacarose) e F7 (filme de controle) pode ser atribuida a quantidade de extrato pectinoso
usado na preparagdo da solucdo filmogénica. Como o extrato pectinoso foi utilizado como
solvente, sua quantidade na solucdo era variavel de acordo com o percentual dos aditivos
utilizados, logo, como a formulacdo F4 é a que possui maior percentual de aditivos, menor
quantidade de extrato pectinoso foi empregada para a sua produgdo, conforme mostrado no
delineamento experimental (Tabela 1).

Tabela 5 — Parametros colorimétricos e transparéncia dos filmes estudados

Formulagdes Parametros colorimétricos Transparéncia
(%OEA - %Sacarose) L a’ b AE (mm?)
(0,50%F_10,00%) 82,01 £ 4,39° 2,65+21228 27,61+3,62%° 29,06 +537% 14,74 +2213b
(0,50%F_21’40%) 86,99 + 1,322 0,70 £1,83° 23,47 + 2,98° 22,92 +3,26° 15,42 +0,60%°
(1,50%F_30,00%) 82,87 +1,46°¢ 2,18 +0,57%° 29,00 +2,042 29,74 +2,51*° 16,71 + 0,852
(1,50%F_41’40%) 84,47 +1,58*° 1,37 £0,54°¢ 2536 +2,49°¢ 25724292 12,60+ 0,43°
(1,00%F-50,70%) 82,80 £2,49°¢ 2,18+101°" 3025+3,82% 30,90 +4,56° 13,68+ 103"
(1100%':_60,70%) 85,17 +1,36*® 1,25 +0,53°¢ 26,90 +2,35*" 26,80 + 2,722 12,88 + 2,30°¢
F7

a c b,c c a,b
(0,00% - 0,00%) 86,73 £ 0,64 0,57 £ 0,41 24,43 £1,90 23,90+ 1,20 14,94 £ 1,25

Fonte: A autora (2020).
Nota: Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo o Teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Os parametros colorimétricos dos filmes também estdo apresentados na Tabela 5. O
parametro L*, que representa o indice de luminosidade, mostrou que todos os filmes
apresentaram valores proximos a 100, ou seja, resultados voltados para luminosidade branca,
originando filmes mais claros. Entretanto, ndo foi observada correlagédo entre os resultados do
parametro L* e a concentracdo de sacarose e OEA utilizada, indicando que estes aditivos ndo
afetaram, ou tiveram pouco efeito, sobre a luminosidade dos filmes, o que concorda com os
resultados de transparéncia apresentados anteriormente.

De forma geral, os valores positivos para o parametro b* indicam que a coloracéo
amarela predominou no material e, as médias positivas, porém proximas a 0, do parametro a*

indicam que ha baixa tendéncia a coloragdo vermelha. A cor dos filmes é, naturalmente,
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devido ao extrato pectinoso que apresenta uma cor levemente amarela, ja que o OEA utilizado
era incolor.

Ao analisar a diferenca total de cor (AE), observou-se diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre as amostras, com valores variando de 22,92 na F2 (0,50%OEA-
1,40%Sacarose) a 30,90 na F5 (1,00%0EA-0,70%Sacarose) (Tabela 5). Com excecdo da
amostra F2, todas as outras apresentaram AE superior ao filme de controle (F7), assim, de
maneira geral, verificou-se uma reducdo da diferenca total de cor com a incorporacdo de
OEA. Resultado semelhante foi encontrado por Yeddes et al. (2020) que verificaram que a
incorporagéo do OEA resultou em uma diminuicdo significativa do valor de AE em filmes de

gelatina-quitosana-pectina.

5.3.2 Andlise por FTIR

A Figura 12 mostra os espectros FTIR para os filmes estudados e para o 6leo essencial
de alecrim puro. Como pode ser observado, todos os filmes apresentaram espectros muito
semelhantes com picos definidos sob os mesmos comprimentos de onda. A semelhanga entre
os espectros dos filmes com e sem adicdo de 6leo, ocorre devido ao OEA apresentar bandas
caracteristicas nas mesmas regides do filme de amido/extrato pectinoso (F7), resultando em

sobreposicao de bandas no espectro.

Figura 12 — Espectro FTIR dos filmes e do OEA
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A banda larga e forte na regido de 3300 cm™ corresponde ao estiramento dos grupos
hidroxila (-OH) que participam da formacdo de ligacdes de hidrogénio inter e
intramoleculares e a banda encontrada em 2922 cm™ é referente ao estiramento da ligagdo C-
H (CUNHA, 2016).

Em 1732 cm aparece uma banda que pode ser relacionada ao estiramento vibracional
C=0 de grupos carboxilicos esterificados (CORREA, 2011) e em 1014 cm™ tem-se uma
banda espectral atribuida aos estiramentos de éteres C-O-C presentes nas cadeias poliméricas
do amido (CUNHA, 2016).

5.3.2.1PCA

Como os espectros FTIR ndo foram suficientes para indicar se 6leo foi incorporado na
matriz polimerica, realizou-se a Analise por Componentes Principais (PCA) para evidenciar
diferencas entre o filme de amido/extrato pectinoso (F7) e os filmes com adi¢do de OEA (F1 a
F6). Os graficos de scores (PC1 X PC2) para os filmes estdo apresentados na Figura 13, onde

foram dividos em filmes com e sem adicédo de sacarose (Figura 13 (a) e (b), respectivamente).

Figura 13 — Graficos de scores da PC1 x PC2 para os filmes com sacarose (a) e sem sacarose (b) comparados ao
filme de controle (F7)
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Em ambos os gréficos (13 (a) e (b)), os filmes com diferentes concentracfes de 6leo
sdo encontrados em agrupamentos distintos, indicando que houve diferencia¢do quimica do
filme de amido/extrato pectinoso (F7) para os filmes aditivados com OEA e, portanto,
confirmando a presenca do 6leo na matriz polimeérica dos filmes aditivados. Além disso, como
era esperado, as formulagdes F5 e F6 ndo apresentaram separacédo significativa na PCA, por
serem idénticas (ponto central do delineamento experimental).

As Figuras 14 e 15 apresentam o grafico de loadings para a primeira e segunda
componente principal dos filmes com e sem sacarose, respectivamente. A partir dos graficos
de loadings é possivel identificar os sinais responsaveis pela formacdo dos diferentes
agrupamentos observados nos graficos de scores. Analisando-se as figuras, nota-se a
existéncia de sinais na faixa de 1700 cm™ a 1800 cm1, regido de estiramento do grupo

funcional C=0, podendo-se atribuir a presenca do constituinte caAnfora do OEA utilizado.

Figura 14 — Grafico de loadings dos filmes com sacarose para a PC1 (a) e paraa PC2 (b)
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Figura 15 — Gréfico de loadings dos filmes sem sacarose para a PC1 (a) e paraa PC2 (b)
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Fonte: A autora (2020).

5.3.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA e DTG, apresentadas na Figura 16, evidenciam que todos os filmes
produzidos exibiram perfis de decomposicdo térmica similares. As curvas de TGA obtidas
apresentam eventos térmicos sobrepostos, conforme ficou evidenciado pelas curvas DTG,
onde foi possivel verificar que a decomposicdo ocorreu em dois estagios. As temperaturas em
que ocorreu cada estagio estdo apresentadas na Tabela 6.

O primeiro estagio de decomposicao ocorre entre 150 e 200 °C para o filme F7 (filme
de controle) e entre 200 e 250 °C para os demais filmes, esse pequeno evento térmico é
provavelmente relacionado a degradacdo de moléculas de baixa massa molecular. O segundo
estagio, correspondente a maior perda de massa, acontece entre 250 °C e 350 °C e é
predominantemente devido a degradacdo da matriz polimérica (amido e pectina), como
relatado em outros trabalhos (DASH et al., 2019; KANG; SONG, 2019).
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Figura 16 — Curvas de TGA e DTG para os filmes produzidos
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Tabela 6 — Parametros termogravimétricos para os filmes estudados
Formulagdes Primeiro Estéagio Segundo Estéagio
(%OEA - % Sacarose) T onset T méx T endset T onset T méx (°C) T endset
(9) 9] 9] (49 (9)
F1
(0,50% - 0,00%) 210,03 218,46 229,51 272,10 302,01 332,90
F2
(0,50% - 1,40%) 223,68 233,71 240,28 275,20 308,25 336,87
F3
(1,50% - 0,00%) 211,52 223,92 231,87 274,25 304,86 337,36
F4
(1,50% - 1,40%) 210,96 219,38 232,87 264,05 300,31 337,49
F5
(1,00% - 0,70%) 206,21 215,38 231,57 272,13 302,71 334,79
a OO%F-GO 70%) 208,97 215,86 225,90 265,93 302,31 335,36
F7 161,91 179,25 195,68 257,22 300,82 340,49

(0,00% - 0,00%)

Fonte: A autora (2020).

Conforme mostrado na Tabela 6, observa-se que a adicdo de OEA provocou um
aumento na temperatura de inicio do primeiro estagio de degradagdo, enquanto para o filme
sem OEA (F7) o primeiro estagio de degradacéo se iniciou em 161,91 °C, para os filmes com
OEA ocorreu acima de 200°C.

5.3.4 Espessura, teor de sélidos totais e propriedades mecéanicas
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A espessura € um parametro importante para um material filmogénico e serve para
avaliar a sua homogeneidade. Com relacdo a esta propriedade, pode-se observar na Tabela 7
que os valores variaram de 0,12 mm para a formulacéo F7 (filme de controle) a 0,19 mm para
a formulacdo F4 (1,50%0EA-1,40%Sacarose). O filme de controle (F7) apresentou menor
espessura, mostrando que o OEA adicionado provocou um pegueno aumento na espessura dos
filmes produzidos, podendo atribuir esse aumento a formagéo de particulas na superficie dos
filmes aditivados com OEA. Resultado semelhante foi encontrado por Bertan et al. (2005) que
observaram que a adicdo de substancias hidrofébicas (&cidos graxos e elemi do Brasil)

promoveu aumento na espessura de filmes a base de gelatina.

Tabela 7 — Resultados da espessura, teor de solidos totais e propriedades mecéanicas dos filmes estudados

Formulacdes Teor de Sélidos Resisténcia a Alongamento
Espessura (mm)

(% OEA - %Sacarose) Totais (%) Tracéo (MPa) (%)
© 5O%F-10 00%) 0,160,0220 85,44+1,08% 4,50+0,151 70,78x1,67¢
o 50%F_21 40%) 0,16+0,032" 87,82+1,87¢ 9,17+0,42° 68,76+1,77¢
(1 5O%F_30 00%) 0,16+0,012° 87,29+1,99° 7,86+0,08" 57,31+0,55'
1 50%':_4 1,40%) 0,19+0,012 82,76+1,09 4,40+0,15¢ 77,24+2,05¢
(1 OO%F_50 70%) 011510,02b’c 81,3211,15b 5,76%0,27°¢ 89,75i0,92b
(@ OO%F-60 70%) 0,15%0,01° 80,46+0,22° 5,5410,16° 82,64+3,21°
F 0,12+0,02° 82,89+1,74° 9,42+0,13° 104,/66+1,15°

(0,00% - 0,00%)

Fonte: A autora (2020).
Nota: Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo o Teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Com relagdo ao teor de soOlidos totais, os valores variaram de 80,46 na F6
(1,00%0EA-0,70%Sacarose) a 87,82 na F2 (0,50%0EA-1,40%Sacarose). Observou-se que
houve pouca diferenga significativa entre as formulagdes, indicando boa homogeneidade e
consisténcia no processo de producéo dos filmes.

Na Tabela 7 tambem estdo apresentados os resultados das propriedades mecanicas
(resisténcia a tracdo (RT) e alongamento). Conforme apresentado na tabela, os valores de RT
variaram de 4,40 MPa para a F4 (1,50%0EA-1,40%Sacarose) a 9,42 MPa para a F7 (filme de
controle). Segundo Kim, Lee e Park (1995) para ser utilizado como embalagem, é necessario
que o material polimerico tenha RT maior que 3,5 MPa; sendo assim, os resultados obtidos
sd0 muito promissores, pois mostraram que todas as formulacOes testadas apresentaram

valores mais altos do que o indicado. Além disso, a RT dos filmes preparados é comparavel
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com as do polietileno de baixa densidade (6,9-16 MPa), material comumente usado em
embalagens comerciais (COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003).

Os resultados de RT mostraram ainda que o filme de controle (F7) apresentou maior
resisténcia, sugerindo que a tendéncia de reducdo da RT esta relacionada com a concentracao
do OEA utilizada; o que concorda com estudos anteriores que demonstram que a incluséo de
componentes lipidicos em filmes, resulta em uma matriz menos resistente (BATISTA et al.,
2005; SPOTTI et al., 2016). A diminuicdo da resisténcia mecanica com a adicdo do Oleo
essencial é provavelmente devido a substitui¢do parcial de interagdes polimero-polimero mais
fortes por interacbes mais fracas de polimero-6leo, gerando descontinuidades na matriz
polimérica (LEE et al., 2019).

Na analise do percentual de alongamento, observou-se valores variando de 57,31% na
F3 (1,50%0EA-0,00%Sacarose) a 104,66% na F7 (filme de controle). De uma maneira geral,
comparando as demais formulagdes com o filme de controle, observa-se uma reducéo de até
47,35% no alongamento. Um pardmetro que pode exercer influéncia sobre o alongamento
percentual é o teor de soélidos totais, visto que a agua também pode atuar como agente
plastificante. Conforme mostrado na Tabela 7, as formulacbes F1, F2 e F3 apresentaram
maior teor de sélidos e diferiram significativamente das demais (F4, F5, F6 e F7),
concordando com os resultados de alongamento percentual, pois, de fato, estas formulacdes
com menores umidades apresentaram menor alongamento percentual.

Nos filmes plastificados com sacarose, o percentual de alongamento, em relacdo aos
filmes ndo plastificados, foi dependente da concentracdo de OEA utilizada. Para os filmes
com 1,50% de OEA (F3 e F4), verificou-se que a incorporacdo de sacarose aumentou 0
alongamento em cerca de 20%. Ja nos filmes com 0,50% de OEA (F1 e F2) a sacarose parece
ndo exercer funcdo plastificante, pois ndo ha diferenca significativa no alongamento destas

amostras.

5.3.5 Solubilidade em agua e propriedades de barreira

A solubilidade em &gua é uma propriedade muito importante para definir o uso de um
material como embalagem alimenticia. Para a maioria das aplicac@es, a solubilidade em agua
é indesejada, a fim de manter a integridade do produto. Para outras aplicagdes, no entanto, a
solubilidade em agua pode ser benéfica, como no caso da aplicacdo em filmes comestiveis
para produtos semiprontos destinados ao preparo por coccdo (BATISTA; TANADA-
PALMU; GROSSO, 2005).
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Na Tabela 8 a solubilidade dos filmes variou de 37,60% na F2 (0,50%OEA-
1,40%Sacarose) a 55,81% na F7 (filme de controle). Geralmente, a sensibilidade a agua dos
filmes hidrofilicos pode ser reduzida pela adicdo de materiais hidrofébicos, assim, pela
natureza hidrofobica do OEA, era esperado que sua adi¢do na matriz polimérica levasse a uma
diminuicdo na solubilidade (SHAH et al., 2015). Contudo, isso parece ndo ter acontecido,
pois, a solubilidade da formulagdo F4, com o maior percentual de 6leo, foi estatisticamente
semelhante a do filme de controle (F7), possivelmente porque a quantidade de OEA

incorporada nao foi suficiente para mudar a natureza hidrofilica do filme de polissacarideos.

Tabela 8 — Solubilidade em &gua e propriedades de barreira dos filmes estudados

Formulagtes Solubilidade PVA PO2"
¢
(% OEA - %Sacarose) (%) (108 g/hemePa) (10"2%cm®/cmehebar)
Fl 44,51+1,65° 4 86+1,732 27442 11
(0,50% - 0,00%) 1L 861, T4£2,
F2 ) )
(0,50% - 1,40%) 37,60£1,75 5,070,55 3,60+1,13
F3 - -
(1,50% - 0,00%) 44,4520,55 5,37+1,23 3,84:0,00
F4 - - -
(1'50% _ 1,40%) 54,97+1,04 4,70+0,52 N.I.
F5 ) ”
(1,00% - 0,70%) 54,4821,14 4,07+0,38 3,91+1,47
F6 : "
(1,00% - 0,70%) 45,6420,45 4,32+0,51 2,28+1,48
F7 55,81+0,64° 2,56+1,03" 2,43£0,00

(0,00% - 0,00%)
Fonte: A autora (2020).
Nota: Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo o Teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). *O resultado
da anélise de variancia revelou um valor de F néo significativo ao nivel de 5% de probabilidade. **N.I. = Nao
Identificado.

Analisando os resultados de solubilidade apresentados na Tabela 8, pode-se observar,
também, que houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras com e sem sacarose.
Nota-se que, para os filmes com 0,50% de OEA (F1 e F2) houve diminui¢éo da solubilidade
com a adi¢do de sacarose, contudo, para os filmes com 1,50% de OEA (F3 e F4) o efeito foi
inverso, isto €, a solubilidade aumentou passando de 44,45% para 54,97% com a adicdo de
sacarose. Entretanto, é importante destacar que a diferenca significativa entre as amostras
pode estar relacionada a falta de uniformidade dos filmes, pois houve diferenca significativa
entre a duplicata do ponto central (formulacGes F5 e F6).

A Tabela 8 apresenta também aos resultados de permeabilidade ao vapor d’agua

(PVA). Normalmente, espera-se que a adicdo de 0Oleos essenciais em matrizes poliméricas
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hidrofilicas reduza a PVA devido as propriedades hidrofébicas do éleo, no entanto, verificou-
se que o filme de controle (F7) apresentou a menor taxa, sugerindo que a adicdo do OEA ¢é
responsavel pelo aumento nesta propriedade. Da mesma forma, no estudo de Klangmuang e
Sothornvit (2016) a adicio de Oleo Essencial de Plai (Zingiber cassumunar) aumentou
significativamente (p<0,05) a PVA de filmes a base de hidroxipropilmetilcelulose.

Os resultados de PVA encontrados indicam que o OEA apresenta efeito negativo nessa
propriedade, pois, normalmente, menores taxas de PVA sdo desejaveis para assegurar a
estabilidade do produto, visto que, em alguns alimentos, o ganho de umidade pode aumentar a
velocidade das reacGes de oxidacgdo lipidica e a taxa de crescimento microbiano, e, em outros,
a perda de umidade para 0 ambiente pode provocar ressecamento e alteragdes de cor e textura
(MATTA JUNIOR, 2009).

Além disso, esperava-se que a sacarose por seu carater plastificante facilitasse a
difusdo das moléculas de vapor de agua através do filme e, por conseguinte, aumentasse a
PVA, porém, conforme mostrado na Tabela 8, a adi¢do deste aditivo ndo teve efeito sobre esta
propriedade, ja que ndo houve diferenca significativa entre as amostras com e sem sacarose.

Conforme mostrado na Tabela 8, os filmes produzidos também foram analisados com
relacdo a taxa de permeabilidade ao oxigénio (PO2). Esta é uma propriedade importante para
embalagens alimenticias e o valor requerido para ela dependera do tipo de produto que sera
embalado. Se o objetivo for embalar alimentos ricos em lipidios, baixa PO é desejavel ja que
nesses alimentos o oxigénio leva a formacdo de radicais livres o que pode causar a
deterioracdo e modificacdo de suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (SOUZA, 2011;
KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016). Por outro lado, em outros casos, deseja-se uma
embalagem com alta PO, tais como no acondicionamento de carnes vermelhas frescas, pois o
oxigénio é responsavel pela formacdo de oximioglobina, pigmento que da a cor caracteristica
do produto (SOUZA, 2011).

Era esperado que a sacarose, pelo seu carater plastificante, provocasse uma elevagao
da taxa de permeabilidade ao oxigénio. Contudo, a analise de variancia dos resultados de PO>
dos filmes estudados revelou um valor de F ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade,
evidenciando que nenhum dos aditivos adicionados exerceram influéncia sobre esta
propriedade.

Os valores de PO> dos filmes produzidos neste trabalho foram bastante diferentes dos
obtidos por Arvanitoyannis, Psomiadou e Nakayama (1996) para blendas de amido com
caseinato de sodio plastificadas com sacarose e agua, que observaram valores variando de

2,48x102 a 8,3x10® (cm3/cmehebar). Além disso, todos os filmes apresentaram valores de
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PO, muito inferiores aos do polietileno de baixa densidade (aproximadamente 7,2x107°
cm®/cmehebar), o polimero mais comum na indGstria de embalagens para alimentos
(SANCHEZ-GARCIA, 2011). Isso indica que este material é promissor para limitar as

transferéncias de oxigénio em embalagens.

5.3.6 Atividade antioxidante in vitro

As temperaturas de gelatinizacdo e de secagem dos filmes podem causar a degradacao
de componentes ativos do OEA e do extrato pectinoso. Sendo assim, realizou-se a analise da
atividade antioxidante in vitro dos filmes produzidos a fim de avaliar se 0os agentes ativos
antioxidantes se mantiveram ap0s o processo de producdo. Além disso, os filmes também
foram avaliados apds 30 dias de armazenamento a 25 °C e 75% UR a fim de avaliar o efeito
do tempo de armazenamento na estabilidade da atividade antioxidante.

Os resultados da atividade antioxidante in vitro dos filmes pelos métodos DPPH e
FRAP, estdo apresentados nas Figuras 17 e 18, respectivamente. Conforme mostrado nas
figuras, na analise dos filmes recém-fabricados, pelo método DPPH o filme F2 (0,50%0EA-
1,40%Sacarose) apresentou maior acao antioxidante (34,32% de inibicdo de DPPH); ja, pelo
método FRAP, o filme com maior atividade antioxidante foi o F1 (0,50%0EA-
1,40%Sacarose) que apresentou um poder de reducdo do ferro de 1,06 mmol Fe2SO4/g.

Contudo, na analise dos filmes apos 30 dias de armazenamento, verificou-se que, em
ambos os métodos utilizados, os filmes que apresentaram maior acdo antioxidante foram
também os menos estaveis. Pelo método DPPH, o filme F2 (0,50%0EA-1,40%Sacarose) teve
reducdo de 8,33% na capacidade de inibicdo do DPPH e, na anélise por FRAP, o filme F1
(0,50%0EA-0,00%Sacarose) teve sua capacidade antioxidante reduzida de 1,06 para 0,44
mmol Fe;S04/g (decréscimo de 0,62 mmol Fe2S0./g).

Deve-se salientar que a determinacéo da atividade antioxidante foi realizada a partir de
amostra de 9 cm? dos filmes de forma que a variabilidade dos resultados pode estar
relacionada com a distribuicdo dos agentes ativos na matriz polimérica.

Nas Figuras 17 e 18 também foi possivel notar que os filmes aditivados com OEA e 0
filme de controle (F7), embora apresentem diferencas estatisticas (p<0,05), mostraram uma
atividade antioxidante semelhante pelos dois métodos testados, indicando que a acdo

antioxidante dos filmes se deve, principalmente, ao extrato pectinoso.
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Figura 17 — Resultados da atividade antioxidante in vitro pelo método de sequestro do radical livre DPPH
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Figura 18 — Resultados da atividade antioxidante in vitro pelo método de reducdo do ferro (FRAP)
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Além disso, percebeu-se, pela analise estatistica, que a adicdo de sacarose influi na
atividade antioxidante dos filmes produzidos, visto que filmes com sacarose apresentaram
maior acdo antioxidante pelo teste de inibicdo do DPPH. Tal resultado pode estar associado a
presenca de compostos fendlicos residuais (originarios da cana de aglcar) na sacarose
comercial, visto que estes compostos apresentam expressiva capacidade de sequestro de
radicais livres. Igbal e colaboradores (2017) avaliaram o teor de compostos fenodlicos totais
(TFT) de amostras de diferentes actcares e encontraram um valor de 23,81 (ug EAG/g de
amostra) no acucar refinado, confirmando a presenca de compostos fendélicos na sacarose
comercial.

A andlise estatistica mostrou, também, que pelo método de inibicdo do DPPH as
formulacdes F1, F6 e F7 mantiveram-se estaveis. Ja pelo método FRAP as formulacdes mais
estaveis foram as F4, F5 e F6. Contudo, de forma geral, todos os filmes foram capazes de

preservar a atividade antioxidante durante o periodo de acondicionamento.

5.3.7 Teste de migracao

Para executar sua funcdo como embalagem antioxidante, ao longo do tempo de
contato com o alimento, 0 agente ativo incorporado no material deve migrar da parede da
embalagem para a sua superficie. Como a atividade antioxidante da embalagem é baseada em
um processo de migracdo, a determinacao dessa migracdo em diferentes matrizes alimentares
€ necessaria para indicar a potencial aplicacao do material.

Nesse trabalho, o ensaio de migracdo foi realizado em dois meios simulantes: um
aquoso (agua destilada) e outro lipidico (6leo de soja). Conforme mostrado na Tabela 9, todos
os filmes mostraram migracdo de compostos ativos para 0s meios simulantes estudados,
contudo, a maior migracao foi observada para o simulante lipidico.

Os resultados também mostraram que a formulacdo que apresentou maior migracao
para o simulante aquoso foi a F5 (1,00%0EA-0,70%Sacarose), enquanto que para o simulante
lipidico foram a F3 (1,50%0EA-0,00%Sacarose) e a F7 (filme de controle). Além disso, para
o simulante aquoso, as formulacGes F1, F2, F3 e F6 apresentaram migracdo maxima nos 10
primeiros dias e as demais atingiram o pico nos 20 dias de ensaio. Ja, para o simulante
lipidico, as formulagdes que atingiram migragdo maxima nos 10 primeiros dias foram F1, F3,

F4 e F6, com as outras atingindo o pico somente nos 20 dias de ensaio.
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Tabela 9 — Teor de compostos fenolicos totais no meio simulante (mg de EAG/g de filme)

SIMULANTE AQUOSO

Formulagdes Tempo de incubagéo
(% OEA - %Sacarose) 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias
(O,SO%F-lo,OO% ) 0¢ 11,35+0,00% 11,65+0,99°® 15,68+0,09%A
o, 50%F_21, 40%) oc 19,480,048 20,16+2,74b<8 25,58+1,19%
(1’50%F_30’00% ) 0° 14,34+0,00° 18,18+2,54A 14,05+0,04°
(L 50%':_41’ 40%) 0°¢ 28,02+0,00%® 44,51+2,60%4 29,14+2,35%8
(1700%':_50,70%) 08 43,83+6,14%A 45,60+8,43%A 31,302,294
(1,00%F_60’70% ) 0¢ 25,89+0,00°4 27,008,254 18,72+0,52%
F7

C cB aA aA
(0,00% - 0,00%) 0 18,66+0,59 38,16x2,75 34,53+0,23

SIMULANTE LIPIDICO

Formulacdes Tempo de incubacéo
(% OEA - %Sacarose) 0 dias 10 dias 20 dias 30 dias

(0750%F_10100% | 2208:020°  66,72:0,66" 41,29+4,96° 47,28+5,91%
(0,50%':_21’ sy 2298:029°  47.36:083° 62,77+054  57,8043,57%%
(1,50%F-3o,00% | 2208:020° 73202005 83,66:£5,06° 76,860, 75%
" 50%':_41’ sy 298:029° 64774105 82,70+1,97° 66,62+ 15,47
(1,00%F-5o,70% | 2208:029°  6050:3.19° 81,8240,53* 74,4044, 77°
a OO%F—GO s 22.98:029°  50,06:0,63% 45,20+3,18° 58,56+10,5A

F7 22,08+0,20°  72,09+1,91% 86,71:+1,17% 58,746,30%C

(0,00% - 0,00%)

Fonte: A autora (2020).

Nota: Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo o Teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), sendo a
classificacdo, do lado direito superior, com letras minGsculas para analise nas colunas e com letras maitsculas
para analise nas linhas.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, evidenciou-se que 0 extrato pectinoso apresenta maior
potencial para desempenhar o papel de antioxidante, enquanto que o OEA tem maior
possibilidade de atuar como agente antimicrobiano.

Com o uso da analise por componentes principais (PCA) dos espectros FTIR dos
filmes produzidos, foi possivel confirmar, pela separacdo dos filmes em agrupamentos, a
incorporacdo do OEA na matriz polimérica.

De maneira geral, a adicdo de OEA e sacarose teve pouco ou nenhum efeito sobre a
transparéncia, resultado corroborado pelo ensaio de colorimetria, onde se verificou auséncia
de correlagéo entre os resultados de luminosidade e a concentracdo destes aditivos.

Com relacgéo ao efeito da incorporacéo dos aditivos (OEA e sacarose) nas propriedades
fisico-quimicas, mecanicas e de barreiras dos filmes produzidos, verificou-se que a adi¢do de
OEA provocou reducdo nas propriedades de resisténcia a tracdo e alongamento percentual e
aumento na permeabilidade ao vapor de agua. A sacarose, por sua vez, exerceu influéncia na
solubilidade e nas propriedades mecanicas, contudo, esta influéncia foi dependente da
concentracdo de OEA utilizada. Em filmes com 1,50% de OEA (F3 e F4) a sacarose provocou
aumento na solubilidade e no alongamento percentual, enquanto que em filmes com 0,50% de
OEA (F1 e F2) a sacarose diminuiu a solubilidade e ndo modificou o alongamento.

Na analise da atividade antioxidante in vitro dos filmes produzidos, verificou-se que
todos os filmes apresentaram atividade antioxidante pelos dois métodos testados. As
formulacdes com maior acdo antioxidante foram a F1 (pelo método FRAP) e a F2 (pelo
método DPPH), contudo, ao avaliar a atividade antioxidante apds 30 dias de armazenamento,
observou-se que estes filmes eram também os menos estaveis.

O ensaio de migracdo mostrou que ocorreu migracdo de compostos ativos dos filmes
para os dois simulantes testados (aquoso e lipidico). No entanto, maior migracdo foi
observada para o simulante lipidico.

Desta forma, pode-se concluir que os filmes desenvolvidos nesta pesquisa sdo muito
promissores para aplicagdo como embalagens ativas emissoras de antioxidantes para produtos
lipidicos. Além disso, a incorporacdo do 0leo essencial de alecrim (OEA) nestes filmes podera
resultar em embalagens com agdo antimicrobiana, visto que o OEA apresentou inibi¢do
significativa contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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7 PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram desenvolvidos filmes biodegradaveis a base de amido de araruta
e extrato pectinoso (do albedo da casca do maracuja amarelo) aditivados com 6leo essencial
de alecrim. As observagfes que surgiram aqui foram muito importantes, pois, mostrou um
material que tem potencial para ser aplicado como embalagem ativa e que além de ser uma
possivel alternativa aos conservantes quimicos e aos polimeros sintéticos €, também, uma
forma de agregar valor a um residuo de um produto agroindustrial produzido em alta escala
no Brasil e até entdo subutilizado e a um amido ainda pouco explorado economicamente no
pais.

Contudo, como toda pesquisa cientifica, esta ndo se esgotou e os resultados aqui
apresentados, embora promissores, ainda precisam ser aprofundados, abrindo perspectivas
para a realizacdo de novos trabalhos. Algumas das trajetdrias possiveis sao:

1. Um grande complemento a este estudo é a realizacdo do teste de atividade
antimicrobiana dos filmes produzidos para avaliar se o efeito antimicrobiano do OEA
permanece ap0s sua incorporacdo na matriz polimérica. Isto porque, em geral, os 6leos
essenciais sdo quimicamente instaveis na presenca de luz, calor e umidade o que pode causar
a degradacéo de alguns componentes ativos durante o processo de fabricacdo dos filmes (LAI
et al., 2006).

2. Ainda por uma perspectiva complementar seria interessante escolher a melhor
formulacéo e aplica-la em um alimento para estudar a interacédo entre o filme e o produto.

3. Uma possibilidade de estudo adicional é também a aplicacdo do material proposto
neste trabalhno em revestimentos comestiveis, pois, todos 0s seus componentes Ssdo
considerados GRAS (reconhecidos como seguros para a alimentacdo) e, além disso, possuem
propriedades nutricionais benéficas para a saude.

4. Neste trabalho os filmes foram produzidos pelo método solution casting, contudo, a
fabricacdo por este método tem suas limitacGes e, do ponto de vista industrial, seria mais
interessante a producdo dos filmes por um processo onde seja possivel obté-los em larga
escala, como a extrusdo. Diante disso, uma nova abordagem seria estudar a producdo dos
filmes por extruséo a fim de possibilitar a producao desse material em escala industrial.

5. Outra interessante perspectiva € estudar a biodegradabilidade em solo dos filmes
produzidos para avaliar o efeito do OEA sobre a taxa de biodegradacdo da matriz polimérica.
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