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RESUMO

PAGLIONE, |. S. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE FILMES
BIODEGRADAVEIS DE ISOLADO PROTEICO DE SOJA CONTENDO
MICROPARTICULAS DE OLEO ESSENCIAL DE OREGANO. p. 60.
DISSERTACAO (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Londrina, 2018.

As embalagens sintéticas sdo amplamente utilizadas no Brasil e no mundo, mas
possuem a desvantagem de demandarem um alto tempo de degradacdo e quando
nao reutilizadas geram um enorme problema de acumulo de lixo no meio ambiente.
Uma alternativa seria a utilizacdo de embalagens biodegradaveis produzidas a partir
de biopolimeros de fonte renovavel, como o isolado proteico de soja (IPS). Os filmes
de IPS permitem a incorporacdo de compostos bioativos como o 6leo essencial de
orégano (OEO). Entretanto, o OEO ¢é facilmente degradado durante o
processamento e uma alternativa para preservar a bioatividade desse composto
seria realizar a microencapsulacédo. Este estudo foi dividido em duas etapas. A
primeira consistiu em avaliar o efeito do pH e da concentracdo de IPS sobre as
propriedades dos filmes de IPS utilizando um delineamento composto central
rotacional (DCCR). Observou-se que em pHs elevados, aumentava-se a resisténcia
a tracdo (RT) e a elongacdo na ruptura (ELO) dos filmes. Fato contrario foi
observado em relacdo a solubilidade (SOL) e o parametro de cor L*, sendo os
menores valores dessas variaveis obtidos em pH alcalino, distante do ponto
isoelétrico, no qual ocorreu desnaturacdo das proteinas da soja, possibilitando
interacdo entre as cadeias e a formacédo de uma estrutura compacta. Considerando
a funcéo desejabilidade, para obter um filme com alta RT e ELO e baixa SOL foi
necessario utilizar 7,56 g de IPS/ 100 g de solucéo filmogénica e ajustar a solucéo
filmogénica para pH 10,54. A segunda etapa teve como objetivo produzir filmes de
IPS com OEO livre e microencapsulado pela técnica de gelificacao ibnica e avaliar
as propriedades mecanicas, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
cor, morfologia e atividade antimicrobiana durante 90 dias de armazenamento. O
OEO foi microencapsulado com sucesso pela técnica de gelificacdo i6nica
apresentando formato esférico, didmetro médio de 250 pm e eficiéncia de
encapsulacdo de 79,6 %. A presenca de OEO livre diminuiu a RT e 0 modulo de
Young (MY) e aumentou a SOL e esses resultados podem estar relacionados com a
reducdo da interagdo polimero-polimero, formando uma estrutura menos coesa e
fraca. A adicdo de OEO livre conferiu ao filme agdo antimicrobiana frente a S.
aureus e E. coli, e esta agdo diminuiu apos 90 dias de armazenamento. A presencga
de odleo essencial de orégano microencapsulado (OEOM) aumentou a RT e MY,
diminui a ELO e a PVA dos filmes. Acredita-se que houve uma boa interagéo entre a
matriz do filme e as microparticulas de OEO, resultando no reforco da matriz
polimérica. A microencapsulacao do 6leo protegeu os compostos bioativos presentes
no OEO durante a producéo e secagem dos filmes, possibilitando obter materiais
com propriedades antimicrobianas.

Palavras-chave: Polimero biodegradavel. Gelificagdo i6nica. Atividade
antimicrobiana. Composto bioativo.



ABSTRACT

PAGLIONE, I. S. PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF SOY PROTEIN
ISOLATE BIODEGRADABLE FILMS CONTAINING OREGANO ESSENTIAL OIL
MICROPARTICLES. 60f. Dissertation (Master in Food Technology) - Universidade
Tecnoldgica Federal do Paran&. Londrina, 2018.

Synthetic packaging is widely used in Brazil and worldwide, but it has the
disadvantage of requiring a high degradation time and when not reused, it generates
a problem of waste accumulation. An alternative would be the use of biodegradable
packaging produced with biopolymers from renewable source such as soy protein
isolate (SPI). SPI films allow the incorporation of bioactive compounds such as
oregano essential oil (OEO). However, OEO is easily degraded during processing,
and an alternative to preserve the bioactivity of this compound would be the
microencapsulation. This study was divided in two stages. The first consisted of
evaluating the effect of pH and concentration of SPI on the properties of SPI films
using a central rotational compound design (DCCR). It was observed that at high
pHs, tensile strength (RT) and elongation at break (ELO) of films were increased.
Solubility (SOL) and color parameter L* were observed, with the lowest values of
these variables being obtained at alkaline pH, far from the isoelectric point, in which
denaturation of the soybean proteins occurred, allowing interaction between the
chains and the formation of a compact structure. Considering the desirability function,
to obtain a film with high RT and ELO and low SOL it is necessary to use 7.56% of
SPI and to adjust the filmogenic solution to pH 10.54. The second step of this study
consisted in microencapsulate the OEO by the ionic gelation technique and apply it in
the formulation of SPI films. OEO was successfully microencapsulated by ionic
gelation technique and presented spherical shape, mean diameter of 250 ym and
encapsulation efficiency of 79.6%. The presence of free OEO decreased the RT and
Young's modulus (MY), and increased SOL and these results may be related to the
reduction of the polymer-polymer interaction, forming a less cohesive and weak
structure. The addition of free OEO provided antimicrobial activity against S. aureus
and E. coli, and this action decreased after 90 days of storage. The presence of
microencapsulated oregano essential oil (OEOM) increased the RT and MY,
decreased ELO and PVA of the films. It is believed that there was a good interaction
between the film matrix and the OEO microparticles, resulting in the reinforcement of
the polymer matrix. The microencapsulation of the oil protected the bioactive
compounds present in the OEO during the production and drying of the films,
allowing to obtain materials with antimicrobial properties.

Key-word: Biodegradable polymer. lonic gelation. Antimicrobial activity. Bioactive
compounds.
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1 INTRODUCAO

O lixo doméstico € composto por cerca de 34% de embalagens plasticas.
Esses recipientes sédo utilizados apenas uma vez e logo em seguida descartados,
somando aproximadamente 80% do total das embalagens utilizadas. Existe uma
opcao para esses plasticos usados serem reaproveitados, através de reciclagem,
porém nem sempre é 0 que acontece fazendo com que os aterros e lixdes, ja
esgotados, ocupem novas areas para depositar os residuos gerados. O tempo de
decomposicdo do plastico na natureza é de mais de 400 anos, 0 que nao contribui
para 0 esvaziamento dos aterros sanitarios. Sendo assim, faz-se necessaria a
discusséo sobre os materiais utilizados na confeccédo das embalagens e seu impacto
no meio ambiente (MMA, 2016).

As embalagens fabricadas utilizando matérias-primas de fontes renovaveis
sdo uma alternativa para o ramo de embalagens alimenticias. As proteinas, lipidios,
polissacarideos ou a combinacao destes sdo compostos que podem ser utilizados
como matéria-prima na producdo de filmes e coberturas comestiveis (CARPINE,
2015). A degradacdo dos polimeros biodegradaveis, de origem sintética ou
bioldgica, ocorre primeiramente pela acdo de microrganismos, como bactérias,
fungos e algas de ocorréncia natural. Através dessa reacao é gerado gas carbénico
(CO,), metano, componentes celulares e outros produtos, segundo estabelecido pela
American Standard for Testing and Methods (ASTM, 2012).

O Brasil é 0 segundo maior produtor de soja do mundo com uma producéo de
96,5 milhdes de toneladas nos anos de 2015/2016 (USDA, 2016), sendo o estado do
Parana o segundo maior produtor de soja do Brasil (CONAB, 2013). Desta forma, o
isolado proteico de soja (IPS), € uma matéria-prima interessante e viavel para ser
utilizada na producéo de filmes biodegradaveis.

Estudos da producdo e caracterizagcdo de filmes a base de IPS foram
realizados por diversos autores (CARPINE, et al. 2015; CARPINE, et al. 2016;
JIANG, CHEN e XIONG, 2009; ROCHA, et al., 2014). Estes filmes apresentam-se de
modo geral transparentes, flexiveis, com excelente barreira ao oxigénio e servem
como matriz para incorporagdo de compostos bioativos, porém sdo sensiveis a

umidade e por esta razdo possuem baixa barreira ao vapor de agua (MCHUGH;
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KROCHTA, 1994; MILLER; KROCHTA, 1997; PEREZ-GAGO, NADAUD; KROCHTA,
1999).

Os oleos essenciais, como o de orégano, sdo compostos bioativos extraidos
de plantas que possuem composicdo quimica complexa e diversos compostos
fendlicos. Eles se destacam por apresentarem amplo espectro de atividade biolégica
e antimicrobiana (antibacteriano, antifingico, antiviral, controle de pragas, repelentes
de insetos) e propriedades antioxidantes (ASBAHANI et al., 2015; VIUDA-MARTOS
et al., 2010; RUIZ-NAVAJAS et al., 2013) além de muitos desses compostos serem
classificados como GRAS (Generally Recognized as Safe). Por apresentarem sabor
e aroma intensos, 0 seu UsSO cOmMo conservante ou aromatizante em alimentos é
limitado. Assim, o 6leo essencial de orégano é um ingrediente interessante para ser
incorporado na formulacdo de embalagens biodegradaveis para alimentos, gerando
materiais ativos que estendem a vida util e agregam valor ao produto.

No entanto, a inclusdo de Oleos esséncias em filmes comestiveis
biodegradaveis para embalagens de alimentos pode alternar em algumas
propriedades funcionais do filme, afetando, por sua vez, a aplicabilidade (ATARES;
CHIRALT, 2016). Pela estrutura quimica dos 6leos essenciais, parte pode interagir
com os constituintes do filme (polimero e plastificante) e a difusdo dos compostos
bioativos para o produto pode ser reduzida (RUIZ-NAVAJAS et al., 2013). Outra
dificuldade na utilizacdo de 6leos essenciais é devido a sua volatilidade, pois pode
ocorrer evaporacdo e/ou degradacdo durante o processamento, devido as altas
temperaturas, luminosidade, pressao ou oxigénio.

Para contornar estes problemas, a tecnologia de microencapsulacdo se
destaca, sendo uma alternativa para auxiliar na manutencdo da bioatividade dos
6leos essenciais (DONSI et al., 2011). Essa técnica permite o isolamento, a
protecao, o transporte e a liberacdo de diversas substancias ativas no local desejado
com a taxa exigida (DEVI et al., 2017; DIMA et al., 2013).

Entre as técnicas de microencapsulacdo, a gelificacdo i6nica tem atraido
atencdo nos ultimos anos por ser um método que utiliza condigbes brandas de
processo (sem uso de solventes organicos toxicos e uso de baixas temperaturas),
ser simples, rapida e de baixo custo (MESTDAGH; AXELOS, 1999). Esse processo
consiste no gotejamento de uma solucéo polimérica aniénica contendo os nutrientes
isolados ou em emulsdo sobre uma solu¢do i6nica formando um complexo
(BEAULIEU et al., 2002).
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Diante do exposto, este trabalho visou otimizar a producdo de filmes
biodegradaveis a base de IPS, como forma de desenvolver uma embalagem com
caracteristicas mecanica e de barreira adequadas e que possam ser utilizadas para
a incorporacdo de Oleos essenciais microencapsulado, contribuindo com a
diminuicdo do impacto ambiental causado pelas embalagens convencionais e
também, atuando como uma embalagem ativa para auxiliar na conservacédo de

alimentos.
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2 OBJETIVO

Produzir filmes biodegradaveis a base de isolado proteico de soja
incorporados de 6leo essencial de orégano livre e microencapsulado por gelificacéo

idnica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito da concentracdo de IPS e do pH nas propriedades
mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade e cor dos filmes
utilizando um delineamento composto central rotacional (DCCR).

o Otimizar a producdo do filme através da técnica de desejabilidade
(otimizac&o multi-resposta).

. Microencapsular o 6leo essencial de orégano pela técnica de
gelificacdo ibnica utilizando alginato de s6dio como material de parede e cloreto de
calcio como agente reticulante.

o Determinar a eficiéncia de encapsulacdo, a morfologia e a distribuicéo
de tamanho das microcapsulas de 6leo essencial de orégano.

o Adicionar oOleo essencial de orégano livre e microencapsulado na
formulacdo otimizada de filmes biodegradaveis a base de IPS e avaliar as
propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua, microestrutura, cor,
solubilidade e atividade antimicrobiana durante o armazenamento controlado por 90

dias.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ISOLADO PROTEICO DE SOJA

A safra mundial de soja, nos anos de 2015/2016 foi estimada em 313,01
milhdes de toneladas. O maior produtor mundial desse gréo € os Estados Unidos
com uma producao de 106,86 milhdes de toneladas, seguido pelo Brasil com uma
produgéo de 96,5 milhdes de toneladas nos anos de 2015/2016 (USDA, 2016). O
Parana é o segundo maior produtor de soja do Brasil, tornando esse gréo viavel de
ser estudado por essa pesquisa (CONAB, 2013).

A soja é comercializada de acordo com o seu teor proteico, sendo encontrada
nas formas de farinha de soja (50 - 59% de proteina), concentrado proteico de soja
(65 - 72% de proteina) e isolado proteico de soja (> 90% de proteina). O isolado
proteico de soja € obtido através de extracdo das proteinas solUveis em agua por
meio de agua a pH 8-9, precipitacdo em pH 4,5, centrifugacédo e secagem (BUFFO;
HAN, 2005; LIU; KOST, 2009).

O IPS é uma mistura de varias proteinas, sendo as principais, classificadas de
acordo com seu grau de sedimentacédo, apos centrifugacdo em 2S, 7S, 11Se 15 S.
Entre as quatro fragdes a 7S (B-conglicina) e a 11S (glicinina) representam mais que
80% das proteinas totais presentes no grdo, que apresentam um bom balanco na
composicdo de aminoacidos, contendo todos o0s aminoacidos essenciais,
apresentando também excelentes propriedades funcionais com relacdo as
capacidades gelificante, emulsificante e capacidade de retencdo de 6leo em agua
(NISHINARI et al., 2014).

A composicado comercial aproximada de aminoacidos do IPS é de: proalanina
(4,18 - 4,26%), arginina (7,31 - 8,56%), acido aspartico (11,23 — 12,52%), cisteina
(1,19 — 1,31%), acido glutamico (18,86 — 19,63%), glicina (3,95 — 4,23 %), histidina
(2,29 — 2,66%), isoleucina (4,46 — 4,93%), leucina (7,81 — 8,21%), lisina (6,05 —
6,42%), metionina (1,24 — 1,33%), fenilalanina (4,94 — 5,28%), prolina (5,18 —
5,32%), serina (4,85 — 5,11%), treonina (3,57 — 3,76%), triptofano (1,15 — 1,39%),
tirosina (3,68 — 3,93%) e valina (4,92 — 5,13%) (HUGHES et al., 2011). Por conter
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em sua estrutura aminoacidos polares e apolares, o que gera um potencial quimico,
os filmes de IPS possuem uma matriz coesa (DANGARAN; TOMASULA; Ql, 2009).

3.2 FILMES DE ISOLADO PROTEICO DE SOJA

Os filmes biodegradaveis podem ter como base trés matrizes poliméricas
principais, os carboidratos, as proteinas e os lipideos, ou a mistura deles. Os filmes
baseados em proteina sdo compostos de diferentes tipos de proteina com varias
massas molares (PAVLATH; ORTS, 2009).

Segundo Pérez-Gago (2011), o filme de proteina de soja confere boa
estabilidade mecénica e potente barreira ao oxigénio e lipideos, porém tem como
desvantagem a alta permeabilidade ao vapor de agua. A propriedade de
transmissdo de agua indica a habilidade da embalagem de controlar a transferéncia
de vapor de agua entre o alimento e o meio externo (GENNADIOS; WELLER;
GOODING, 1994). A alta permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de IPS faz
como que essa embalagem ndo seja a melhor escolha no armazenamento de
alimentos com alto teor de umidade.

Filmes e revestimentos a base de proteina sdo preparadas a partir de
solugBes composto de trés componentes principais: proteina, plastificante e solvente
(KIRSTEN; PEGGY; PHOEBE, 2009). Podem ainda ser adicionados outros aditivos
como agente ajustador de pH, como o &cido acético e hidroxido de aménio, e
agentes reticulantes, como o gluteraldeido, formaldeido e transglutaminase
(PAVLATH; ORTS, 2009).

As caracteristicas obtidas no filme sdo dependentes da composicdo, da
concentracdo dos componentes e o método de formacdo. A concentracdo de
proteina e plastificante na solugéo filmogénica e o método de preparo do filme séo
fatores importantes que contribuem para as propriedades funcionais do filme como
espessura, propriedades mecanicas (elasticidade e resisténcia a tracdo) e
permeabilidade a gases (CHO; RHEE, 2002; PEREZ-GAGO, 2011; JIANG et al.,
2012).
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3.2.1 Plastificante

Filmes formados apenas por ingrediente puramente polimérico tendem a
serem quebradicos e, portanto, plastificantes sao adicionados a formulagéo afim de
diminuir a fragilidade deles (GENNADIOS; WELLER; GOODING, 1994).

Os plastificantes sdo moléculas com baixo peso molecular, baixa volatilidade
e que sdo adicionadas as formulacfes filmogénicas com o objetivo de facilitar no
processo de producdo e melhorar as propriedades funcionais dos filmes
aumentando a flexibilidade e diminuindo a coeséo e rigidez (SWAIN et al., 2004). As
mudancas provocadas pelos plastificantes é devido a sua capacidade de diminuir as
forcas intermoleculares atrativas e aumentar o volume livre e a mobilidade da cadeia
(GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993).

Um plastificante comumente incorporado na formulacdo de filmes a base de
IPS é o glicerol, pois sua estrutura € pequena, facilitando sua incorporagcédo. Outro
fator que contribui para sua ampla aplicacdo no filme é a sua natureza hidrofilica,
tornando-o compativel com o IPS. E por ultimo, o plastificante tem maior efeito
quanto incorporado a um filme cuja estrutura do polimero é semelhante a estrutura
do plastificante, portanto as proteinas, por possuir em sua estrutura grandes
guantidades de hidroxilas, sdo mais eficientemente plastificadas por compostos que
contenha grupos hidroxilas, como o glicerol (GENNADIOS; WELLER; GOODING,
1994; SOTHORNVIT; KROCHTA, 2001; CHO; RHEE, 2002; BANKER, 1966; CUQ et
al., 1997).

3.2.2 Processamento

O calor e o pH ajudam a formar o fiilme a base de IPS, pois ocorre a
desnaturacdo da estrutura da proteina, clivando ligacbes dissulfureto nativas,
expondo os grupos sulfidril e grupos hidrofobicos, e assim novas ligacdes entre as
cadeias de proteina sdo formadas durante a secagem do filme (PEREZ-GAGO,
2011).
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Os filmes preparados por aquecimento acima de 90 °C teve a capacidade
formadora de filme comprometida, pois as proteinas tém a tendéncia de formar
grandes agregados (NAGANO; FUKUDA; AKASAKA, 1996).

Filmes de IPS podem ser formados tanto em condicbes acidas como em
condicdes bésicas. Segundo Jiang et al. (2012) que investigou o efeito de diferentes
pHs sobre o potencial de formacéo de filme de IPS a diferentes temperaturas, o pH e
a temperatura influenciam as propriedades mecanicas e a umidade dos filmes. De
acordo com os autores, solucdes filmogénicas sem ajuste de pH néo formam filmes
se néo for aquecido a pelo menos 70 °C e filmes formados em condi¢des basicas
apresentaram maior flexibilidade.

De acordo com Krochta (1997) ocorrem dois eventos durante a formacéo do
filme. O primeiro ocorre na fase de aquecimento em que a estrutura da proteina é
rompida, assim algumas pontes dissulfeto sdo clivadas expondo 0s seus grupos
sulfidrilas, que séo hidrofébicos. O segundo é durante a secagem, onde novas
interacBes hidrofébicas ocorrem e ligacfes dissulfeto e de hidrogénio sdo formados.

A formacéo de filme a base de IPS n&o ocorre em pH proximo ao ponto
isoelétrico (pl 4,5), pois o IPS coagula ndo permitindo sua dispersdo na solucado
filmogénica. Em pHs afastados do ponto isoelétrico, a proteina se desnatura e
desdobra, expondo grupos sulfidrila e grupos hidrofébicos, e assim cada grupo se
associa durante a producdo do filme, formando novas ligacdes (interacdes). Em
condi¢cBes de pH acido e alcalino extremos, a formacéo de filme é dificultada porque
forcas altamente repulsivas de cargas negativas (pH > 12) ou positivas (pH < 1) ao
longo da cadeia de proteina impedem a sua aproximagcdo e associacao
(GENNADIOS et al., 1993; FLINT; JOHNSON, 1981; SIAN; ISHAK, 1990).

Com base neste fato, Mauri e Anon (2006) estudaram a influéncia do pH (2, 8
e 11) das solucdes de IPS na formacéo de filmes. Os filmes obtidos em pH 2 e 11
apresentaram uma microestrutura mais densa e menor solubilidade da proteina, pois
nestas condicdes a estrutura desdobrada da proteina permitiu que ocorresse novas
associacOes entre as cadeias pela combinagdo de interagdes covalentes (ligagao

dissulfeto) e ndo covalentes (interagdes hidrofobicas e ligagéo de hidrogénio).
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3.3 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O 6leo essencial de orégano (OEO) tem como ativos antimicrobianos as
substéancias carvacrol e timol. Segundo Nazer et al. (2005), Rhayour et al. (2003) e
Silva et al. (2005) esses compostos tem efeito inibitério no controle in vitro da
multiplicacdo do microrganismo Salmonella. A concentracdo do OEO € dependente
de fatores abidticos como por exemplo o clima do local, seu solo, a variedade do
orégano e o tipo de extracdo do Oleo essencial (CONSENTINO et al., 1999;
JULIANO; MATTANA; USAI, 2000; FALEIRO et al., 2003; OUSSALAH et al., 2006).

Os compostos timol e carvacrol também possuem atividade antioxidante,
devido a presenca de fenol na sua estrutura molecular (DAPKEVICIUS et al., 1998).
Os compostos fendlicos possuem o grupo hidroxila (-OH) ligado a um carbono que é
parte de um anel aromatico. A inibicdo da oxidacao do alimento é devido ao &tomo
de hidrogénio do grupo hidroxila poder ser doado ao radical livre, impedindo que
este composto oxide outras substancias (NGUYEN; KRYACHKO;
VANQUICKENBORNE, 2003).

Os dleos essenciais quando adicionados ao filme podem ndo afetar a
umidade do mesmo, porém modificam as propriedades mecanicas e de barreira. Em
relacdo a resisténcia a tracao foi observado uma mudanca significativa em filmes de
alginato contendo 6leo de orégano e carvacrol, que demostraram valores mais
baixos e resisténcia de 2,47 + 0,37 e 2,58 + 0,37 MPa, respectivamente. Ja o
alongamento na ruptura aumentou em todas as amostras que continham OE,
chegando a valores de 58,33%. N&o se observou diferenca significativa no modulo
de elasticidade dos filmes (ROJAS-GRAU et al., 2007).

3.4 MICROENCAPSULACAO POR GELIFICACAO IONICA

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis e acabam evaporando facilmente
e/ou degradando-se durante o processamento, devido as altas temperaturas,
luminosidade, pressdo ou oxigénio. Uma tecnologia utilizada para auxiliar na

manutencdo da bioatividade dos 6leos essenciais é a microencapsulagéo (DONSI et



19

al., 2011). A microencapsulacdo de compostos bioativos é de extrema importancia,
pois permite o isolamento, a protecdo, o transporte e a liberacdo de diversas
substancias ativas, tais como O6leos essenciais, acidos graxos, antioxidantes,
enzimas e vitaminas, evitando sua degradacédo (DIMA et al., 2013).

A gelificacdo ibnica € um método de microencapsulagcdo onde uma solucéo
polimérica anidnica contendo os nutrientes isolados ou em emulséo é gotejada sobre
uma solucao idnica formando um complexo. A solucéo catibnica de reticulacdo mais
utilizada € a de cations divalentes como o Ca2+ (BEAULIEU et al., 2002). O alginato
de sddio é um polissacarideo linear, hidrossoltuvel, composto por L-gulurénico e 3-D-
manurdnico. Dentre os diversos compostos possiveis de serem utilizados como
material encapsulante em microencapsulacao por gelificacdo idnica, o alginato de
sbédio é de grande interesse, pois ele interage com ions célcio, através de ligacdes
com os grupos carboxilico de gulurato, formando um gel (DIMA et al., 2013).

Dentre os métodos de microencapsulacdo, a gelificacdo idnica tem atraido
cada vez mais atencdo nos ultimos anos, pois apresenta a vantagem de utilizar
condi¢cBes brandas de processo (sem uso de solventes organicos toxicos e uso de
baixas temperaturas), ser simples, rapida e de baixo custo (MESTDAGH; AXELOS,
1999). E uma técnica normalmente usada para encapsular ingredientes solidos ou
liguidos que sao insolaveis em agua, sendo indicado para encapsular OEs.

Hosseini et al. (2013a) estudou a nanoencapsulacdo de OEO em quitosana
pela técnica de gelificacdo idnica utilizando tripolifosfato de sodio (TPP) como agente
reticulante. As nanoparticulas obtidas possuiam uma distribuicédo regular esférica de
tamanho 40 a 80 nm. A eficiéncia de encapsulacéo foi de 21 a 47%, a capacidade
de carga foi de 3 a 8%, quando o conteudo inicial de OEO foi de 0,1 a 0,8 g/g
quitosana.

Hosseini et al. (2013b) estudou a microencapsulacdo de Oleo essencial de
Satureja hortensis (SEO) em alginato de sodio através de gelificacdo idnica. Os
valores de eficiéncia de encapsulacdo encontrados foram de 52 a 66%, a
capacidade de carga de 20 a 26% e de diametro médio das particulas foi de 47 a117
um. Essas microparticulas demostraram ter um bom efeito antioxidante (com a
atividade de captura de radicais livre de DPPH de 40,7 a 73,5%) e possuiram
propriedades antibacterianas, tendo um efeito melhor quando a concentracdo de

SEO foi de 3% (v/v). S. aureus foi considerada uma bactéria sensivel a SEO e
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apresentou uma zona de inibicdo de 304,37 mm? quando em contato com
microparticulas contendo 3% (v/v) de SEO.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para a producéo dos filmes foram utilizados isolado proteico de soja (90% de
proteina, Bremil, Brasil), glicerol (Synth, Brasil), hidroxido de sédio (Vetec, Brasil),
acido cloridrico PA (Synth, Brasil), 6leo essencial de orégano (Quinari, Brasil),
alginato de sédio (FMC, Brasil), cloreto de calcio (Vetec, Brasil), tween 80 (Anidrol,
Brasil) e 6leo resina de péaprica (Citromax, Brasil). Para as analises microbiolégicas
utilizou-se Agar Miiller Hinton (Himedia, india), caldo Miiller Hinton (Himedia, india) e

agua peptonada (Himedia, india).

4.2 METODOS

4.2.1 ELABORACAO DOS FILMES DE IPS

Os filmes de IPS foram preparados nos laboratérios de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, campus Londrina. O
método utilizado foi o de casting conforme descrito por Carpiné, et al. (2015), com
algumas modificacBes. Foi utilizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) de 2° ordem, com duas variaveis independentes e trés niveis de variagao e
trés repeticdbes no ponto central, totalizando 11 ensaios (Tabela 1). As variaveis
independentes estudadas foram concentracédo de IPS (4,38 a 8,62%) e pH (3,46 a
10,54).

O IPS foi pesado conforme a Tabela 1 e logo em seguida foi adicionado o
glicerol (30 g de glicerol/ 100 g IPS) e completado o volume da solugdo com agua
deionizada. Homogeneizou-se a solugcdo por 20 minutos em agitador magnético
(Fisatom, Brasil) e apds esse tempo aqueceu-se a solucdo até 40 °C. O pH foi

ajustado, através de pHmetro (Hanna Instruments, modelo HI2221, Brasil), para
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10,54 com solucdo de NaOH 1 M e apds esse procedimento aqueceu-se a solugcéo a
70 °C por 20 minutos. Resfriou-se a solucdo até 35 °C e ajustou-se o pH, de acordo
com a Tabela 1, utilizando HCI 1 M. Logo em seguida homogeneizou-se a solucéo
em Ultraturrax (marca IKA, modelo T18, EUA) a 10.000 rpm por 3 minutos.
Aproximadamente 60 g da solucéo filmogénica foram vertidas em placas de acrilico
(21 x 11 cm) e a secagem foi realizada em BOD (marca Tecnal, modelo T3-371) a
25 °C e 45% UR por 24h. Os filmes foram acondicionados em dessecador a 25°C e

53% UR por 48 horas antes de serem analisados.

4.2.2 CARACTERIZACOES DOS FILMES DE IPS

4.2.2.1 Propriedades mecanicas

O teste de tracao foi realizado em texturébmetro, (marca Stable Micro Systems,
modelo TA-TX2, Inglaterra) disponivel no laboratério do Programa de Pds-graduacgao
em Ciéncia de alimentos da Universidade Estadual de Londrina. As propriedades
determinadas foram resisténcia maxima a tracdo (MPa), alongamento na ruptura (%)
e modulo de elasticidade ou de Young (MPa) conforme os métodos e normas da
American Society for Testing and Material (ASTM, 2012). Os corpos de prova (80
mm de comprimento e 10 mm de largura) foram fixados nas garras moével do
equipamento com abertura inicial de 30 mm e a velocidade de tracédo foi de 0,8

mm/s.

4.2.2.2 Medida de cor

A cor foi medida com auxilio de colorimetro (KONICA MINOLTA, modelo CR-
400, Japéao). As amostras foram colocadas no sensor do equipamento que mediu 0s
parametros de cor L* luminosidade (preto / branco), a* (verde / vermelho) e b* (azul /

amarelo).
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4.2.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor foi determinada por método gravimétrico, em
triplicata, conforme a norma da American Society for Testing and Material (ASTM,
2000). Os corpos de prova (diametro de 70 mm) foram fixados em cépsulas de
aluminio contendo silica gel (~0% UR) e armazenado em dessecador com UR de
75% (NaCl) e o conjunto foi colocado em BOD (marca Tecnal, modelo T3-371,
Brasil) a 25 °C. Pesou-se as capsulas a cada quatro horas até alcancar dez
medidas, verificando o ganho de massa e calculando a taxa de permeabilidade ao
vapor de agua conforme a Equacdo 1 e a permeabilidade ao vapor de agua

conforme a Equacéo 2.

TEVA — m 1
T T A

Equacéo (1)
(TPVAXe)
ps X (UR1 —URZ)

PVA = x100

Equacéo (2)

PVA = permeabilidade ao vapor de a4gua (g.h*.m™.Pa™)

e = espessura média do corpo de prova (m)

Ps = presséo de saturacdo de vapor a temperatura do ensaio (Pa)
UR; = umidade relativa dentro do dessecador (%)

UR; = umidade relativa dentro da cdpsula (%)

TPVA = taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua (g.h"*.m?)

t = tempo (h)

A = &rea de permeacédo do corpo de prova (m?)

4.2.2.4 Solubilidade a agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada através do método
empregado por Gontard, Guilber e Cuqg (1992) com modificagoes. Filmes (2 cm x 2

cm) foram secos em estufa a 105 °C por 24 horas, e apds esse periodo foram
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pesados (massa inicial). Essas amostras foram entdo colocadas em erlenmeyers
contendo 200 mL de agua ultrapura e colocados em incubadora shaker (Nova
técnica, Brasil) a 25 °C por 24 horas. Em seguidas os filmes foram separados da
agua e novamente secos em estufa a 105 °C por 24 horas. Apos esse periodo foram
pesados (massa final) e a Equacédo 3 foi utilizada para o célculo da solubilidade.

([mi2 —ma |-ms2)

S0L = x100

(mi2 —ma)

Equacéo (3)
Mgz = massa seca final (g)

mi; = massa seca final (g)

m, = massa de agua

SOL = solubilidade do filme (%)

4.2.2.5 Anélise estatistica

A partir do DCCR foi avaliado o efeito da concentracéo de IPS e do pH sobre
as propriedades do filme como: cor (L*, a* e b*), permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), solubilidade (SOL), resisténcia maxima a tracdo (RT), elongacdo na ruptura
(ELO) e mddulo de elasticidade ou de Young (MY). Com o auxilio do programa
STATISTICA® (Statsoft, Tulsa, USA), versdo 10, modelos polinomiais foram

ajustados a cada resposta. O modelo matematico foi:

Y = bo + lel + bzXz + blle + b22X22 + bl2X1.X2

Onde Y é a resposta; by 0 valor médio, b, e b, sdo os coeficientes de regressao para
os efeitos lineares; bi; e by, sdo os coeficientes de regressdo para os efeitos
quadraticos; b1, 0 coeficiente de regresséo para o efeito de interacdo; e X; e X, séo
as variaveis independentes. A analise de Variancia ANOVA (5% de significancia) foi
realizada para avaliar o nivel de significancia, o coeficiente de determinacédo (R?) e a
falta de ajuste dos modelos matematicos ajustados para cada resposta.

Finalmente foi realizada a otimizacdo da formulacéo do filme utilizando-se a
funcdo desejabilidade (otimizagcdo multi-resposta) e as propriedades consideradas
foram RT, ELO e SOL.



25

4.2.3 MICROENCAPSULACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO POR
GELIFICACAO IONICA

O dleo essencial de orégano foi encapsulado pela técnica de gelificacdo
ibnica conforme Beraldo (2016), com adaptacdes. Inicialmente foi preparada uma
solucdo de alginato de sédio 1,25% (m/v). A essa solucdo foi adicionado oleo
essencial de orégano OEO (3%, m/m em relacdo ao alginato) e 6leo resina de
paprica (2% em relacdo a massa do OEO), cuja funcéo foi corar as microcipsulas
facilitando a visualizagdo, e foram emulsionados por 3 minutos a 15.000 rpm em
Ultraturrax (IKA, modelo T18, EUA). A emulséo preparada foi atomizada, através de
um bico atomizador duplo fluido (Labmagq, Brasil) com diametro de 7 mm e pressao
do ar de 0,125 kgf/cm? sobre uma solucdo de cloreto de célcio 2% (m/v) que
durante o processo permaneceu sob agitacdo. Foi entdo realizada a cura das
microparticulas obtidas, permanecendo sob agitacdo constante em solucdo de
cloreto de célcio por 15 minutos. Apés a cura as microparticulas foram lavadas
diversas vezes com agua, para a remoc¢ao do cloreto de calcio ndo complexado, com

auxilio de uma peneira de malha de aco com abertura de 53 ym.

4.2.3.1 Caracterizacdo das microparticulas de 6leo essencial de orégano

4.2.3.1.1 Morfologia da particula

As microparticulas tiveram a sua morfologia analisada por microscopio o6tico
trinocular (Motic, modelo BA210, China) acoplado com camera digital (Motic, modelo

Moticam +5, China) com captacéo de imagem em objetiva de 10 X de aumento.
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4.2.3.1.2 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacdo foi realizada em triplicata por método de
destilacdo por arraste a vapor com auxilio de um Clevenger (OLIVEIRA; SOUZA,
2012). Pesou-se 50 g das capsulas umidas e diluiu-as em 50 g de solucdo de citrato
de sodio 2% (m/v). Homogeneizou-se e transferiu-se para um baldo volumétrico que
continha esfera de vidro e 2 g de sabdo antiespumante. Encaixou-se uma das
extremidades do baldo volumétrico no clevenger e a outra no condensador, vedando
ambas as extremidades com graxa de silicone. Vedou-se também, com parafilme e
filme de PVC, a outra extremidade do condensador. Durante todo o procedimento
alcool gelado, a aproximadamente — 20°C, foi passado no condensador com auxilio
de uma bomba de aquario (Sarlo better b500, Brasil) e mangueiras de silicone com
diametro externo de 1 cm. A manta do condensador entdo foi ligada e procedeu-se a
extracdo do oOleo de orégano. O volume do OEO obtido foi utilizado no calculo da

eficiéncia de encapsulacao, conforme Equacéo 1.

EE(%) = LEor™sT 10
Meap Mor Equacéo (1)

V; = volume final medido na bureta do clevenger;

Por = densidade do 6leo de orégano (0,939 g.mL™) (BUDAVARI, 1996);

Mcap = Massa de capsulas pesada para a realiza¢éo da analise;

Mor = Massa de 6leo de orégano adicionada na emulsao;

mst = massa de sélidos totais (massa de alginato + massa 6leo de orégano) na

emulsao.

4.2.3.1.3 Determinacgéo do didmetro médio e distribuicdo de tamanho

O diametro médio e a distribuicdo de tamanho das microparticulas foram
determinados no laboratério do Centro de Tecnologia de Cereais e Chocolates do

Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas — SP, através de
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espalhamento de luz (Horiba, modelo LV950, Japdo) com &gua destilada como meio
dispersante. O diametro médio da particula foi expresso em termos de volume médio

(D43) e a polidispersidade foi dada pelo indice span, calculado com a Equagéo 2:

Span = 222 Bu0 Equacao (2)

Dep

Djo = didmetros de 10 % da distribuicdo acumulada.
Dso = diametros de 50 % da distribuicdo acumulada.

Dgo = didmetros de 90 % da distribuicdo acumulada.

4.2.4 PRODUCAO DOS FILMES CONTENDO OLEO DE OREGANO LIVRE E
MICROENCAPSULADO.

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting conforme Carpiné et al.
(2015), com modificacdes. Foram produzidas 3 formulacdes: o filme de IPS controle
(C), o filme de IPS adicionado de 6leo de orégano (OEO) e o filme de IPS contendo
Oleo de orégano microencapsulado (OEOM). Os filmes contendo OEO e OEOM
continham 3 g de 6leo para cada 100 g de solucéo filmogénica. A formulacédo do
filme consistiu em 7,56 g de IPS para cada 100 g de solucao filmogénica e 25 g de
glicerol /100 g IPS, conforme estabelecido na otimizagao da producao do filme. Para
a producao dos filmes, o IPS foi solubilizado em agua destilada a 25 °C, em seguida
o pH da solucéo foi ajustado para 10,54 (NaOH 1M), mantido sob agitacdo por 30
minutos, aquecido até 70 °C e mantido por mais 20 minutos. Apoés o resfriamento da
solucdo filmogénica, adicionou-se, o OEO e o Tween 80, ou o OEOM e
homogeneizou-se em Ultraturrax (IKA, modelo T18, EUA) a 10.000 rpm por 3
minutos. A solugéo filmogénica foi vertida em placas de acrilico e secas a 25 °C e
45% UR por 24 horas em BOD (marca Tecnal, modelo T3-371). Os filmes foram
acondicionados em dessecador a 25°C e 53% UR por 48 horas antes de serem
feitas as analises do tempo zero. Para avaliar o efeito do armazenamento, os filmes

permaneceram em dessecador nessas mesmas condi¢cdes durante 90 dias.
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4.2.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE
OREGANO LIVRE E MICROENCAPSULADO

Os filmes foram avaliados quanto a sua facilidade de remoc¢&o do suporte,
presenca de particulas insoluveis, manuseabilidade e presenca de exsudados ou
separacdo de fases. As propriedades mecanicas, solubilidade, PVA e cor foram

avaliadas utilizando as mesmas metodologias descritas anteriormente.

4.2.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram previamente secas em dessecador contendo silica gel por
14 dias e ap0s este periodo foram fraturadas em nitrogénio liquido e fixadas sobre
stubs com fitas de carbono. As amostras foram recobertas com ouro em um Sputter
Coater (BAL-TEC, modeloSCD-050, Balzers, Liechtenstein) e em seguida foram
visualizadas em microscépio eletrénico de varredura (Philips, modelo FEI Quanta
200 Japao), com poténcia de aceleracédo de 20 kV, para andlise da superficie e da
area de fratura. A magnitude de observacao foi de 1600x para area de fratura e de

400x para superficie.

4.2.5.2 Atividade antimicrobiana

As analises microbioldgicas foram realizadas em triplicata. Para esta analise,
inicialmente, reativou-se as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25922) e
Escherichia coli (ATCC 35218) em caldo Miller Hinton a 35°C, até alcancar ou
exceder a turbidez de uma solucéo padrao McFarland de 0,5. Inoculou-se 0,1 mL
das suspensées bacterianas (108 UFC/mL) em placas contendo agar Miiller-Hinton e
discos de filmes com diametro de 20 mm foram dispostos na superficie da placa. As

placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo observou se houve
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a formacédo de halo de inibicdo. O halo foi medido com auxilio de régua e expresso
em milimetros (NCCLS, 2003).

4.2.5.3 Anélise estatistica

As médias dos resultados de propriedades mecanicas, PVA, cor, solubilidade
e atividade antimicrobiana dos filmes contendo Oleo de orégano livre e
microencapsulado foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA), e a média dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% significancia (p <
0.05) utilizando o software Statistica, verséo 10 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FILMES DE IPS COM DIFERENTES PH E CONCENTRACAO DE IPS

Os filmes de IPS tiveram a espessura média de 217 + 40 um, foram
facilmente removidos das placas de acrilico, apresentaram coloracdo amarelada,
com aspecto continuo, boa manuseabilidade e sem migracdo aparente de glicerol,
como pode ser visto no Apéndice A.

5.1.1 Propriedades mecanicas

Na Tabela 1 estdo apresentados o0s resultados experimentais das
propriedades mecénicas dos filmes de IPS, conforme a condi¢cdo estabelecida no
DCCR. Na Tabela 2 encontram-se os coeficientes de regressdo e analise de
variancia dos modelos mateméticos destas respostas.

As médias da resisténcia a tracdo (RT) dos filmes de IPS variaram de 2,4 +
0,1 a 4,2 + 0,9 MPa havendo valores similares reportado por Jiang et al. (2012), de
2,21 + 0,25 a 6,03 + 0,35 MPa. De acordo com a Tabela 2 e Figura 1, o efeito linear
do pH influenciou a RT do filme indicando que quanto maior o pH do filme, maior foi
a RT. O mesmo comportamento foi descrito por Cho et al. (2007), que relata que as
RT dos filmes de IPS aumentaram com a elevacédo do pH para 7 e acima desse pH
(8, 9 e 10) o aumento nao foi significativo. Pérez-Gago, Nadaud e Krochta (1999)
além de observarem o mesmo comportamento relatado por Cho et al. (2007),
notaram que os filmes sem tratamento térmico tiveram menor RT que os filmes
tratados com alta temperaura (90 °C por 30 min). Jiang et al. (2012) também
observaram que o efeito do tratamento térmico foi importante, independente do pH,
para obter filmes com elevada RT.



Tabela 1 - Delineamento composto central rotacional e respostas das propriedades mecéanicas, solubilidade, PVA e cor dos filmes.
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Variaveis

Componentes

codificados reais Respostas
X 7

pH IPS @ pH IPS @ RT (MPa) ELO (%) MY (Mpa) SOL (%) (F;//rﬁ r;(.ég) L* a* b*
1 -1,00  -1,00 4,50 5,00 25+1,0 74,1%199 485+185 22,12+2,22 1,42+0,63  77,56+0,71 -0,16 + 0,42 34,60 + 1,05
2 -1,00 1,00 4,50 8,00 24+0,8 1239458 472+14,9 24,46 £0,25 1,68+0,49  78,58+1,42 -0,62 + 0,97 34,60+ 1,22
3 1,00  -1,00 9,50 5,00 3602 2603 +34,3 68,6 +13,2 27,23+1,16 1,12+0,06  69,85+2,71 1,45 £ 1,45 37,11 1,29
4 1,00 1,00 9,50 8,00 3103 3693744 37,0+12,2 22,12+1,36 3,49+0,35 69,14+0,77 1,45 £ 0,35 36,85+ 0,31
5 -1,41 0,00 3,46 6,50 2401 1692 +18,4 46,6+3,2  22,76+0,76 3,66+0,32  74,63+1,03 1,61 £0,61 37,52 0,79
6 1,41 0,00 10,54 6,50 42+0,9  363,8+66,2 656 +8,6  2549+0,22 4,05+031  66,61+1,35 2,82 £ 0,64 36,38 + 0,87
7 0,00 -1,41 7,00 4,38 26+0,3 204,2+404 449+56  2585+0,36 1,74+0,26 69,63 +5,83 2,37 £1,96 34,06 1,29
8 0,00 1,41 7,00 8,62 36+03 236,2+36,8 735+9,2  2583+0,59 391+£055 71,92+1,83 1,38 + 1,00 34,29 0,69
9 0,00 0,00 7,00 6,50 34+04 2134295 702+89  22,28+1,99 1,82+0,89  71,53+1,57 1,42 + 0,62 34,80 + 0,56
10 0,00 0,00 7,00 6,50 32+04  2363+342 66,7+9,2  22,13+1,51 512+0,89 68,75+2,34 327+1,11 36,15 + 0,27
11 0,00 0,00 7,00 6,50 33+0,7 301,4+399 62,9+19,7 22,98%1,25 4,08+0,95  71,38+3,47 2,07+1,72 35,14 + 1,54

Isolado proteico de soja (IPS), elongacdo a ruptura (ELO), médulo de Young (MY), resisténcia maxima a tracdo (RT); solubilidade (SOL);
permeabilidade ao vapor de agua (PVA); ®(g/100g soluc&o); x (formulac&o).
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Tabela 2 - Coeficientes de regresséo e analise de variancia (ANOVA) das variaveis RT, ELO, MY, SOL, PVA, L*, a* e b* dos filmes.

Variaveis RT (MPA) ELO (%) MY (MPA) SOL (%) PVA (g/m.h.PA) L* a* b*

Média 3,31 224,82 66,62 22,46 3,67x107 70,55 2,26 35,36
pH (L) 0,54* 88,35+ 4,58 0,83* 0,26 X 107 -3,56* 0,67 0,39
pH (Q) -0,07 11,74 -7,1% 0,58 -0,26 X 10”7 0,80 -0,39 0,84
IPS (L) 0,10 25,52 0,95 -0,35 0,71 X 107 0,44 -0,23 0,01
IPS (Q) -0,19 -11,42 -5,53 1,44 -0,77 X 10” 0,88 -0,57 -0,53
pH x IPS -0,11 14,80 -7,56 -1,86* 0,52 X 107 -0,43 0,11 -0,06
R2 0,79 0,86 0,47 0,90 0,48 0,79 0,47 0,60
Falta de ajuste 0,71 7328,85 815,4* 3,09 5,69 X 10 24,31 5,18 5,21

Isolado proteico de soja (IPS), resisténcia maxima a tracdo (RT), elongacdo a ruptura (ELO), modulo de Young (MY), solubilidade (SOL),
permeabilidade a vapor de dgua (PVA). *significativo ao nivel de 5% (p<0,05).
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Figura 1 — Superficie de contorno sobre a influéncia do pH e da concentragéo de isolado proteico de soja (IPS) na resisténcia a tracdo (RT) e na
elongacao (ELO) dos filmes.
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A elongacdo na ruptura € uma medida da capacidade de estiramento do filme
e se refere & maxima mudanca no comprimento do filme antes de se romper
(NANDANE; JAIN, 2015). Os filmes de IPS deste trabalho apresentaram ELO de
74,1 a 369,3%, sendo esses valores comparaveis a filmes sintéticos como o
polietileno de baixa densidade (100-700 %) e de alta densidade (100-1000 %)
(FELDMAN; BARBALATA, 1996) e superiores a filmes a base de amido de
mandioca desenvolvidos por Luchese, Spada e Tessaro (2017), cujo maior valor de
ELO encontrado foi de 124 + 18. Assim como verificado para a RT, o efeito linear do
pH influenciou significativamente a elongacdo na ruptura (ELO) do filme (Tabela 3),
ou seja, quanto maior o pH mais flexivel € o fiime (Figura 3). O mesmo
comportamento foi observado por Cho et al. (2007) que descreve que a ELO dos
filmes de IPS difere com a alteracdo do pH apresentando mais flexibilidade em pH
12. Esse fato ocorreu, pois o tratamento com pH alcalinos acarreta na dissociacao
de subunidades sollveis de IPS que se agregam formando proteinas sollveis
(JJANG, XIONG e CHEN, 2010), o que aparenta ser propicio para a formacdo de
uma rede estavel.

O modulo de Young (MY) indica a rigidez do material e descreve como a
flexibilidade e as propriedades mecanicas do filme se relacionam com a estrutura
quimica dos biopolimeros (NANDANE; JAIN, 2015). Neste trabalho para o MY os
valores médios variaram de 37,0 a 73,5 MPa. Para esta propriedade o coeficiente de
determinacao foi baixo (R? = 0,48), indicando que o modelo gerado explica apenas
48% da variacdo dos dados observados.

De uma forma geral, para as propriedades mecanicas, o pH teve um efeito
significativo, indicando que maiores valores proporcionam filmes com maior RT, ELO
e MY. A melhor capacidade de formacao de filme em pH alcalino, distante do ponto
isoelétrico, ocorreu porque a desnaturacdo das proteinas da soja foi promovida e
resultou no desdobramento e solubilizacdo das proteinas que facilitou a interacao
entre as cadeias, formando uma estrutura mais compacta (JJANG, CHEN e XIONG,
2009). Conforme Rhim et al. (2000), fiimes de IPS preparados em condi¢Oes
alcalinas séo estabilizados principalmente por ligacdo dissulfeto e, em menor
extensdo, por ligacdes hidrofébicas e de hidrogénio, indicando que as ligacdes
covalentes sdo as que mais contribuem na estabilidade deste tipo de filme. Os

modelos obtidos para RT e ELO mostraram-se adequados para verificar a tendéncia
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de resposta, fato evidenciado pelos valores de coeficiente de determinacao (0,79 e
0,90 respectivamente) e falta de ajuste nao significativa.

5.1.2 Solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua

Os resultados experimentais da solubilidade (SOL) e da permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) dos filmes de IPS estao apresentados na Tabela 1.

No ensaio de solubilidade, todos os filmes mantiveram-se integros apés
contato com a agua e agitacdo a 25°C. A solubilidade foi influenciada pelo efeito
quadratico do pH e pelos efeitos lineares e quadratico de concentracdo de IPS,
variando de 22,12 a 27,23 % (Tabela 2). Observou-se que com aumento do pH e da
concentragéo de IPS houve uma elevagéo na solubilidade dos filmes (Figura 2).

O aumento na solubilidade relacionado ao aumento da concentracao de IPS
pode ser explicado pelo fato da proteina de soja apresentar cerca de 58% de
aminoacidos polares, e essa alta polaridade aumenta a afinidade do filme pela agua
e assim eleva a solubilidade do filme (RHIM; LEE, 2004). Resultados semelhantes
também foram observados por Rocha et al. (2014), que notou que com 0 aumento
no teor de proteina houve um aumento da solubilidade dos filmes.

O aumento no valor do pH também favoreceu o aumento da solubilidade do
filme. Essa mesma caracteristica foi observada no filme de Rocha et al. (2014) e
segundo os autores, possivelmente foi devido ao distanciamento do ponto isoelétrico
(pl) da proteina de soja (pH 4,5), onde a solubilidade € minima. Gennadios et al.
(1993), em seu estudo da acao do pH sobre o gluten de trigo e o isolado proteico de
soja, também observaram que a solubilidade da proteina aumentou em condi¢cdes
alcalinas. Porém, no trabalho de Cho et al. (2007), em filmes comestiveis produzidos
a partir de concentrado proteico de soja processado por membrana ou IPS o pH ndo
teve efeito sobre a solubilidade dos filmes, possivelmente pela maior temperatura
(90°C) empregada na producdo dos mesmos.

A interagéo entre o pH e o IPS também foi significativo indicando que, de
acordo com a Figura 2, em pH elevado e concentragao de IPS reduzida e em pH
reduzido e concentracdo de IPS elevada maiores valores de solubilidade tendem a

serem obtidos.
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Figura 2 — Superficie de contorno sobre a influéncia do pH e da concentragdo de isolado
proteico de soja (IPS) na solubilidade (SOL) e Luminosidade (L*) dos filmes.

Para a PVA os valores variaram de 1,12 a 5,12 x 10" g/h.m.Pa. Valores na
mesma ordem de grandeza foram obtidos por Carpiné et al. (2015) em filmes de IPS
adicionados de 6leo de coco e surfactantes naturais (lecitina e Yucca schidigera) e
valores superiores foram relatados por Cho et al. (2007). Conforme a Tabela 2, o
modelo ajustado nao foi capaz de explicar o efeito do pH e da concentracdo de IPS
sobre a PVA, além de apresentar um baixo coeficiente de determinacdo (R? = 0,48).
O mesmo fato foi descrito por Cho et al. (2007), que ndo encontram relacéo entre a
PVA e a alteracao do pH (acido e alcalino).

Resultados diferentes foram descritos por Rocha et al. (2014), que relatou a
influenciada da concentragéo de glicerol, pH e interagéo IPS e pH na PVA do filme.
Ainda segundo os autores, a PVA elevou com a reducdo do pH e a mesma foi

reduzida apenas quando se empregou menores concentracdes de IPS e pH alcalino.

5.1.3 Medida de cor

Os resultados experimentais da medida de cor expressos em termos de L*, a*
e b* estdo resumidos na Tabela 1. Os filmes apresentaram valores de L* variando de
66,61 a 77,56, de a* de -0,16 a 3,27 e b* de 34,06 a 37,52. A partir destes valores
observa-se que houve uma predominéncia da cor amarela, em virtude dos maiores
valores de b*. Em filmes de IPS secos em diferentes condigcbes (DENAVI et al.,
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2009) também foi observada a predominancia da cor amarela (valor positivo para
*b), sendo esta coloracao tipica de filmes produzidos a partir de proteina de soja.

Pode-se observar que o parametro L* foi influenciado negativamente pelo
efeito linear do pH, ou seja, o aumento do pH causou uma diminuicdo na
luminosidade do filme (Tabela 2). Isso ocorreu pois em pH alcalino houve a
desnaturacdo da proteina e o favorecimento da formacdo de uma estrutura mais
compacta, o que pode ter contribuido para que o filme apresentasse um aspecto
opaco.

Os modelos desenvolvidos nesse projeto ndo foram capazes de explicar o
comportamento dos parametros a* e b*, como pode ser observado pelo baixo valor

de coeficiente de determinacéo e pela falta de significancia dos efeitos (Tabela 2).

5.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DO FILME DE IPS PELA FUNCAO
DESEJABILIDADE

Para a otimizacdo da formulacdo do filme de IPS foi considerado seu uso
como embalagem para alimentos e que para isto deve possuir boa resisténcia
mecanica, flexibilidade e baixa solubilidade em agua. Estabeleceu-se, portanto, que
para obter um bom filme € desejavel a maxima RT e ELO e minima SOL.

Assim, através dos modelos matematicos ajustados para cada uma das
respostas RT, ELO e SOL, buscou-se a combinacao desses critérios, para encontrar
valores 6timos das variaveis independentes para a producéo do filme.

A desejabilidade trata-se de uma funcdo que combina simultaneamente
diferentes respostas otimizadas e para cada resposta € necessaria uma funcéo de
desejabilidade definida. A desejabilidade global € comumente obtida através da
média das desejabilidade individuais previamente definidas (GARCIA, 2010).

As condicfes oOtimas para a producéo dos filmes de IPS foram 7,56 % de IPS
e pH de 10,54. Sendo assim foi formulado um filme com essas condi¢des. O filme
otimo apresentou espessura media de 184 um, foi facilmente removido da placa de
acrilico, aparentou coloracdo amarelada, com aspecto continuo, boa
manuseabilidade e sem migracdo aparente de glicerol, como pode ser visto na

Apéndice A.
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Tabela 3 — Comparacdo entre os valores reais e valores preditos para resisténcia a tracéo,
elongacédo na ruptura e solubilidade em agua.

RESULTADOS Valores experimentais Valores preditos Desvio relativo ® (%)
RT (MPa) 4,72 + 0,52 3,81 19,3

ELO (%) 314,82 + 7,66 394,09 - 25,17

SOL (%) 25,88+ 1,7 23,41 9,5

®desvio relativo = [(valor experimental — valor predito) / valor experimental]x 100
Resisténcia a tracdo (RT); elongacédo (ELO); solubilidade (SOL).

Assim, o filme Otimo possui as seguintes caracteristicas: Elongacdo na
ruptura de 314,82 + 7,66 %; Modulo de Young de 82,15 + 14,74 MPa; Resisténcia a
tracdo de 4,72 + 0,52; Solubilidade de 25,88 + 1,7 %; PVA de 4,45 x 10”7 + 0,85
g/m.h.Pa; valores de L* de 66,96 + 2,95, a* de 2,38 = 0,87 e b* de 37,32 £ 0,92. Uma
comparacao entre os valores preditos pela modelo mateméatico e os valores reais
encontrados nas analises para algumas caracteristicas analisadas no filme 6timo
estdo apresentadas na Tabela 3.

Através dos valores de desvio relativo gerados para cada variavel € possivel
deduzir que a metodologia empregada para a otimizacdo das condi¢cdes de processo
foi satisfatéria e que os modelos gerados para estas propriedades apontam uma
tendéncia de resposta. A otimizacdo da producéo de filmes de farinha de achira
(ANDRADE-MAHECHA; TAPIA-BLACIDO; MENEGALLI, 2012) e de filmes de
farinha de banana (PELISSARI et al., 2013) também foi relatada com sucesso pela

funcdo desejabilidade.

5.3 MORFOLOGIA, DISTRIBUICAO DE TAMANHO E EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO DAS MICROPARTICULAS DE OEO

A microencapsulacdo por gelificacdo idnica do OEO e 6leo resina de paprica
utilizando como material de parede o alginato de sddio e cloreto de célcio como
agente reticulante foi realizada com sucesso. Como pode ser observado na Figura 1,
0 Oleo resina de paprica cumpriu adequadamente seu papel possibilitando a
observacéo da estrutura interna das microparticulas imidas. Pode-se observar que o

formato foi esférico e estava bem recheado de 6leo.
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Figura 3 - Microscopia 6tica das microparticulas de 6leo essencial de orégano

O diametro médio das microcapsulas foi de 250 pum, valor menor que o
encontrado por Benavides et al. (2016) em microcapsulas de 6leo essencial de
tomilho obtidas por gelificagéo idnica utilizando alginato de sédio e cloreto de calcio.
O indice de polidispersdo ou span das microparticulas foi de 1,48 + 0,2, sendo este
valor considerado alto e indica que ndo houve homogeneidade quanto ao tamanho
das amostras.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) das cépsulas umidas contendo OEO foi
obtida através de destilacdo por arraste a vapor e foi de 79,6 %. Valor superior (85
%) de EE foi obtido por Benavides et al. (2016) em microcapsulas de 6leo de tomilho
produzidas por gelificagdo ibnica, possivelmente por terem empregado uma
velocidade de agitacdo maior no preparo da emulsdo (18.000 rpm) e terem utilizado
menor quantidade de 6leo (2 %, v/v) em relacdo a quantidade de alginato de sodio.
Valor inferior de EE (53,4 + 0,65 a 66,4 £ 1%) foi relatado por Hosseini et al. (2013)

em nanoparticulas de quitosana contendo OEO.
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5.4 FILMES DE IPS CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO LIVRE (OEO)
E OLEO ESSENCIAL DE OREGANO MICROENCAPSULADO (OEOM)

5.4.1 Espessura e medida de cor

A espessura média dos filmes foi de 210 + 20 um para o filme de IPS controle,
de 322 £ 20 pm para o filme contendo OEO e de 327 + 50 pm para o filme contendo
OEOM. Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa de espessura entre
o filme contendo OEO e o OEOM, porém entre esses filme e o filme controle houve
diferenca significativa, sendo o filme C mais fino. Os filmes C e OEO apresentaram
aparéncia homogénea e amarelada (Figura 4). O filme OEOM apresentou superficie
levemente rugosa, em virtude da presenca das microparticulas e com coloracao

avermelhada pela adicéo de 6leo resina de paprica (Figura 4 e 5).

Figura 4 - Aparéncia dos com filmes controle (C), filme contendo Oleo de Orégano
(OEO) e filme contendo 6leo essencial de orégano microencapsulado (OEOM).

Os resultados de cor dos filmes C e adicionados de OEO e OEOM estéo
descritos na Tabela 4. De uma forma geral, o filme OEOM apresentou diferenca
significativa nos parametros de coloracao (L*, a* e b*) e isso ocorreu devido a adicdo
de Oleo resina de paprica (Tabela 4). Esse 6leo possui uma forte cor laranja e foi
adicionado com a intengdo de facilitar a visualizacdo do Oleo no interior das
microcapsulas através do microscoépio Optico (Figura 5). Pode-se observar também
que para o flme OEOM os parametros de cor mantiveram-se estaveis durante os 90
dias de armazenamento.
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Comportamento diferente foi observado nos filmes C e OEO, nos quais com o
decorrer do armazenamento os valores de L* e b* diminuiram e os valores de a*
aumentaram, sendo que este fendmeno foi em maior propor¢do no filme OEO. E
possivel que neste periodo de condicionamento, tenha ocorrido rearranjo e
reaproximacao das cadeias proteicas do IPS em virtude da migracao de glicerol e
OEO, fazendo com que a matriz do filme se tornasse mais compacta e
consequentemente mais escura. Outra hipotese € de que ocorreu a oxidacdo do

OEO, causando o escurecimento do filme.

Tabela 4 - Parametros de cor dos filmes de IPS contendo 4leo essencial de orégano livre e
microencapsulado.

Tempo (dias)

Propriedade Filme
0 45 90
C 71,33+ 0,74 68,80 £ 0,8 67,72 0,97 *
L* OEO 70,83 + 0,99 64,13 + 2,15 ™® 64,84 + 1,40 ™®
OEOM 58,64 + 0,31 ™ 58,37 + 0,63 ** 58,41 + 0,06
C 1,46 + 0,33 ™ 1,97 £ 0,62 3,01+0,54 "
a* OEO 1,89 +0,77 *® 4,58 + 0,4 " 5,15+ 0,76 ™
OEOM 22,44 +0,62 20,57 +0,72 *® 21,82 +0,50
C 39,83 +0,33™ 37,45 + 0,24 *° 36,44 + 0,22 °©
b* OEO 39,55 + 0,31 ™ 37,28 +0,63 ™ 36,87 + 0,40 ™®
OEOM 44,98 + 1,94 45,75+ 0,63 45,77 +0,59 #

Filme controle (C); Filme com 6leo essencial de orégano (OEQO); Filme com 6leo essencial de
orégano microencapsulado (OEOM); * ®¢ ) etras minGsculas iguais na coluna ndo apresentam
diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey. AB.C| etras maitsculas iguais na linha néo
apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.

5.4.2 Microscépio eletrdnico de varredura (MEV)

As imagens de MEV de superficie e fratura dos filmes encontram-se na Figura
5. A superficie e fratura do filme controle apresentou-se lisa, homogénea e
compacta, sugerindo que as condi¢cdes de processo (pH, temperatura e agitacao)
empregada foi suficiente para desnaturar o IPS e formar um filme integro.

A adicédo de OEO em filmes de IPS causou modificagdes em sua morfologia,

pois na superficie observa-se pequenas irregularidades, que pode estar relacionado
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com gotas de OEO. Na imagem de fratura nota-se a presenca de cavidades de
diferentes tamanhos, podendo ser atribuidas a goticulas de OEO dispersas na matriz
de IPS. A modificacdo na morfologia dos filmes também pode estar relacionada a
falta de miscibilidade dos componentes (FABRA; TALENS; CHIRALT, 2009) e a
incorporacdao de OEO em altas concentracdes (BINSI; RAVISHANKAR; GOPAL,
2013).

Superficie 400 x (C) Superficie 400 x (OEO) Superficie 400 x (OEOM)

Fratura 1600 x (C) Fratura 1600 x (OFO) " Fratura 1600 x (OEOM)

Figura 5 - Microscopias eletronicas de varredura dos filmes controle (C), filme contendo Oleo
de Orégano (OEO) e filme contendo 6leo essencial de orégano microencapsulado (OEOM)

O filme OEOM apresentou superficie com depressdes de diferentes tamanhos
em razdo da adicdo de microparticulas de OEO. Embora a quantidade de
microparticula adicionada fosse elevada, na imagem de fratura ndo foi possivel
visualiza-las dispersas na matriz de IPS. A explicacdo seria de que a microparticula
de alginato apresentou boa interacdo com o IPS e por isso formou uma estrutura
com menos cavidades como do filme OEO. Crizel et al. (2017) também observaram
uma boa interacdo entre microparticulas de casca de maméo encapsulado e filmes
de gelatina.
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5.4.3 Propriedades mecanicas

Os resultados das propriedades mecanicas de filmes de IPS contendo OEO e
OEOM estéo apresentados na Tabela 5. De um modo geral, a incorporacéo de OEO
em filmes de IPS reduziu significativamente a RT e iSso possivelmente ocorreu
porque o OEO atuou reduzindo a interagcdo polimero-polimero, formando uma
estrutura menos coesa. Carpiné, et al. (2015) também relatou que a RT dos filmes
de IPS emulsionados adicionados de éleo de coco e leticina de soja (7,65 + 0,48 a
12,19 + 0,43 MPa) apresentaram a RT menor que no filme controle (12,05 + 0,61
MPa). Outros autores que pesquisaram filme proteicos com adicao de 6leos também
relataram esse padrdo de resultado (VALENZUELA; ABUGOCH; TAPIA, 2013;
ZAHEDI; GHANBARZADEH; SEDAGHAT, 2010). Dados contrarios foram relatados
por Oliveira et al. (2017) em filmes de WPC adicionados de OEO.

Tabela 5 - Propriedades mecénicas de filmes de IPS contendo 6leo essencial de orégano livre e
microencapsulado ao longo de 90 dias.

Tempo (dias)
Propriedade Filme

0 45 920

C 7,45+0,75 " 7,52+0,61 "% 10,92 +0,77 **
RT OEO 2,51+0,18 °° 2,98 +0,34 3,65+ 0,32

OEOM 19,91 + 0,93 2° 20,77 £1,83 % 23,46 + 1,27 **

C 247,55 + 24,66 *° 301,50 + 28,88 ** 275,98 + 18,80 *°
ELO OEO 259,53 +10,57 ** 261,19+2991"  172,04+31,13"®

OEOM 26,18 + 5,84 31,59+ 7,71 23,46 + 3,63 %

C 119,24 + 11,41 *® 132,52 +17,52°®  180,8 +17,05"
MY OEO 41,37 +2,82 50,61 + 4,77 71,39+9,1 %

OEOM 375,44 + 22,27 ** 448,33 + 2,08 467,45 + 14,06 **

Resisténcia a tracdo (RT); elongacdo a ruptura (ELO); modulo de Young (MY); Filme controle
(C); Filme com o6leo essencial de orégano (OEO); Filme com Oleo essencial de orégano
Letras minusculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca

microencapsulado (OEOM);
© Letras mailsculas iguais na linha nao

significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.

a,b,c

A,

apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.

A adicdo de OEO microencapsulado (OEOM) nos filmes elevou em
aproximadamente 2,5 vezes o valor de RT. Este resultado pode estar relacionado
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com a boa interacdo entre o IPS do filme e o alginato de sédio da microparticula,
que resultou no reforco da matriz polimérica. Resultado similar foi reportado por
Crizel et al. (2017) em filmes de gelatina adicionados de microparticulas de casca de
mamao e por Martinez-Ortiz et al. (2017) em filmes de amido incorporados com
acido ascérbico microencapsulado. O MY apresentou 0 mesmo comportamento de
resposta da RT e para a ELO, o filme controle e filmes com OEO n&o tiveram
diferenca significativa, mas a incorporacdo de OEOM reduziu significativamente a
ELO. Resultado diferente foi descrito por Carpiné et al. (2015) no qual foi observado
que a adicéo de 6leo de coco nos filmes de IPS aumentou a flexibilidade dos filmes.

Considerando o efeito do armazenamento, 0 mesmo comportamento descrito
acima permaneceu entre as formulacdes. Entretanto, avaliando cada filme
separadamente notou-se que para o filme C houve um aumento siginificativo na RT
e MY e manteve-se a ELO ap6s 90 dias. Para o filme OEO observou-se que houve
também um aumento na RT e MY e uma reducédo na ELO. E, finalmente, no filme
OEOM houve apenas elevacédo no valor de RT.

Essas alteragcbes nas propriedades mecanicas em decorréncia do
armazenamento podem estar associadas com novas interagdes entre as cadeias
proteicas que sdo formadas. Conforme Arthan, Prodpran e Benjakul (2009), a
elevacdo da RT e reducdo da ELO é resultado da diminuicdo do volume livre na
matriz do filme devido ao aumento da agregacdo e/ou rearranjo das moléculas
poliméricas causadas pela mobilidade molecular. Além disso, o aumento na RT
também pode estar ligado a migracao de glicerol para a superficie do filme, levando
a compactacdo das cadeias. AlteracBes nas propriedades mecénicas durante o
armazenamento também foram verificadas em filmes e farinha de triticale (BORNEO
ALBA; AGUIRRE, 2016) e em filmes de proteina de peixe (ARTHAN; PRODPRAN;
BENJAKUL, 2009).

5.4.4 Umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua

Os valores de umidade dos filmes foram de 15,86 + 6,31 % para o filme C,
14,66 = 3,05 % para o filme contendo OEO e de 13,46 + 0,75 % para o filme

contendo OEOM, n&o havendo diferenca significativa entre as amostras.
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Os resultados de solubilidade em &gua e de PVA dos filmes de IPS
adicionados de OEO e OEOM estéao apresentados na Tabela 6. A solubilidade dos
filmes variou de 39,28 + 3,28 % a 61,46 + 3,79 % e nao houve diferenca significativa
entre o filme C e o filme contendo OEOM. J& os filmes contendo OEO foram mais
soluvel que os demais, no tempo 0, e pode estar relacionado com a estrutura menos
coesa de filmes contendo 6leo, e assim expondo mais grupos hidrofilicos que foram
solubilizados. Porém, apds 90 dias, a solubilidade do filme contendo OEO diminuiu,
nao havendo mais diferenca significativa entre ele e as demais amostras e iSso
provavelmente ocorreu pela migracao do glicerol e OEO que permitiu um rearanjo
das cadeias poliméricas que tornou a estrutura mais coesa, corroborando com 0s

resultados de propriedades mecéanicas e cor.

Tabela 6 - Solubilidade em agua e PVA dos filmes de IPS contendo 6leo essencial de orégano
livre e microencapsulado.

Tempo (dias)

Propriedade Filme
0 45 90

C 39,28 + 3,28 ™ 36,16 + 4,32 40,75 + 4,57
SOL (%) OEO 61,46 + 3,79 35,97 + 0,15 48,94 + 6,14 *®

OEOM 41,64+423"°  379540.85% 45,69 + 6,50
VA X 107 C 5,75 + 0,02 *A 3,84 + 0,03% 4,64 +0,18 *®

OEO 753+1,13 576+25% 5,06 + 0,53
(g/m.h.Pa)
g/m.h.Pa

OEOM 3,1+0,18™8 35+ 0,05 2,16+ 0,46 "8

Solubilidade em agua (SOL); permeabilidade ao vapor de agua (PVA); Filme controle (C); Filme
com o6leo essencial de orégano (OEO); Filme com 06leo essencial de orégano
microencapsulado (OEOM); ab.¢) etras mindsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca
significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.* ® © Letras mailsculas iguais na linha n&o
apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Os filmes OEO e OEOM nao tiveram alteragao dos valores de solubilidade em
razdo do armazenamento. Crizel et al. (2017) relataram que a adicdo de
microparticulas de casca de maméo em filmes de gelatina causou um decréscimo na
solubilidade. Os autores atribuem este fato ao efeito de reinforco que as
microparticulas causam na estrutura do filme e isso reduz as lacunas na interface
polimero-particula, que, consequentemente, reduz a difusdo de soluto do filme.
Embora o efeito de reinfor¢o tenha sido observado nas propriedades mecanicas, isto
nao foi verificado para a solubilidade.
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Ao avaliar a PVA dos filmes C ap6s 90 dias de armazenamento, observou-se
que a PVA diminuiu, provavelmente devido ao rearranjo das estruturas conforme
discutido nos resultados de propriedades mecanicas e cor. Nao houve diferenca
significativa entre o filme C e os demais, porém houve diferenca entre os filmes que
continham OEO e os que continham OEOM. Supde-se que esta diferenca seja
porque as microcapsulas tiveram boa interagdo com a matriz do filme e aumentou a
coesividade. Ja com a adicdo de OEO houve a formacédo de um filme com uma
estrutura mais enfraquecida e com espacos livres que permitiu a difusdo do vapor de
agua.

Crizel et al. (2017) também observou que o filme controle ndo teve diferenca
signifcativa de PVA comparado ao filme contendo microparticulas. Reducdes
significativas na PVA foram obtidas por Martinez-Ortiz et al. (2017) quando
adiciounou-se de 2,5 a 12,5 % de acido ascorbico microencapsulado e por Dammak
et al. (2017) em filmes de gelatina incorporados de microparticulas de rutina e
quitosana. Resultados similares foram descrito Gontard et al. (1994), em seu
trabalho sobre a avaliacdo da adicdo de substancias hidrofobicas em filmes a base
de proteina de glaten. Eles descreveram que moléculas hidrofébicas quando
adicionadas em filmes compdésitos pode danificar a estrutura do material facilitando a

passagem de agua e assim resultando em um valor maior de PVA.

5.4.5 Atividade antimicrobiana

Como pode ser observado no Apéndice B, ndo houve formacdo de halo de
inibicdo tanto para E. coli quanto para S. aureus nos filmes controle. J& em filmes
contendo OEO e filmes contendo OEOM houve a formacao de halo de inibicdo para
os dois microrganismos estudados. As médias do halo de inibicdo formado para
esses filmes estdo apresentadas na Tabela 7, e o halo de inibicdo para E. coli variou
de 6,3 £ 0,6 a 10,7 £ 0,6 mm e de 14,2 £ 1,9 a 31,7 £ 2,9 mm para S. aureus, no
tempo 0. Os filmes OEO e OEOM demostraram atividade antimicrobiana frente a E.
coli e S. aureus em tempo O e apds os 90 dias de armazenamento. A atividade
antimicrobiana também foi verificada em filmes de gelatina e quitosana (HOSSEINI
et al., 2015), filmes de WPC (OLIVEIRA et al.,, 2017; SEYDIM; SARIKUS, 2006),
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filmes de amido e quitosana (PELISSARI; YAMASHITA; GROSSMANN, 2011),
fimes de proteina de triticale (AGUIRRE; BORNEO; LEON, 2013), fimes de
proteinas de sementes de pimenta (LEE et al., 2016) e filmes de IPS (EMIROGLU, et
al. 2010) adicionados de OEO.

No tempo inicial (t = 0) o flme OEOM apresentou maior halo de inibigédo frente
aos dois microrganismos estudados. E possivel que a microencapsulacdo tenha
proporcionado um efeito protetivo ao 6leo de orégano durante a producdo dos
filmes. Entretanto, apds 90 dias de armazenamento este comportamento tendeu a se
inverter e os filmes OEO e OEOM tiveram halo de inibicdo semelhante para S.
aureus. Acredita-se que as microcdpsulas auxiliaram na incorporacdo do Oleo
essencial de orégano durante o processamento, protegendo-o nos processos de
homogeneizacdo e secagem. Porém, devido ao elevado pH do filme, as
microcdpsulas podem ter sofrido hidrolise ou rompimento da estrutura e liberaram o
ativo para a matriz do filme. Desta forma, os filmes contendo microparticulas
tenderam a apresentar o mesmo comportamento de inibicdo que os filmes contendo
OEO livre.

Tabela 7. Atividade antimicrobiana de filmes de IPS adicionados de OEO e OEOM nos tempos
0, 45 e 90 dias.

Halo de inibicéo ) Tempo (dias)
Filme

(mm) 0 45 90

_ OEO 6,3+0,6 125+0,5* 3,0+0,6"°

E. coli aA bA aB
OEOM 10,7 +0,6 9,5+0,9 42+1,0
OEO 142+19"® 192+14% 11,0+1,7%®

S. aureus an a8 a8

’ i ’ ’ i ’ ’ i ’

OEOM 31,7+29 18,2+ 2,5 13,7+ 1,4

Filme com O6leo essencial de orégano (OEO); Filme com 6leo essencial de orégano
microencapsulado (OEOM); *® ¢ Letras mindsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca
significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey. » ® © Letras maitsculas iguais na linha nao
apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey.

Os filmes contendo OEO e OEOM formaram um maior halo de inibig&o para o
microrganismo S.aureus que para a E. coli durante todo a tempo de
armazenamento. Dadalioglu e Evrendilek (2004) relataram um forte efeito inibit6rio
do oleo de orégano frente a E. coli O157:H7 e S. aureus e esse poder inibitorio
estava relacionado a alta concentracao de carvacrol e p-cimeno. O modo de acdo do

OEO foi descrito por Helander et al. (1998) e segundo os autores, o carvacrol
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desintegra a membrana externa de bactérias Gram negativas (E. coli), liberando
lipopolissacarideos e aumentando a permeabilidade do citoplasma a adenosina
trifosfato (ATP). Sivropoulou et al. (1996) e Chorianopoulos et al. (2004) relataram
gue as bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis do que as Gram negativas a
acdo de OEO, independente do teor de timol ou carvacrol, sendo esse efeito
também verificado neste trabalho. Chorianopoulos et al. (2004) afirmaram que a
acao antimicrobiana ndo ocorre somente pela presenca de carvacrol e timol, mas
devido a outras substancias em baixas concentracfes que pode interagir de forma
sinérgica, aditiva ou antagbnica. De acordo Siripatrawan, Vitchayakitti e
Sanguandeekul (2013), bactérias Gram negativas possuem uma camada
fosfolipidica a mais em sua membrana celular, essa membrana € impermeéavel a
muitas moléculas. Com isso, acredita-se que o OEO teve uma maior acdo sobre as
bactérias Gram positivas que as Gram negativas devido a estrutura da parede

celular.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demostraram que a concentracéo de IPS e o pH
utilizado durante a producéo interferiram significativamente nas caracteristicas finais
do filme. O aumento na concentracdo de IPS aumentou a solubilidade do filme e a
elevacdo do pH elevou a resisténcia a tracdo e a flexibilidade e reduziu a
solubilidade em agua. Os modelos matematicos obtidos neste trabalho conseguiram
explicar, com bom coeficiente de determinacéo, a solubilidade, a resisténcia maxima
a tracdo, a elongacédo na ruptura e a luminosidade (L*). Considerando a otimizacéo
pela técnica de desejabilidade, para se produzir um filme com baixa solubilidade, alta
resisténcia a tracdo e alta elongacéo na ruptura € necessario utilizar 7,56 % de IPS e
ajustar o pH da solucéo filmogénica para 10,54.

Neste trabalho foi também foi possivel microencapsular o éleo essencial de
orégano pela técnica de gelificacdo i6nica e aplicar na formulacao de filmes de IPS.
A adicao de OEO, seja na forma livre ou microencapsulada, proporcionou filmes com
diferentes propriedades. O OEO livre proporcionou filmes menos resistentes, mais
permedveis ao vapor de agua e com atividade antibacteriana quando comparado
com o filme controle. Os filmes de IPS com OEOM apresentaram-se mais
resistentes, menos flexiveis e permeaveis ao vapor de agua e com significativa
atividade antimicrobiana. Durante o armazenamento alteracdes nas propriedades
funcionais foram observadas em todas as formulagcbes, mas a atividade
antimicrobiana foi mantida nos filmes OEO e OEOM.

A producéo de filmes de IPS com 6leos essenciais microencapsulados € uma
alternativa interessante, pois proporcionou materiais com melhores propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua, quando comparado com filmes contendo
Oleo livre, além de possuirem atividade antimicrobiana frente a microrganismos
patogénicos de interesse alimentar. Assim, o filme produzido neste trabalho pode ser
utilizado na producdo de embalagens ativas para auxiliar na conservacdo de
alimentos e contribuir com a minimizacao de residuos no meio ambiente.

Finalmente, sugere-se a continuidade deste estudo empregando diferentes
concentracbes de glicerol e de microcapsulas de oOleo esséncias de orégano na

producao de filmes de IPS a fim de tornar os filmes mais flexiveis.
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APENDICE B — Desenvolvimento de E. coli e S. aureus durante 90 dias em contato com filmes controle (C), filme contendo
0leo essencial de orégano (OEO) e filme contendo 6leo essencial de orégano microencapsulado (OEOM)

E. coli D 45 (OEO)

E. coli D 90 (C) E. coli D 90 (OEO) E. coli D 90 (OEOM) S. Aureus D 90 (C) S. Aureus D 90 (OEO) [lls. Aureus D 90 (OEOM)




