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Resumo

Biduski, Barbara. Desenvolvimento de hidrogéis bioativos de amido de arroz com
0leo essencial de alecrim. 2018. 116f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas, 2018.

A busca pela minimizacdo do impacto ambiental pelos materiais sintéticos e
alternativas naturais para conservagao de alimentos, direciona as pesquisas para o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis e bioativas. O objetivo desse
trabalho foi desenvolver hidrogéis bioativos a base de amido de arroz incorporados
com Oleo essencial de alecrim. Amidos de arroz com diferentes teores de amilose,
nativos e modificados por intercruzamento, e poli(alcool vinilico) foram utilizados para
elaboracao de hidrogéis via gelatinizacao alcalina e por aquecimento. O 6leo essencial
de alecrim (OEA) foi avaliado pela composi¢céo quimica e contra a acdo das bactérias:
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. O OEA foi encapsulado por electrospraying
de uma emulséo de amido modificado pelo reagente anidrido octenil succinico (amido-
OSA) com diferentes concentragdes de etanol (20-40%, v/v) e OEA (20-50%, p/p).
Para a elaboracdo dos hidrogéis bioativos uma emulsdo de amido-OSA e OEA foi
adicionada antes e apés a gelatinizagdo do amido. A absorcdo de agua, perfil de
analise em textura, morfologia e integridade estrutural dos hidrogéis foram avaliadas.
A gelatinizacdo alcalina permitiu obtencdo de hidrogéis mais rigidos, insollveis em
agua e com menor absorcdo de agua em relacdo aos hidrogéis elaborados pelo
método de gelatinizacdo por aquecimento. Estas caracteristicas também foram
influenciadas pelo teor de amilose do amido de arroz. As emulsfes foram estaveis e
apresentaram baixa tendéncia a agregacdo quando utilizado 20% de etanol. O
electrospraying das emulsdes permitiu a obtencéo de capsulas esféricas e com alta
eficiéncia de encapsulacéo (82% a 98%). Com base nas propriedades dos hidrogéis,
como integridade estrutural e resisténcia mecanica o amido de arroz modificado de
média amilose foi escolhido para elaboracdo dos hidrogéis bioativos via gelatinizacéo
alcalina. Os hidrogéis bioativos apresentaram diferentes caracteristicas dependendo
da etapa de adicdo da emulséo, com maior absorcéo de agua e menor dureza quando
a emulsdo foi adicionada antes da gelatinizacdo. O Oleo essencial de alecrim
apresentou atividade antibacteriana contra S. Typhimurium ATCC 14028, E. coli
0157:H7 NCTC 12900 e P. aeruginosa ATCC 15442. O. A acao dos hidrogéis com
0leo essencial de alecrim contra proliferacdo dessas bactérias sera foco de estudos
futuros.

Palavras-chave: hidrogel; amido; 6leo essencial; emulséo; electrospraying.
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Abstract

Biduski, Barbara. Development of bioactive hidrogel based on rice starch filled
by rosemary essential oil. 2018. 116f. Thesis (PhD degree in Food Science and
Technology) — Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, 2018.

The aim of minimization of environmental impact by synthetic materials and natural
alternatives for food preservation, leads the researches for the biodegradable and
bioactive packaging development. The objective of this study was to develop bioactive
hydrogels based on rice starch filled with rosemary essential oil. Native and cross-
linked rice starches with different amylose contents, and poli(vinyl alcohol) were used
to prepare hydrogels via alkaline- and heating-induced gelatinization. The rosemary
essential oil (REO) had the chemical composition evaluated and antibacterial activities
against Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 NCTC
12900 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. The REO was encapsulated by
electrospraying the emulsion of OSA-starch with different ethanol (20-40%, v/v) and
REO (20-50%, w/w) contents. For bioactive hydrogels the OSA-starch/REO emulsion
was added before and after the starch gelatinization. The water absorption, texture
profile analysis, morphology and structure of the hydrogels were evaluated. The
alkaline-gelatinization produced a more rigid, insoluble in water and with less water
absorption hydrogel than the heating-gelatinization hydrogels. These amylose content
also influenced the hydrogels properties. The 20% ethanol content emulsions were
more stable and showed low tendency to aggregate than the others ethanol content
emulsions. The electrosprayed emulsions formed spherical capsules with high
encapsulation efficiency (82% to 98%). Based on the hydrogels properties, such as
mechanical strength, the medium amylose modified rice starch was chosen for the
bioactive hydrogels preparation via alkaline-gelatinization. Bioactive hydrogels
presented different characteristics depending on the time the emulsion was added.
When the emulsion was added before the gelatinization a higher water absorption and
lower hardness was obtained. Rosemary essential oil presented antibacterial activity
against S. Typhimurium, E. coli and P. aeruginosa. Rosemary essential oil presented
antibacterial activity against S. Typhimurium, E. coli and P. aeruginosa. The bioactive
hydrogels filled with REO activities against these bacteria will be further studied.

Key words: hydrogel; starch; essential oil; emulsion; electrospraying.



Lista de Figuras

Figura 1. llustracdo do mero do poli(alcool vinilico)............ccceeiiiieiiiiiiiiiiiieeeeeeees 18
Figura 2. Reacdo de polimerizacdo do acetato de vinila (a) e hidrélise basica do
poli(acetato de vinila) (b) para obteng&o do poli(alcool vinilico). ..........ccccevuvrrnnnnnnnns 19
Figura 3. Interagfes fisicas entre 0 amido € 0 PVA. ... 21
Figura 4. Estrutura da amilose e respectiva conformacao helicoidal (a) e estrutura da
amilopectina e suas ramificacies (D). ......uuuiiiiiieeiiiiec e 22
Figura 5. Esquema ilustrativo do intercruzamento do amido modificado com
trimetafosfato de SOUI0. .........vvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 26
Figura 6. Estrutura da rede polimérica de hidrogéis reticulados via processo fisico ou
(o 10110 1o o PO 27
Figura 7. Componentes majoritarios do 6leo essencial de alecrim.............ccccceeeenne. 29
Figura 8. Esquema de liberacdo de compostos ativos por difusdo, penetracdo de agua
ou degradacao da matriz POIMENICA. ..........cceiiiiieiiiiiiie e e 31

Figura 9. Modelo de uma estacao de electrospun para producao de fibras/capsulas

Figura 10. Representacdo do emaranhamento das cadeias do polimero em uma

solugcéo com baixa viscosidade e alta viscosidade.............cooeevvviiiiiieieeieeiiiiiie e, 34
Figura 11. Representacao da sintese do amido-OSA. ........ccooeiieeiiiiiiiiiiiiie e, 38
Figura 12. Fendmenos de instabilidade em emulsao. ...........c.ocoeevviiiiiiiiiiiie e, 40

Figura 13. Esquematizacdo da cremeacao e espalhamento da fase dispersa em
EMUISBES INSLAVEIS. ... 41
Figura 14. llustracdo do grafico de forca vs tempo do perfil de analise em textura. .50
Figura 15. Hidrogéis liofilizados elaborados com amidos nativos (a, c, €) e
intercruzados (b, d, f) com baixa (a, b), média (c, d) e alta (e, f) amilose, e intumescidos
elaborados com amidos nativos (g, i, I) e intercruzados (h, j, m) com baixa (g, h) média
(i, j) e alta (I, m) amilose, gelatinizados via método alcalino..............cc.ceceeevrvivinnnnnnn.. 58
Figura 16. Hidrogéis liofilizados elaborados com amidos nativos (a, c, e) e
intercruzados (b, d, f) com baixa (a, b), média (c, d) e alta (e, f) amilose, e intumescidos
elaborados com amidos nativos (g, i, I) e intercruzados (h, j, m) com baixa (g, h) média
(i, ) e alta (I, m) amilose, gelatinizados por aquecimento.............cccceeeeeeeviiiieeeeevnnnnnn, 58
Figura 17. Estrutura interna dos hidrogéis elaborados com amidos de alta amilose,

nativo (a) e intercruzado (b), gelatinizados via método alcalino. ................cccccevvvnnnn. 60



Figura 18. Hidrogéis elaborados com amidos nativos (a, c, e, g, i, I) e intercruzados
(b, d, f, h, j, m), com baixa (a, b, g, h), média (c, d, i, j) e alta (e, f, I, m) amilose,
gelatinizados via método alcalino (a-f) e por aguecimento (g-M). .....ccoeeeeevvvvveivvnnnnnn. 62
Figura 19. Distribuicdo do tamanho da particula das emulsdes de amido-OSA e dOleo

essencial de alecrim, em solugcdo aquosa com 20% (a), 30% (b) e 40% (c) de etanol.

Figura 20. Potencial zeta das emulsdes elaboradas com 20% (a), 30% (b) e 40% (c)
de etanol e diferentes concentracdes de Oleo essencial de alecrim, durante 7 dias.77
Figura 21. Estabilidade das emulsdes com diferentes concentra¢ces de etanol (20,
30 e 40%) e 6leo essencial de alecrim (0, 20, 30, 40 € 50%0)........cceeeeeeerriiiiirrreeeeenn. 79
Figura 22. Morfologia das céapsulas de amido-OSA e 6leo essencial de alecrim em
diferentes concentragdes (0, 20, 30, 40 e 50%) produzidas com diferentes teores de
ELANO0I (20 € 3000) ..o eeeeeeeeeee e 82
Figura 23. Espectros de FTIR das capsulas de amido-OSA e 6leo essencial de alecrim
produzidas com diferentes teores 6leo e solugcdo aquosa com 20% (a) e 30% (b) de
BLANOL. . 84
Figura 24. Hidrogéis bioativos hidratados elaborados com amido de arroz modificado
(@) com diluicdo da emulsdo com solucdo tampao (b), em agua (c), mistura via
URF@EUITEAX (€] - 93
Figura 25. Representacdo da porcao inferior dos hidrogéis liofilizado elaborados com
adicao da emulsédo diluida em agua antes da gelatinizacado. ................ccceevvvvvvvvnnnnnn. 93
Figura 26. Morfologia interna dos hidrogéis bioativos: controle (a), emulsao diluida em

solucdo tampao (b), e em agua (c) e emulsdo misturada com ultraturrax (d). .......... 95



Lista de Tabelas

Tabela 1. Teor de fésforo e grau de substituicdo dos amidos de arroz, com diferentes
teores de amilose, Nativos € INErCruZadOS. ..........uvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeee e 51
Tabela 2. Propriedades térmicas dos amidos de arroz, com diferentes teores de
amilose, NAtIVOS € INTEICIUZAUOS. ......uieeiiiiii e r e e e e e aaas 52
Tabela 3. Propriedades de pasta dos amidos de arroz, com diferentes teores de
amilose, NAtiVOS € INEICIUZAAOS. ......ooeeeeeieeeeeeeeeeee e 54
Tabela 4. Capacidade de absorcdo de dgua dos hidrogéis elaborados com amidos de
arroz com gelatinizacdo alcalina ou por aQUECIMENTO.........cceeeeeiiiieiieeeieeeeeeeeeeeeeee, 55
Tabela 5. Perfil de analise em textura dos hidrogéis elaborados com amidos de arroz
com gelatinizacao alcalina ou por aqUECIMENTO. ..........uvuiiiiieeeeieeeiiee e 64
Tabela 6. Compostos majoritarios do 6leo essencial de alecrim determinada por CG-
Y PP PP PRPPPR 72
Tabela 7. Eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de carregamento das capsulas de

amido-OSA e 6leo essencial de alecrim produzidas com diferentes teores de etanol.

.................................................................................................................................. 80
Tabela 8. Absorcéo de agua dos hidrogéis bioativos...........cccccevvvvveiiiiiiiiveiieeiieeeeee, 92
Tabela 9. Perfil de analise de textura dos hidrogéis bioativos. ...........cccccceeeiviiinnnnne. 96

Tabela 10. Disco difusdo, concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo

bactericida minima (CBM) do 6leo essencial de alecrim...........cccccccceeeeiieeiiieeeiiiinnnnn. 96



Sumario

FYe | =T [=Tod [ 4 gT=T o1 (o L PP PPPPPPPPP \Y
ST 1 Vi
Y 013 = Lo PP vii
L INEFOTUGAD ... 14
2 Revis80 BIblOGrafiCa..........coooeiiiiiee e 16
FZ2000 I [T [ o o = P 16
2.1.1  POlIMEr0S SINTELICOS.....cceeeeeeee e 18
2.1.2  POIIMEIOS NALUIAIS......ccie e e 20
2.1.3 Processos de reticulacdo para formacao de hidrogel...............cceevvvviininnnnnn. 26
2.2 Oleo eSSencial A€ AlECTIM ...........cceieiueieieeeeeeeee e ettt sae e e 28
2.3 Hidrogéis bioativos € suas apliCages ..........ccoevvvriieiiiiiieeeeeeeeeee e 30
2.4 NaNOENCAPSUIAGAD ....ccoeeeeeeeeeee e 32
2 ot R e 1= Tor 1 {0 1= o U] o PO 32
2.4.2  EMUISAO.....uuiiii i 35
3 Capitulo 1 — Artigo pUBlCATO .......cccoviiiiiiiii e 13
Hidrogéis de amido: influéncia do teor de amilose e do método de gelatinizacdo ....13
S.L INITOAUGAOD ..o 45
3.2 Material € MELOUOS .....ccceeeieeeeee e 46
00t R 1Y/ = (=T 4 -1 P 46
3.2.2  EXrag8o dOS @amidOS .....ccooeieieiiieeeeeeee e a7
3.2.3 Modificagdo quimica dOS amidOS......cccceeeeeiriiiiiiiiiie e ee e e a7
3.2.4 Teor de fésforo e grau de substituicdo dos amidosS ...........cceeeeveeeeereeiiinennnnnn. a7
3.2.5 Propriedades térmicas d0OS amidOS..........cccuurriiiieeeeriiiiiiiiieeeee e e e eeiiieeeeee e 48
3.2.6 Propriedades de pasta dOS amidOS ........ccoeveeiiuiiiiiieeeeeeeeeiiiire e 48
3.2.7 Elaboracdo dos hidrogéis de amido............cceeeeeieiiiiiii 48
3.2.8 Absorcdo de agua dos hidrogeéis .........cooeeeeeiiieiiii e 49
3.2.9 Avaliagao otica dos hidrogeis .........cooeveeeiiiiieeeeee e 49
3.2.10 Avaliagdo morfologica de hidrogeis ..........ooooveeiiiiiiiiii, 49
3.2.11 Perfil de analise em textura (TPA) ....ccooo e 49
3.3 ReSUltados € AISCUSSE0 .......cooeeieeeee e 51
3.3.1 Teor de fosforo e grau de substituicdo dos amidos ............coeeeveeeiiiiieeennenn. 51
3.3.2 Propriedades térmicas doS amidOS..........cooeveieiiiiiieeieeeeeeeeeeeee 52

3.3.3 Propriedades de pasta d0S amidOsS .........cccoevuiiiieiiiiiii e 53



3.3.4 Capacidade de absorcédo de agua dos hidrogeis.........ccccccvveeeivieeeeeeeeeiinnnnnnn. 54

3.3.5 Avaliacao Otica dOS hidrOgEIS ........uuiiiiieeiiiiieiiiie e e 57
3.3.6  Avaliagdo morfologica de hidrOgeis ..........c.uuveiiiiiieiiiiiiiiieeee e 60
3.3.7 Perfil de analise em textura (TPA) ..o 63
I o ] o 1115 Vo P 65
4 Capitulo 2 — Artigo em pProcesS0 A€ rEVISAD.........uuiiiieeeiieeeeiiiiiee e e e e e 66

Electrospraying de emulsdo de amido anidrido octenil succinico para encapsulacéo

de Oleo essencial de @leCrim .......cooooei i 66
R g (0o [ o= o PP PPPPPPPPP 68
4.2 Material € MELOUOS .......ccevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 69
Nt R /=Y (= 1 - 1 69
4.2.2 ComposSicao dO Ole0 €SSENCIAl .........ueeiiiieiiiiiiiiiiiieec e 69
4.2.3 Preparacao das €MUISOES .........ciiiiiiiiiiieiiiie e e 69
4.2.4 Estabilidade das emUISOES ..........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70
4.2.5 Producdo das capsulas por electroSpraying .........ccccccceeeviiiuieeeeeeeeeenssninnnnne 70
4.2.6 Eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de carregamento.............ccccee..... 71
4.2.7 Morfologia das CAPSUIAS .............coiiiiiiiiiieci e 71
4.2.8 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) ....... 71
e B L - 1 1o 72
G S LT B] [ 7= To [0 IS T Kol U Y- Lo R 72
4.3.1 Composicao do 6leo essencial de aleCrim........ccccccvvvvvviiiiiiiiieeeieieeeeeeeeeeeeee 72
4.3.2 Estabilidade das emulISBES ..........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 73
4.3.3 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento........................ 80
4.3.4 Morfologia das CAPSUIAS .......cooeiiiiiiiiiiiiee e 81
4.3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) ....... 83
I @ [ [ 1> Lo 85
5 Capitulo 3 — Artigo a ser submetido ..........coooeeeieeeiiie 86
Atividade antibacteriana de hidrogéis bioativos de amido de arroz intercruzado e
emulsédo de amido-OSA com 6leo essencial de alecrim ............cccceeeeeeiiee, 86
5.1 INITOAUGAO ..o 87
5.2 MateriaiS € METOUOS........uuuuuiieieeeeie e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeeennnas 88
S0t R Y/ = (=T 4 -1 P 88
5.2.2 Extragéo e modificagdo do amido para elaboragéao do hidrogel ................... 88

5.2.3 Preparagio das EMUISOES ........ccoeiiiiiieeeeeeeeeee e 88



5.2.4 Elaboracado dos hidrogéis bioativos .............ceuvueiiiiieeiiiieiiiee e, 89

5.2.5 Absorcado de agua dos hidrogeISs ......ccoeeeeiiiiieiiiiiii e 90
5.2.6 Avaliagao 6tica doS hidrOgEIS ........ccceeeiiiiiiiiiiiiiieee e 90
5.2.7 Avaliagdo morfologica de hidrOgeis ..........cuuveeeiiieeiiiiiiiiiiieeee e 90
5.2.8 Perfil de analise em textura (TPA) ....coooo oo 90
5.2.9 Atividade antibacteriana do Oleo essencial de alecrim ...............cccoeeeeeeee. 90
5.3 ReSUItAd0S € DISCUSSAD........cceiiiieee e 92
5.3.1 Absorcéo de agua dos hidrogéis bioativos ............cccceeeeeeiei e 92
5.3.2 Avaliacao otica dos hidrogé€is bioativos ............ccceeeeiieiiiiiiiiiiiii e, 92
5.3.3 Avaliacdo morfoldgica dos hidrogeis ativos..............cccevvvveiiiiiiiieeeeeeeeiiinnn, 94
5.3.4 Perfil de andlise de textura (TPA) dos hidrogéis bioativos..............cccueeeee.... 95
5.3.5 Atividade antibacteriana do 6leo essencial de alecrim ............ccccooevvveeeennn. 96
ST o ] o 1115 Vo P 98
5.5 ESUAOS FULUIOS ... ettt e et e e e e e e e e ee et n e e e e e e e e e eeeennnnnn s 98
6 CoNSIAeraCies fINAIS..........uuuiiiii e e e 99
APENDICE A. ...ttt ettt ettt n et e et 100
APENDICE B......oovitiiiieieieie ettt 101
APENDICE € ..ottt ettt ettt sttt e et e e s e 102

T RO I INCIAS .o e 103



14

1 Introducéao

As embalagens tém como funcéo proteger os alimentos durante o transporte e
armazenamento mesmo em condi¢des inadequadas de temperatura, umidade e
oxigénio, as quais fazem com que ocorra a liberacdo de agua pelo produto,
proliferagcdo de micro-organismo e a agdo de compostos oxidantes. Em sistemas de
embalagens ativas, a funcao de protecéo é reforcada por incorporacédo de compostos
bioativos, tais como compostos antimicrobianos e antioxidantes
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014). Estas funcdes sdo melhoradas através da
encapsulacdo destes compostos, pois a encapsulacado permite a acdo prolongada e
controlada do principio ativo incorporado (AMORATI et al., 2013).

A utilizacdo de hidrogéis em embalagens é uma alternativa promissora para
estender a vida util de produtos alimenticios que liberam de agua durante o
armazenamento. O hidrogel possui a capacidade de absorver e reter a agua em sua
estrutura tridimensional, evitando a contaminag¢@o microbiologica dos produtos. Os
hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros naturais, sintéticos ou hibridos
(sintéticos/naturais), e sdo capazes de aprisionar moléculas bioativas para liberacéo
controlada do composto encapsulado (ZHU; MARCHANT, 2011).

A necessidade de desenvolver novos materiais para embalagens inteligentes
e/lou ativas despertam o interesse por renovar conhecimentos de tecnologias ja
conhecidas, como a técnica de electrospun. Esta técnica permite a formacdo de
nanofibras (electrospinning) ou nanocépsulas (electrospraying), as quais podem ser
incorporadas de compostos ativos para aplicagcdo em embalagens para alimentos.
Estas técnicas tém como vantagem, a ndo utilizacdo de elevadas temperaturas, sendo
muito utilizadas para encapsulacdo de compostos sensiveis a altas temperaturas e
compostos volateis preservando as caracteristicas do composto encapsulado, tais
como Oleos essenciais (JAWOREK, 2016).

A tendéncia em minimizar o impacto de produtos quimicos no ambiente, bem
CcOmo a procura por alternativas que substituam os recursos petroquimicos, gerou uma
grande demanda por polimeros e conservantes naturais. Desta forma, o amido € uma
alternativa e tem sido extensivamente estudado para elaboracdo de embalagens
biodegradaveis (NOORBAKHSH-SOLTANI et al.,, 2018; BIDUSKI et al.,, 2018;
COLUSSI et al., 2017; HALAL et al., 2017; SADEGH-HASSANI et al., 2014). O amido
€ composto por macromoléculas de amilose e amilopectina, as quais sé&o

responsaveis pelas caracteristicas de gelatinizacao e retrogradacéo do amido. Estas
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sdo importantes propriedades para a elaboracdo de hidrogéis de amido. Além disso,
0 meétodo utilizado para gelatinizagdo acarreta em diferentes caracteristicas de geis
de amido. Desta forma, se faz necessarios estudos que avaliem a influéncia do teor
de amilose bem como do método de gelatinizacdo sobre as propriedades dos
hidrogéis de amido, a fim de obter-se um material com as propriedades desejadas,
além de ampliar a gama de aplicacdo deste material. O amido pode ser misturado a
outros polimeros soliveis em agua, como o PVA, possibilitando a formacédo de
hidrogéis superabsorventes e com elevada resisténcia mecanica (ZHU; MARCHANT,
2011).

Além disso, amido modificado pelo reagente anidrido octenil succinico (amido-
OSA) apresenta caracteristicas anfifilica. Quando usado como emulsificante, o amido-
OSA apresenta alta eficiéncia de encapsulacdo e € eficaz na encapsulacdo de
compostos volateis, sendo uma alternativa promissora para encapsulacdo de 6leos
essenciais. Desta forma, os biopolimeros obtidos a partir de recursos renovaveis
ganharam atencao por raz6es econdmicas e ambientais. A utilizacdo de polimeros
como a amido para a elaboracdo dos hidrogéis e como material de parede para a
encapsulacdo de compostos ativos é promissor para o desenvolvimento de
biomateriais, como os hidrogéis bioativos.

Neste contexto, 0os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia do teor de
amilose e o0 método de gelatinizacdo do amido nas propriedades de hidrogéis de
amido; encapsular 6leo essencial de alecrim por electrospraying a partir de emulsdes
de amido-OSA, e; produzir hidrogéis bioativos de amido de arroz e emulsédo de amido-
OSA e Oleo essencial de alecrim com acdo antibacteriana para aplicacdo em

embalagens de alimentos.
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2 Revisdo Bibliogréfica

2.1 Hidrogel

Os hidrogéis sao formados por macromoléculas reticuladas fisica ou
quimicamente, formando uma rede tridimensional capaz de reter agua sem que ocorra
a sua desintegracdo. Quando se encontram na forma seca, estes sdo chamados de
xerogel, aerogel ou criogel, dependendo do método da remocdo da agua e sua
caracteristica final. Quando a remocdo da agua é realizada via evaporacao, e 0
hidrogel apresenta uma taxa de encolhimento maior que 90% do volume inicial, séao
chamados de xerogel. Quando a remocéao € realizada por secagem supercritica e 0
material apresenta taxa de encolhimento menor que 5% estes sdao chamados de
aerogel. Os criogéis, sdo obtidos quando a remocao da agua do hidrogel é realizada
por sublimacdo, permanecendo com volume similar ao inicial (FRANCIS; SAKTHI,
2013).

Os hidrogéis podem ser elaborados pela reacdo simples de um ou mais
polimeros (AHMED, 2015), interligados através de ligacdes covalentes ou interacdes
fisicas (OVIEDO et al., 2008). Devido a sua alta hidrofilicidade, os hidrogéis tém sido
amplamente estudados e aplicados em fraldas descartaveis, aditivos para solos na
agricultura, além disso, sdo vastamente estudados na area biomédica com sistema
de liberacéo controlada de medicamentos (PANPRUNG et al., 2011), antimicrobianos,
engenharia de tecido e medicina regenerativa (ZHANG et al., 2011), biosensores
(QIU; PARK, 2012), e adsorventes de metais pesados (ZHU; LI; 2015)

A capacidade de absorcdo de agua dos hidrogéis é decorrente dos grupos
funcionais hidrofilicos ligados a cadeia principal do polimero utilizado, enquanto a
resisténcia a dissolucédo decorre de ligacdes intercruzadas entre as cadeias da rede
tridimensional (AHMED, 2015). Desta forma, as propriedades do polimero utilizado,
bem como sua natureza (sintético ou natural) sdo fundamentais para estabelecer a
capacidade do hidrogel para absorver e reter liquidos em sua estrutura. Além disso, o
processo utilizado para a polimerizagdo da rede do hidrogel € fundamental para a
formacao de estrutura estavel apos o intumescimento.

Com base nisso, varios fatores podem influenciar nas propriedades dos
hidrogéis sintetizados, como o tipo, a concentracdo de agente de reticulacdo, o

catalizador da polimerizagdo, o monémero, as moléculas introduzidas (se houver),
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bem como o método de polimerizacao, a temperatura de reacéo, a geometria do reator
(agitador), e a velocidade de agitacéo (ISMAIL et al., 2012).

No processo de intumescimento, o hidrogel interage com o0 meio aquoso
dependendo dos grupos funcionais disponiveis. Segundo Farris et al. (2009) e
Hoffman (2002), & medida que os grupos hidrofilicos vao se hidratando, ocorre o
aumento fisico da estrutura polimérica. Assim, a forca osmaética que conduz o solvente
para o interior do hidrogel é contrabalanceada por uma forca elastica retrativa, gerada
pela mudanca conformacional das cadeias poliméricas (FLORY; REHNER, 1943).

Durante este processo, as reticulagcbes mantém a estrutura do hidrogel e
conferem ao material a capacidade elastica. O equilibrio entre as forcas de absorc¢ao,
retencdo de agua, e estrutura do hidrogel permitem que este atinja o equilibrio
relativamente a quantidade maxima de agua por ele absorvida (HENNINK;
NOSTRUM, 2002).

A alta capacidade de hidratacao dos hidrogéis, dependendo da aplicacdo, pode
ser uma desvantagem, pois 0S grupos que estdo interagindo com as moléculas
polares do polimero que forma o hidrogel, também se hidratam absorvendo agua
adicional devido a forca osmatica. Esta agua adicional ird ocupar espaco na rede
tridimensional dos hidrogéis e, a medida que a rede aumenta seu volume, a estrutura
do hidrogel comecara a desintegrar, a uma taxa que depende da sua composicdo
(FARRIS et al., 2009).

Para controlar o intumescimento do hidrogel, a alteracdo da estrutura do
polimero utilizado pode ser realizada, adicionando grupos funcionais ou formando
ligacBes covalentes. Assim, a modificacdo da estrutura original do polimero, bem
como a adicado de diferentes tipos de polimeros podem ser utilizadas na sintese de
hidrogéis para minimizar estas falhas. Além disso, um equilibrio entre esses
parametros deve ser estudado para o desenvolvimento de um hidrogel
superabsorvente, biodegradavel e com estrutura estavel apos seu intumescimento.

Em geral, os hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros sintéticos,
naturais, ou a mistura de ambos. A definicdo do polimero a ser utilizada na sintese
dos hidrogéis € dependente das caracteristicas desejadas para o material, que por
sua vez é dependente de sua aplicacao.
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2.1.1 Polimeros sintéticos

Os polimeros sintéticos sdo quimicamente mais fortes e estaveis em
comparacao aos polimeros naturais. Assim, hidrogéis elaborados com polimeros
sintéticos apresentam estruturas bem definidas, e sado estaveis em oscilagcbes ou
alteracdes bruscas de temperatura, além de apresentar alta resisténcia mecanica
(ZHU; MARCHANT, 2011). A alta resisténcia mecanica resulta em taxa de degradacao
lenta, e consequentemente, proporciona uma alta durabilidade (TABATA, 2009).
Quando um hidrogel com elevado grau de inchamento € desejado, € comum a
utilizac@o de polimeros sintéticos que sédo, quando em forma néo-reticulada, sollveis
em agua.

O poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético, hidréfilo, semicristalino e
biodegradavel, constituido pela repeticdo do mero [CH2CH2(OH)] (Figura 1). O PVA
tem sido estudado na elaboracdo de hidrogéis para diversas aplicacdes, mas
principalmente para area de biomateriais (SCHMEDLEN; MASTERS; WEST, 2002).
Apresenta vantagens, como a nao toxicidade, a resisténcia quimica, as propriedades
bioadesivas, a biodegradabilidade e a biocompatibilidade (LIU et al., 2013). Além de
propriedades fisicas requeridas para este tipo de material, tais como boa resisténcia
mecanica e uma boa capacidade de absorcao de agua (KAITY; GHOSH, 2015).
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Figura 1. llustracdo do mero do poli(alcool vinilico).
Fonte: Francis; Kumar (2013)

A sintese do PVA ocorre a partir da reacao de polimerizacdo do vinil acetato,
este por sua vez pode ser produzido a partir da condensacao do acetileno com o &cido
acético (NUYKEN; CRIVELLO, 1992). Em 1953, a "Celanese Corporation of America”
introduziu um caminho para a producéo do acetato de vinil a partir de gases leves de

petréleo, atravées da reacdo de acetaldeido com anidrido acético e posterior
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decomposicao do diacetato de etileno, resultando em acetato de vinil e acido acético
(LINDEMANN, 1971).

Na primeira etapa de polimerizacdo do vinil acetato para o poli(vinil acetato)
(PVAC), a polimerizagéo ocorre por adicao (radicais livres) dos monémeros de acetato
de vinila, seguida da hidrolise do PVAc para PVA (Figura 2). A reacao de conversao
do PVAc em PVA é uma importante reacdo de hidrdlise polimérica, podendo ser

completa ou parcial.

Radical livre
Polimerizacio do vinil NaOH

CH2:(|:H » —{—CI{;—(IZ‘H-IF —I—CHz—<|3H—l; —*Mmml —I—CHz—<|3H—3;
¢ Q ¢ P
(|3:O (ljzo $=0 H
CH; CH; CHs

Acetato de vinil Poli (acetato de vinil) Poli (acetato de vinil) Poli (alcool vinilico)

Figura 2. Reacdo de polimerizacdo do acetato de vinila (a) e hidrolise basica do

poli(acetato de vinila) (b) para obtencéo do poli(alcool vinilico).

A solubilidade e a cristalinidade do PVA em agua estéo relacionadas com o seu
grau de hidrélise, peso molecular e modificacdo (HASSAN et al., 2002). O elevado
namero de hidroxilas, geradas pela hidrélise do polimero, leva a formacao de ligacdes
de hidrogénio entre grupos hidroxilas intra e intermoleculares, ocasionando essa
variabilidade. Estas hidroxilas podem também formar ligac6es de hidrogénios com
outras moléculas que estdo disponiveis no meio em que o polimero esta disperso. O
PVA é um polimero semicristalino, quando reticulado forma cristalitos, que ancoram
as cadeias da parte amorfa e se tornam os pontos de reticulacéo, deixando o material
insolivel em agua (HASSAN, 2000).

A elaboragdo de hidrogéis a partir de PVA pode ser realizada através de
reticulacdo fisica (criogelificacdo), o qual consiste em ciclos de congelamento e
descongelamento (freezing/thawing). Neste processo, a formagédo do hidrogel
ocorrera devido a interacoes fisicas, derivadas das hidroxilas da cadeia do polimero
(HASSAN, 2000). Porém, a reticulacdo fisica pode acarretar na dissolucdo das
cadeias de PVA e cristalizacdo secundéria. Esses problemas podem alterar de forma
significativa o comportamento do hidrogel, podendo afetar a utilizacdo do material para
aplicacoes de longo prazo (PEPPAS, 2000).
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A reticulagcdo quimica também pode ser utilizada para a elaboracao de hidrogel.
Os hidrogéis elaborados por este método possuem ligagdes intercruzadas covalentes,
as quais podem ser geradas pela reacdo direta com agentes de reticulacdo, por
conversdo de polimeros hidrofébicos para polimeros hidrofilicos, seguido da
reticulacéo para formar uma rede (HOFFMAN, 2002).

Além disso, devido a sua hidrofilicidade, o PVA pode ser misturado a outros
polimeros soluveis em agua (ZHU; MARCHANT, 2011), possibilitando a formacao de
hidrogéis superabsorventes (quando a absorcédo de agua € maior que 100% o peso

inicial) e com elevada resisténcia mecanica (caracteristica dos polimeros sintéticos).

2.1.2 Polimeros naturais

Os hidrogéis elaborados com polimeros naturais podem possuir
biocompatibilidade, biodegradabilidade e podem ser biologicamente reconheciveis,
suportando atividades celulares. No entanto, eles podem néo fornecer propriedades
mecanicas elevadas, que dependendo de sua aplicacdo € indesejavel (ZHU;
MARCHANT, 2011).

A elaboracédo de hidrogéis a partir de polimeros naturais sdo promissores para o
desenvolvimento de materiais a serem utilizados em diversas aplicagdes,
principalmente na é&rea de alimentos e biomédica, por serem atoxicos e
biodegradaveis (AHMED, 2015). Além disso, a alta aplicacdo de hidrogéis como
biomateriais faz com que haja a necessidade de estudar polimeros naturais para a
substituicdo de polimeros oriundos de materiais sintéticos, devido a sua maior
compatibilidade e menor toxicidade. Existem estudos referentes a elaboracdo de
hidrogéis de celulose (OLIVEIRA et al., 2017), gelatina (TAIRA et al., 2018), e recentes
estudos vém relatando o uso de amido para elaboracéo de hidrogéis (BIDUSKI et al.,
2018; PARK et al., 2018).

Devido a alta biodegradabilidade e baixo custo, amido de diferentes fontes vém
sendo estudado para a aplicagdo como polimero na elaboracdo de hidrogéis (LIMA-
TENORIO et al., 2015; ZHU et al., 2015; XIAO 2012; UBEYITOGULLARI; CIFTCI,
2016; AHMED 2015). Segundo Zhu e Marchant (2011), os hidrogéis elaborados a
partir de polimeros naturais apresentam propriedades mecanicas inferior aos
elaborados com polimeros sintéticos. No entanto, estas propriedades podem ser
ajustadas através de variagdes na estrutura quimica, densidade da reticulacdo ou

incorporacgao grupos funcionais na matriz polimérica ou pela adi¢cao de outro polimero.
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A mistura de amido com polimeros sintéticos polares, como o PVA, melhora as
propriedades fisico-mecanicas dos produtos. A formacéo de ligagbes de hidrogénio
dos grupos funcionais hidroxila (-OH) entre o amido e o PVA (Figura 3) tende a
promover estabilidade localizada e, subsequentemente melhora a miscibilidade entre

os dois componentes (DEAN et al., 2008).

HO H 5

Figura 3. Interacdes fisicas entre o amido e o PVA.
Fonte: Dean et al. (2008)

2.1.2.1 Amido

O amido é um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose (Figura 4a)
e amilopectina (Figura 4b). A funcionalidade do amido é atribuida a amilose e a
amilopectina, assim como a organizacao fisica destas dentro da estrutura granular
(BELLO-PEREZ; MONTEALVO; ACEVEDO, 2006). A amilose € formada por unidades
de glicose unidas por ligagbes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear. A
amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6, formando
uma estrutura ramificada. A proporcdo destes dois polimeros e suas respectivas
estruturas moleculares varia em funcdo da origem botanica, das variedades de uma
mesma espécie, do estado fisioldgico da planta e do grau de maturacdo da semente
(KITAHARA; COPELAND 2004; ELIASSON, 2004; TESTER et al., 2004).
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Figura 4. Estrutura da amilose e respectiva conformacao helicoidal (a) e estrutura da
amilopectina e suas ramificacoes (b).
Fonte: Horn (2012).

A amilose e a amilopectina estédo arranjadas no granulo formando uma estrutura
de camadas que se superpdem ao redor de um ponto denominado hilo, podendo este,
apresentar-se no centro do granulo ou deslocado lateralmente. Estas macromoléculas
formam ligagcdes de hidrogénio por estarem associadas paralelamente, resultando em
uma estrutura semicristalina. Segundo Billiaderis (1991), as &reas cristalinas do amido
mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento na presenca de agua
e 0s torna mais ou menos resistente aos ataques quimicos e enzimaticos. O grau de
organizacao molecular (cristalinidade) dos granulos de amido pode ser observado em
microscopio oOtico sob luz polarizada atraves da presenca de birrefringéncia.

As moléculas de amilose maiores estdo concentradas no centro do granulo e,
provavelmente, participam das duplas hélices com a amilopectina, enquanto as
moléculas menores, presentes na periferia, podem ser lixiviadas para fora do granulo
durante o intumescimento. Apesar de seu limitado papel na formacdo dos dominios
cristalinos, a amilose pode influenciar na organizacéo das duplas hélices, interferindo
no empacotamento das cadeias de amilopectina (OATES, 1997; TESTER et al.,
2004). A estrutura espiral possui a capacidade de interagir com compostos apolares

como lipideos e iodo, produzindo complexo de inclusdo helicoidal com
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aproximadamente seis moléculas de glicose por giro, no qual o iodo/ou lipideo se
encontra na cavidade central da hélice. Outros complexos de inclusédo helicoidal que
podem ser formados com a amilose incluem alguns alcoois e acidos organicos
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004).

O amido é o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas que
caracterizam grande parte dos produtos processados, uma vez que contribui para
diversas propriedades de textura em alimentos, possuindo aplica¢des industriais como
espessante, estabilizador de coloides, agente gelificante e de volume, adesivo, na
retencdo de agua, dentre outros (SINGH et al., 2003).

A formacao de gel e pasta € um dos principais fatores que controla a textura e a
qualidade dos alimentos que contém amido. Durante 0 aquecimento e com excesso
de agua, os granulos de amido inicialmente incham-se até romper-se, com destruicdo
da ordem molecular e mudancgas irreversiveis nas suas propriedades, pois ocorre a
perda da organizagcdo estrutural com a fusdo dos cristais (HOSENEY, 1991). O
conjunto de mudancas que envolvem a ruptura da estrutura granular, o inchamento, a
hidratacdo e a solubilizacdo das moléculas de amido é definido como gelatinizacao
(THARANATHAN, 2002).

A gelatinizacdo varia com a fonte de amido, fornecendo evidéncias da interagcéo
entre as cadeias de amido dentro dos dominios amorfos e cristalinos. A extensao
destas interacbes € influenciada pela propor¢cdo amilose:amilopectina e pelas
caracteristicas dessas moléculas (distribuicdo e peso molecular, grau e comprimento
de ramificacdes e conformacéo) (SINGH et al., 2003).

Quando resfriado e armazenado, o amido gelatinizado pode sofrer o fenémeno
denominado de retrogradacdo. Com o passar do tempo, as moléculas do amido
perdem energia e as ligacdes de hidrogénio tornam-se mais fortes, assim, as cadeias
comecgam a reassociar-se num estado mais ordenado. Essa reassocia¢ao ocasiona a
formacao de simples e duplas hélices, resultando no enredamento ou na formacgéao de
zonas de juncdo entre as moléculas formando &reas cristalinas (DENARDIN; SILVA,
2008).

As caracteristicas de retrogradacéo da amilose e amilopectina sdo cineticamente
diferentes. A amilose retrograda mais rapidamente, tendo forte tendéncia a reassociar-
se por meio da formacgéo de ligacbes de hidrogénio com outras moléculas de amilose
adjacentes, formando estruturas cristalinas de duplas hélices quando a solucao esfria
e se mantém por longo periodo de tempo (DENARDIN; SILVA, 2008).
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A retrogradacgdo é um fenbmeno complexo e varia com diversos fatores, como:
temperatura e tempo de armazenamento, pH, fonte de amido, presenca de outros
componentes (lipidios, eletrélitos e acucares) e condicdes de processamento. Alguns
processos, tais como a repeticdo de ciclos congelamento-descongelamento acelera
drasticamente a retrogradacao e a sinérese (liberacédo de agua) (WANG et al., 2013).

Além da gelatinizagdo realizada via método fisico, utilizando aquecimento, os
amidos podem ser gelatinizados a partir de métodos quimicos, com a utilizacdo de
solucdes alcalinas. Neste processo, a gelatinizacdo ocorre através da absorcao de
parte do alcali da solucdo, pelas moléculas do amido. Além disso, a maioria dos
grupos hidroxilas das unidades de glicose da estrutura do amido séao ionizadas em pH
elevado; desta forma a aglomeracdo das cadeias e a retrogradacédo de pasta podem
ser evitadas, promovendo assim o aumento da afinidade do amido com a 4gua sem a
utilizagédo de aguecimento (HAN; LIM, 2004).

2.1.2.2 Amido de arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos grdos mais produzidos e consumidos no
mundo (KAMINSKI et al., 2013), sendo a maior parte consumida na forma de arroz
cozido, e uma pequena quantidade é usada como ingredientes em alimentos
processados e outras aplicagdes industriais. Durante o beneficiamento, secagem e
armazenamento prolongado, os graos de arroz podem ser afetados tanto
guimicamente e fisicamente, quanto por mudancas biologicas (PARK et al., 2012;
SINGH et al., 2006). Com isso, 0os graos de arroz apresentam defeitos, que afetam
suas caracteristicas sensoriais e nutricionais e por seguinte ndo sdo aceitos pelos
consumidores. Desta forma, uma maneira de agregar valor aos gréos de arroz com
defeito é a extracdo de amido, devido este componente ser menos afetado durante
esses processos de transformacao (PARAGINSKI et al., 2014).

O amido € o maior componente nos graos de arroz (em torno de 90%), e
apresenta importantes propriedades para sua aplicacdo em processos industriais. Isto
ocorre devido as caracteristicas, tais como pequeno tamanho dos granulos, ampla
faixa de teor de amilose, o que possibilita multiplas aplica¢cdes industriais, podendo
ser aumentada por modificagdo em sua estrutura (ZHONG et al., 2009). Segundo
Singh et al. (2006), o gel do amido de arroz fornece uma percepgcao de textura

semelhante a gordura.
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O amido de arroz pode apresentar teores de amilose que variam de 1% a 37%
e é classificado em: amido ceroso (0-12%), baixo teor de amilose (12-20%), contetdo
intermediario de amilose (20-25%) e alto teor de amilose (>25%) (TECHAWIPHARAT
et al., 2008).

O amido de arroz € usado em diversos setores da industria, como alimenticia,
cosmética, téxtil, de plasticos, de colas, de adesivos, de papel e farmacéutica.
Entretanto, na sua forma nativa, nem sempre possui as propriedades fisico-quimicas
adequadas a determinados tipos de processamento, mas, quando modificado,
aumenta seu espectro de utilizagdo (ZAVAREZE; DIAS, 2012).

2.1.2.3 Amido modificado
2.1.2.3.1 Ligacdes intercruzadas

As ligacdes intercruzadas tém sido usadas para modificar amido nativo,
utilizando varios agentes de reticulacdo, tais como o trimetafosfato de saodio,
tripolifosfato de sodio, epicloridrina e cloreto de fosforilo (RATNAYAKE; JACKSON,
2008). Estas modificacdes quimicas produzem ligacdes inter e intramoleculares
(TATTIYAKUL; RAO, 2000), reforcando as ligagdes de hidrogénio naturalmente
presente nos amidos, reduzindo a sensibilidade do granulo intumescido a ruptura
(NABESHIMA; GROSSMAN, 2001). Chung et al. (2004) relataram que a reticulacao
de amido € influenciada por fatores como fonte de amido, concentracdo e composi¢ao
do reagente de reticulacdo, grau de substituicdo e também as condi¢cdes de reacao
como pH, tempo e temperatura. Desta forma, o tipo de agente reticulante afeta as
propriedades funcionais do amido, devido as diferentes estruturas moleculares que
sao produzidas durante a reacao.

Assim, os amidos contendo ligacfes intercruzadas (Figura 5) possuem maior
resisténcia a altas temperaturas, a baixo pH e altas taxas de cisalhamento, além de
apresentarem pastas claras de alta consisténcia, alta solubilidade e poder de
inchamento (WALISZEWSKI et al., 2003).
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Figura 5. Esquema ilustrativo do intercruzamento do amido modificado com
trimetafosfato de sodio.
Fonte: Adaptado de Liu, Wang e Lin (2014).

Em hidrogéis, quando utilizados amidos incorporados com grupos funcionais, o
mesmo influencia no poder de inchamento, bem como no comportamento de
libertacdo de agentes ativos dos hidrogéis (XIAO, 2012). A inclusdo de grupos
funcionais nas moléculas de amido pode ser realizada antes da reticulagdo dos
hidrogéis, a fim de tornar o amido mais adequado para o processamento. O
intercruzamento de amido utilizando fosfatos produz uma rede superabsorvente e
fortemente estavel (PASSAUER et al., 2009).

2.1.3 Processos de reticulacéo para formacgéao de hidrogel

A reticulacdo visa principalmente modificar as propriedades de estabilidade
qguimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em quelacéo e
capacidade de imobilizacdo proteica e celular (NETO et al., 2005). A reticulacéo
constitui-se em um método de transformacao de polimeros na producéo de hidrogéis,
gue reduz a porosidade do material obtido e, assim, a permeabilidade a 4gua e a
difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes poliméricas formadas
(OREFICE et al., 2006; CANEVAROLO, 2006). A reticulagdo une as cadeias
poliméricas, ou ainda, liga suas cadeias as de outros polimeros gerando redes
poliméricas hibridas, que ocorrem por meio da reagao entre sitios reativos especificos
presentes nas unidades estruturais do polimero e alguns reagentes reticulantes, que
apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos capazes de permitir a

formacéao de ligacdes inter ou intracadeias poliméricas (GONSALVES et al., 2011).
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Os hidrogéis podem ser obtidos por métodos fisicos ou quimicos. A reticulacao
fisica gera cadeias poliméricas emaranhadas, que sdo estabilizadas através de
ligacdes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas de van der Waals, interacdes
hidrofébicas e enovelamento das cadeias (ISMAIL et al.,, 2012). Embora essas
ligacBes fisicas sejam ligacdes permanentes, elas geralmente sdo suficientes para
manter a estrutura dos hidrogéis, contribuindo para a insolubilidade. Por outro lado, a
reticulacdo quimica gera ligacdes permanentes na estrutura principal do polimero
através de ligacOes covalentes, fornecendo uma estrutura estavel, pois estas ligacdes
nao sdo desfeitas pelo aquecimento ou pela adicdo de solventes (FRANCIS; SAKTHI,
2013).

A Figura 6 compara a formacao de uma rede tridimensional a partir da reticulacéo
fisica e quimica. Desta forma, pode-se observar que a formacao da rede polimérica a
partir do método quimico, fornece uma estrutura mais organizada em relacdo ao
método fisico, o que pode formar hidrogéis mais resistentes ao esforco mecéanico e ao

intumescimento.

Grupos polares

¥
V?/SI Hidrélise
—i
Polimero
Hidrofébico
Reticulagdo / Reticulacdo

&

Hidrogel quimico Hidrogel fisico

Figura 6. Estrutura da rede polimérica de hidrogéis reticulados via processo fisico ou
quimico.
Fonte: Hoffman (2002).

Quando o hidrogel é elaborado por ciclos de congelamento e descongelamento,
a organizacao das moléculas ocorre de maneira aleatoria, isto faz com que haja a
formacéo de zonas mais preenchidas com moléculas do polimero utilizado, as zonas
com mais moléculas de agua séo responsaveis pela formacao dos poros na estrutura

do hidrogel. Com o congelamento das moléculas de agua, as zonas onde estas estdo
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ao descongelar, formam poros de diferentes tamanhos. Isto explica o gel esponjoso
formado por este processo (BAJPAI; SAINI, 2006).

2.2 Oleo essencial de alecrim

Os aspectos de seguranca dos conservantes sintéticos, vem sendo
guestionados uma vez que, dependendo da concentragédo, podem ser considerados
carcinogénicos e teratogénicos, bem como pela toxicidade residual. Assim, aumentou
nos ultimos anos, a busca por conservantes naturais como alternativa ao uso de
conservantes quimicos (SKANDAMIS et al., 2001). Os estudos de antimicrobianos
naturais para a conservacao de alimentos recebem maior atencdo, devido a
conscientizacdo dos consumidores sobre produtos alimenticios naturais e uma
crescente preocupacdo em relacdo resisténcia microbiana aos conservantes
convencionais (SCHUENZEL; HARRISON, 2002).

Com base nisso, as plantas aroméaticas e seus extratos sao estudadas quanto a
sua eficacia em aplicacGes para seguranca e preservacao de alimentos. A maioria de
suas propriedades sdo provenientes dos Oleos essenciais que sdo de grande
interesse para a industria, pois sdo provenientes de produtos naturais e apresentam
propriedades bioldgicas, tais como, atividade antibacteriana, antioxidante e
antifangica. Estes sdo antimicrobianos de ocorréncia natural encontrados em muitas
plantas que se mostraram eficazes em diversas aplicacfes, diminuindo o crescimento
e a sobrevivéncia de micro-organismos (CALLAWAY et al., 2011). Esses atributos
potenciais e uma demanda crescente por op¢des naturais de aditivos alimentares,
levaram a um interesse no uso de 6leos essenciais como antimicrobianos alternativos
(CALO et al., 2015).

As propriedades funcionais dos 6leos essenciais dependem principalmente da
sua composicéo quimica (VALGIMIGLI, 2012), composta por uma mistura aromatica
apresentando de 20-60 compostos, presentes em diferentes concentracdes (BAKKALI
et al., 2008). No entanto, os 6leos essenciais apresentam compostos majoritarios que
Sao responsaveis por suas atividades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria
(VALGIMIGLI, 2012).

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva aromatica ja usada muito antes
da refrigeracdo para a preservagdo de alimentos (TURASAN et al., 2015). O oleo
essencial de alecrim compde-se principalmente 1,8-cineol, a-pineno, céanfora,

canfeno, limoneno, borneol, mirceno e cimeno (Figura 7) (FERNANDES et al., 2014,
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CALO et al.,, 2015). As concentracdes de seus compostos geralmente variam
dependendo da localizacdo e da época do ano em que sdo colhidas o alecrim e

condic@es climaticas em que a planta foi cultivada (CELIKTAS et al., 2007).

- £ iy
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Figura 7. Componentes majoritarios do 6leo essencial de alecrim.

Fonte: Turasan (2014)

De maneira geral, os Oleos essenciais apresentam uma vasta atividade
antibacteriana, sendo mais eficiente em bactérias Gram positivas (G+) do que as
Gram negativas (G-), devido a estrutura celular das Gram negativas conter
lipoproteinas e lipopolissacarideos (VALGIMIGLI, 2012). Além disso, apresenta
atividade contra bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus (G+), Listeria
innocua (G+), Escherichia coli (G-) e Salmonella spp (G-) (ROMEO et al., 2008).

A indastria tem investido na substituicdo dos conservantes sintéticos em
produtos alimenticios, principalmente visando a seguranca do consumidor e prolongar
a vida atil dos alimentos, pelo uso de compostos bioativos (ZHANG et al., 2010). No
entanto, a utilizacdo destes compostos de maneira direta € limitada devido sua
instabilidade durante o processamento e estocagem. Isto ocorre, pois, 0s 0Oleos
essenciais normalmente sdo volateis e evaporam rapidamente da superficie. Assim,
€ desejavel formula-los de uma maneira que permita proteger o Oleo da alta
temperatura, oxidacdo e luz UV, minimizar a evaporacdo, permitir uma libertacéo

controlada e aumentar o prazo de validade do Oleo. Essas limitacdes podem ser
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evitadas através da estabilizacdo desses Oleos essenciais pela encapsulacdo, sem
gue ocorra a perda de suas funcionalidades (VARONA et al., 2009).

A encapsulacdo é utilizada para assegurar que 0S compostos bioativos
permanecam intactos e ativos, prevenindo reacfes indesejadas e a sua degradacéo.
Diferentes técnicas de encapsulacdo podem ser utilizadas para a encapsulacdo do
Oleo essencial de alecrim e outros compostos ativos, tais como emulsificacao (KASIRI,;
FATHI, 2017, SHAMSARA et al., 2017), spray-drying (PREMI; SHARMA, 2017), e
electrospinning (HEMAMALINI; DEV, 2017; WANG et al., 2013). Estas técnicas sdo
frequentemente combinadas para otimizar a eficiéncia de encapsulagéo (HE et al.,
2016; FIORAMONTI et al., 2017; MAREFATI et al., 2015; NIKMARAM et al., 2017,
GARCIA-MORENO et al., 2016).

2.3 Hidrogéis bioativos e suas aplicacdes

Os hidrogéis podem ser aplicados em diversas areas como em produtos de
higiene (PENG; SHEN, 2011), agricultura (HASHEM, AHMAD; FAHAD, 2008),
sistemas de distribuicdo de drogas (PENG; SHEN, 2011; ZHANG et al., 2012), aditivos
alimentares (EL-ARNAOUTY, 2010), produtos farmacéuticos (UZUM et al., 2007),
aplicacfes biomédicas (KATSOULOS et al., 2009) engenharia de tecidos e medicina
regenerativa (YASUDA, 2006; LEE; BRAUM, 2003), curativo (WICHTERLE; LIM,
1960), purificacdo e remocdo de metais de agua (ZHENG; HUA; WANG, 2010), e
biosensores (CHAN et al., 2009).

Além do vasto campo da biomedicina, os hidrogéis oferecem novas
oportunidades para o desenvolvimento de materiais biodegradaveis, eficientes, com
propriedades desejaveis para embalagens de alimentos.

A utilizacdo de hidrogéis em embalagens para produtos alimenticios é promissor,
especialmente devido a possibilidade de incorporar e imobilizar células e compostos
bioativos (FARRIS et al., 2009). Aléem disso, dependendo das propriedades quimicas
dos grupos funcionais das moléculas dos polimeros, os hidrogéis podem ser capazes
de responder a estimulos externos especificos ocasionados por alteracbes da
estrutura do hidrogel (por exemplo, pH e temperatura) que atuam como gatilhos para
a liberacdo controlada dos compostos nele inserido (QIU; PARK, 2001). Desta forma,
ao desenvolver hidrogéis que sdo capazes de responder a estimulos do ambiente no

gual estdo inseridos (Hidrogéis responsivos).
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Segundo Neto et al. (2005) e Gonsalves et al. (2011), o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de compostos esta diretamente ligado a utilizagéo
de sistemas matriciais permeaveis a agua e capazes de reter ou adsorver, transportar
e liberar as substancias eficientemente.

A liberagcdo controlada dos componentes ativos de dentro da estrutura do
hidrogel pode ocorrer por difusdo, pela penetracdo da agua e por degradacdo da
matriz polimérica (Figura 8). Na difusdo, o composto esta contido nos poros da matriz
polimérica e a porosidade controlara a liberacdo do composto a medida que este
absorve 4gua ou solugéo, sendo a taxa de liberacdo dependente da solubilidade do
composto (RATNER et al., 1996). Na liberacdo por penetracdo de agua, 0 composto
esta disperso uniformemente na matriz polimérica hidrofilica reticulada, no estado
sélido e quando esta entra em contato com um meio aquoso, ocorre sua expansao
gradativa e assim a liberacdo do composto (GARCIA, 2002). Na degradacao, pode
ocorrer por acao agentes quimicos ou bioldgicos que degradardo a rede
tridimensional, liberando o composto (LANGER; PEPPAS, 2003).

Penetragao
de dgua

Difusdo

Figura 8. Esquema de liberacédo de compostos ativos por difusdo, penetracdo de 4gua
ou degradacgdo da matriz polimérica.

Fonte: Adaptado de Sylman e Neeves (2013)

A liberagéo controlada de compostos, como os farmacos, 0leos essenciais,
lipideos e compostos bioativos, é a principal area de aplicagdo de hidrogéis.
Elaborados com diferentes polimeros e reticulagbes, os hidrogéis sdo vastamente
aplicados na area biomédica para cicatrizacéo de feridas (STRACCIA et al., 2015) e
regeneracao de tecidos (ZHU; MARCHANT, 2011).
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Na area de alimentos, os hidrogéis bioativos sdo utilizados em embalagens
inteligentes ou ativas, com objetivo de prevenir a oxidacdo lipidica, controle
microbiano, podendo ser liberados por estimulos externos, como alteracdo de pH,
temperatura e absorcéo de solvente (MAHINROOSTA et al., 2018). Amido, celulose,
alginato, carragena e quitosana, sao alguns polissacarideos utilizados na elaboracao
de hidrogéis para aplicacdo como biomaterial (PELLA et al., 2018). Dependendo da
caracteristica desejada, os hidrogéis podem ser elaborados pela mistura de
polimeros, tais como quitosana/PVA (TANG et al., 2010), amido/PVA (SHAHROOIE
et al., 2015; XIAO; YANG 2006) e PVA/polivinilpirrolidona (KANCA et al., 2018), séo
exemplos de hidrogéis utilizados para liberacdo controlada de farmacos e outros
compostos.

A utilizacdo de amido como polimero para elaboracédo de hidrogéis também é
foco recente de estudos. O amido pode ser utilizado na forma nativa
(TANGSRIANUGUL et al., 2015), modificada (LIMA-TENORIO et al., 2015) ou na
forma de blendas poliméricas (SHAHROOIE et al., 2015). Estes hidrogéis sao
utilizados para aplicacdes como controle da digestibilidade lipidica (MUN et al., 2015)
e controle microbiano (BURSALI et al., 2011).

2.4 Nanoencapsulacao

2.4.1 Electrospun

O electrospun é um processo eletrohidrodinamico, facil, barato e flexivel, que
através de um jato de solucdo polimérica eletricamente carregado produz fibras
(electrospinning) ou capsulas (electrospraying) em nanoescala (BHUSHANI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Apesar de ser pouco estudada para aplicacéo
alimenticia, o uso da técnica de electrospun é de grande interesse das industrias de
alimentos devido ao encapsulamento de enzimas e outros compostos ativos e
principalmente promover a liberagdo controlada destes compostos, sem que haja
necessidade da utilizacdo de altas temperaturas (REZAEI; NASIRPOURE; FATHI,
2015; XU; HANNA, 2006).

As técnicas como liofilizacdo e secagem por pulverizagdo (spray-drying) séo
normalmente utilizadas para a secagem de nanossuspensodes, sendo as condi¢des de
operacado da secagem por esses processos importantes parametros na estabilizacdo
das nanocapsulas (ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). No entanto, a utilizacao da
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secagem ocasiona um estresse adicional sobre as nanocapsulas durante o
processamento, pela utilizacao de altas temperaturas ocasionando a degradacgéao dos
compostos. Desta forma, processos alternativos aos tradicionais e que ndo usem altas
temperaturas para a secagem desses materiais vem sendo estudadas a fim de
melhorar a biodisponibilidade de compostos ativos (WEN et al., 2017).

A técnica de electrospun visa preencher essa lacuna e tém sido amplamente
aplicadas na area de alimentos, farmacéutica, e agroquimicos a fim de melhorar a
estabilidade dos compostos bioativos. O sistema de electrospun € composto
basicamente de trés componentes (Figura 9): um fornecedor de alta tensédo (bomba),
uma seringa com um tubo capilar ou agulha de pequeno diametro, e uma tela de metal
coletora do material (HUANG et al., 2003). Nesse sistema, uma alta tenséo elétrica &
aplicada a solucédo do polimero, gerando um jato carregado eletricamente o qual é
coletado pelo alvo ligado ao outro eletrodo (ZAMANI; PRABHAKARAN;

RAMAKRISHNA, 2013).
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Figura 9. Modelo de uma estacéo de electrospun para producéo de fibras/capsulas
Fonte: Adaptado de Moomand (2014)

Quando um campo elétrico é aplicado na solucéo polimérica as cargas positivas
se acumulam na superficie da gota, formada na ponta da agulha. Conforme ocorre o
acumulo das cargas, a gota vai se alongando em direcdo ao alvo metalico, formando

o cone de Taylor (Figura 9). Quando a for¢a de repulséo das cargas positivas supera
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a tensao superficial da solugédo, um jato de solucéo é ejetado para fora do cone de
Taylor. Na proximidade da agulha, o jato é estavel, porém, & medida que o jato segue
em direcao ao alvo metéalico, um movimento de chicoteamento da solucéo polimérica
faz com que o solvente evapore e 0 material seco se encolha e se deposite no alvo
que estara aterrado ou carregado negativamente. Dependendo das propriedades da
solucdo polimérica, principalmente a viscosidade, o jato pode perder a continuidade,
sendo quebrado em particulas, depositando-se no alvo em forma de particulas ou
capsulas, sendo esta técnica chamada de electrospraying. Quando a viscosidade da
solucéo é elevada, ocorre um emaranhamento das cadeias do polimero, fazendo com
gue o jato do cone de Taylor seja estabilizado, ocorrendo o alongamento da gota que
é liberada pela agulha, dando origem as fibras de electrospinning. Se a viscosidade
da solucdo é baixa, ndo ocorre o emaranhamento do polimero e o jato é
desestabilizado e gotas finas sdo formadas. Estas goticulas altamente carregadas sdo
auto dispersante, impedindo assim, a aglomeracdo das goticulas e da coagulacdo
(Figura 10) (BRANDENBERGER et al., 1999; JAWOREK; SOBCZYK, 2008).

Cadeia do polimero
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Figura 10. Representacdo do emaranhamento das cadeias do polimero em uma
solugéo com baixa viscosidade e alta viscosidade
Fonte: Adaptado de Ghorani; Tucker (2015)

O electrospun é mais utilizada para a producdo de nanofibras, devido a sua
simplicidade, flexibilidade, potencial de aumento de escala e capacidade de utilizar

uma variedade de polimeros. Esta técnica produz um material solido a partir da
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solugdo viscosa inicial, sem a utilizacdo de temperaturas elevadas e processos
quimicos, tornando-se adequado para a encapsulacdo de compostos volateis
aromaticos, como os 6leos essenciais (ZAMANI et al., 2013).

A maioria dos polimeros utilizados nesta técnica sdo sollveis em solventes
organicos, no entanto, muitos compostos bioativos s&o soluveis em solventes
diferentes do utilizado para diluir o polimero. A utilizacdo de emulsdo em electrospun
€ uma alternativa promissora, pois permite o0 encapsulamento de compostos
hidrofébicos em polimeros hidrofilicos de baixo custo, como os amidos modificados,
evitando também o uso de solventes toxicos, tonando-se adequados para uso
alimenticio (GARCIA-MORENO et al., 2016). Em electrospun de emulsées, o
composto é emulsionado na solucédo polimérica, assim, 0 composto encapsulado é
distribuido igualmente ao longo das fibras ou capsulas, podendo formar uma estrutura
de nucleo-casca sem alteracdo na configuragdo do equipamento. A vantagem da
utilizacdo de emulsdo em electrospun, é que a fase 6leo € dissolvida na mesma
solucéo que o polimero, sem a necessidade de mistura de solventes.

Electrospinning de emulsédo tem sido utilizado quando deseja-se encapsular
compostos altamente volateis, sendo capaz de formar fibras homogéneas, com alta
eficiéncia de encapsulacdo e liberagcdo controlada. A utilizacdo de emulsdo em
electrospinning tem sido frequentemente reportada (ARECCHI et al.,, 2010;
CAMERLO et al., 2014; GORDON et al., 2015), no entanto a combinacao de emulsdo
e electrospraying tem sido pouco estudada e quando reportada mostram uma
eficiéncia de encapsulacdo superior a métodos convencionais como o spray-drying
(GOMEZ-MASCARENHAS et al., 2017; PEREZ-MASIA et al., 2015). Além disso, 0s
trabalhos reportam a utilizacdo de proteinas como polimero com o auxilio de
surfactantes. Hemamalini e Dev (2017) relataram a dificuldade na producao de fibras
de amido modificado por electrospinning sem a mistura com outro polimero, ndo
sendo possivel obter fibras apenas de amido modificado. Além disso, o
electrospraying de amido modificado ou de emuls&o de amido n&o foram relatados na

literatura.

2.4.2 Emulsao
Emulsdo € um sistema de dispersao, contendo duas ou mais fases imisciveis
(fase aquosa, Oleo ou gas), resultando na formacéo de gotas dispersas em um meio

continuo (TADINI et al., 2016). Para formar uma emulsédo estavel, a mistura dos
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liguidos é feita de forma que um (a fase dispersa) é transformado em pequenas
goticulas no interior do segundo (a fase continua) (FELLOWS, 2006). As emulsdes
sao geralmente classificadas em emulsdes 6leo em agua (O/A) e emulsdo agua em
oleo (A/O), sendo a emulsdo O/A, a mais utilizada em produtos alimenticios. Estas
sdo compostas por gotas de Oleos dispersas em uma fase aquosa, como em leites,
sopas, molhos entre outras. Em emulsdes A/O sao caracterizadas pela presenca de
gotas de agua dispersas em uma fase oleosa como em margarinas e manteiga
(MCCLEMENTS, 2004).

De maneira geral, uma emulsdo é formada por 4gua, 6leo e um emulsificante,
sendo as caracteristicas desses componentes fundamentais para estabilidade da
emulsdo (MORRISON; ROSS, 2002). A formacdo de emulsbes € um processo
dindmico que envolve a ruptura das gotas de 6leo por meio da aplicacdo de forcas
mecanicas, o transporte do emulsificante para a regido interfacial (6leo-agua) e a
coalescéncia das gotas (caso as gotas de 6leo ndo estejam totalmente cobertas pelo
emulsificante). Estes eventos ocorrem simultaneamente durante o processo de
homogeneizacéo (TADINI et al., 2016).

A energia necessaria para a ruptura das gotas € fornecida por uma agitacao
intensa, podendo ser realizada por diferentes equipamentos, como 0s
homogeneizadores de alta velocidade, os moinhos coloidais, homogeneizadores de
alta pressdo e homogeneizadores ultrassénicos. Os misturadores de alta velocidade
sdo normalmente utilizados na industria de alimentos para a formacdo de pré-
emulsdes em sistemas com baixa viscosidade. Os moinhos coloidais s&o amplamente
utilizados na industria de alimentos para sistemas de média e alta viscosidade. E
assim como os homogeneizadores de alta pressdo, o moinho coloidal € geralmente
utilizados com as pré-emulsées, pois séo eficientes para a reducdo do tamanho das
gotas das pré-emulsdes. Porém, esses processos podem ocasionar um aumento de
temperatura da emulsao, principalmente quando estas sdo recirculadas no sistema,
sendo necessario um sistema de resfriamento. Os homogeneizadores ultrassdnicos
utilizam ondas sonoras de alta frequéncia para a formacdo da emulsdo, sendo
geralmente utilizado em pequena escala e quando os liquidos possuem baixa
viscosidade, porém séo capazes de formar gotas menores que os demais sistemas
de homogeneizacdo (TADINI et al.,, 2016). As emulsbes resultantes exibem
polidispersibilidade, o que significa que os diametros das goticulas da fase dispersa

estdo em larga escala, de 0,1 a 100 mm, dependendo do processo utilizado.
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Durante a homogeneizacao, os emulsificantes sdo capazes de diminuir a tensao
interfacial, pois adsorvem-se na interface 6leo-agua e orientam sua estrutura para
diminuir a energia livre do sistema, resultando em um sistema de emulséo estabilizado
e facilitando a ruptura de goticulas (RODRIGUEZ-NINO et al., 2005). A eficiéncia do
emulsificante em estabilizar a emulsdo é dependente de sua estrutura quimica e

caracteristicas fisico-quimicas.

2.4.2.1 Amido modificado como emulsificante

Os emulsificantes sdo moléculas com superficie ativa que estabilizam goticulas
dispersas pela formacdo de uma camada interfacial protetora, a qual minimiza a
energia livre do sistema e previne a agregacéao das goticulas (MCCLEMENTS, 2004).
Sua atividade emulsificante é devida a caracteristica anfifilica, assim, cada molécula
consiste em duas partes funcionais, uma porc¢ao hidrofilica solivel em fase aquosa e
uma porcéo hidrofébica solavel em fases oleosa ou gasosa (HUI, 2007). Desta forma,
os emulsificantes diminuem a tenséo interfacial pois, adsorvem-se na interface oleo-
agua e orientando sua estrutura para diminuir a energia livre do sistema, resultando
em um sistema de emulsao estabilizado (RODRIGUEZ-NINO et al., 2005).

Diferentes emulsificantes podem ser utilizados nos sistemas emulsionados
dependendo de sua aplicacdo, como as moléculas de baixo peso molecular, os
surfactantes sintéticos e os polimeros naturais, como os polissacarideos. A escolha
do emulsificante utilizado para estabilizar a emulséo € crucial, pois além de estabilizar
uma emulsdo para aplicacdo em produtos alimenticios, o emulsificante deve ser
biodegradavel e ndo-toxico (KRALOVA; SJOBLOM, 2009). Por esta razdo, em
aplicacdes alimenticias, os polissacarideos sdo amplamente utilizados como as
gomas, celuloses modificadas, proteinas e amidos modificados. A atividade da
superficie desses polimeros tem a estrutura molecular tanto carater ndao polar, dos
grupos sintéticos ramificados na estrutura hidrofilica principal (como os amidos
modificados), ou a presenca de uma proteina (DICKINSON, 2009).

As proteinas sdo normalmente utilizadas como emulsificantes, no entanto séo
limitadas para algumas aplicacdes alimenticias, principalmente devido as condicdes
acidas dos alimentos. Assim, os amidos modificados hidrofobicamente tem sido uma
alternativa para substituicdo de polimeros proteicos pois podem ser mais estaveis a

diferentes pH e altas temperaturas do que proteinas (LIANG et al., 2013).
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O amido esterificado pelo reagente anidrido octenil succinico (amido-OSA)
possui grupos hidrofébicos, o que propicia as moléculas do amido um carater anfifilico
(LIN et al., 2017). O amido-OSA contém uma porcéo de acido carboxilico carregada
negativamente (Figura 11) e pode ser considerado como polieletrélito fracamente
carregado, uma vez que o grau de substituicdo do amido-OSA para aplicacdo em
alimentos é baixo (0,01 e 0,03), o que preserva sua biodegrabilidade (NILSSON;
BERGENSTAHL, 2007). Apesar disso, 0 amido-OSA € um excelente emulsificante
com propriedades para estabilizar emulsdes (CHANAMAI;, MCCLEMENTS, 2002,
NILSSON; BERGENSTAHL, 2007A; TAHERIAN; FUSTIER; RAMASWAMY, 2007),
sendo o mais utilizado na industria de alimentos em diversas aplicacfes e para a
elaboracdo de emulsdo. Estes amidos sdo aprovados para uso em alimentos pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e pela Unido Europeia. Normalmente,
elaborado a partir de amido com baixo teor de amilose, a modificagdo consiste na
esterificacdo de um grupo nao polar nos grupos hidroxilos das cadeias da amilopectina
(SWEEDMAN et al., 2013).
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Figura 11. Representacao da sintese do amido-OSA.
Fonte: Adaptado de Sweedman et al. (2013).

Os grupos OSA ancoram a molécula de amido na interface 6leo-agua, enquanto
a porgdo hidrofilica das moléculas do amido (amilopectina) protegem as goticulas
contra agregacédo através de repulsdo estérica (CHANAMAI; MCCLEMENTS, 2002;
MCCLEMENTS, 2004). A barreira protetora das goticulas da emulsdo é mais eficaz
quando as particulas do emulsificante sdo preferencialmente sollveis na fase
continua. Isso faz com que o amido-OSA apresente alta estabilidade, pois é soluvel
em agua fria e apresenta baixa viscosidade, mesmo em altas concentracbes na
solugdo polimérica (HEIZEN, 2000). Além disso, quanto maior a concentragdo de

amido-OSA na emulsdo, menor é o diametro das goticulas e maior a estabilidade da
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emulsdo (DOKIC et al., 2012). O amido-OSA também estabiliza as goticulas de
emulsdo por forcas repulsivas eletrostaticas, que sao atribuidas a presenca de

porcdes anidnicas (grupos carboxilicos) (SWEEDMAN et al., 2013).

2.4.2.2 Estabilidade de emulsdo

A estabilidade de uma emulsdo € determinada pela quantidade do agente
emulsificante, o tamanho das goticulas da fase dispersa, as forcas interfaciais atuando
na superficie das goticulas, a viscosidade da fase continua, e, pela diferenca de
densidade das fases dispersas e continua (FELLOWS, 2006). A homogeneizacao da
solucdo € o ponto chave do processo de emulsificacdo, pois reduz o tamanho das
goticulas, e os agentes emulsificantes formam uma micela ao redor de cada goticula.
Isso reduz a tensao interfacial entre as fases e evita a coalescéncia das particulas. A
estabilizacdo de uma emulséo € realizada usando uma molécula anfifilica, como os
agentes emulsificantes que sé@o capazes de adsorver na superficie das goticulas e
orienta-las para diminuir a tesdo entre as duas fases imisciveis (RODRIGUEZ-NINO
et al., 2005). Agentes emulsificantes diminuem a energia necessaria para formar uma
emulsdo. Os principais fendbmenos de instabilidade de emulsdo € a separacao
gravitacional (cremeacao e sedimentacéo), a agregacao das particulas (floculagéo e
coalescéncia) e o fenbmeno chamado Ostwald ripening (Figura 12) (LAWRENCE;
REES, 2000).
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Figura 12. Fendmenos de instabilidade em emulsao.
Fonte: Autor (2018)

A floculacao é a agregacéo reversivel das goticulas da fase dispersante, sendo
o primeiro fenbmeno de alteracdo da estabilidade de uma emulséo. Ocorre quando
ndo h& repulsdo suficiente para manter as goticulas distantes. A cremeacédo e a
sedimentacdo sao formas de separacdo gravitacional que consistem na agregacao
das goticulas, formando uma camada disposta a superficie ou no fundo da emulséo.
E influenciada pelo diametro das goticulas, mas também pelas forcas externas, como
a forca da gravidade, devido a diferenca de densidade entre os liquidos. Desta forma,
gquando a densidade da fase dispersa € maior que a fase continua, ocorre a
cremeacao, quando o0 oposto ocorre, chama-se sedimentacdo. Quando a cremeacéo
ocorre proxima a interface ar-adgua e concentra-se no menisco chama-se “formagao
de anel” (no inglés Ring Formation), eventualmente as gotas de 6leo vao se separar
e se espalhar na interface ar-agua, formando uma fina camada da fase dispersantes
na superficie do recipiente, chamada de “espalhamento de 6leo” (no inglés Oill

Spreading), como exemplificado na Figura 13.
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Figura 13. Esquematizacdo da cremeacao e espalhamento da fase dispersa em
emulsdes instaveis.
Fonte: Autor (2018)

A coalescéncia é um processo de aproximacao de goticulas, durante o qual estas
se unem para formar goticulas maiores, sendo irreversivel e acarretando na
separacao total de fases. A floculacdo e coalescéncia diferem entre si pelo fato de que
na floculacao, o filme interfacial das goticulas permanece intacto, ao passo que na
coalescéncia, esse filme € rompido (LACHMAN et al., 2001), no entanto a floculacéo
€ precursora para a coalescéncia.

A estabilidade das emulsdes pode ser controlada e monitorada por medidas
diretas e indiretas de caracterizacao das propriedades fisico-quimicas da emulsédo. O
método mais simples para avaliar alteracdes de estabilidade das emulsdes € atraves
da observacéo da cremeacédo e formacdo do anel (ring formation). Neste método, as
emulsbes sao armazenadas em tubos de vidros e a separacéo de fases é monitorada
fotograficamente num determinado intervalo de tempo (REINER et al., 2010). Para
complementar essa avaliagdo, uma analise microscopica pode ser realizada para
visualizar a distribuicdo do tamanho das particulas, e monitorar qualquer alteracao.
Além disso, quando acoplado a um filtro de fluorescéncia, 0 microscopio permite
avaliar a distribuicdo da fase dispersa (0leo) e a interacdo com a fase continua. Para
isso, um corante é adicionado no meio para que interaja com o meio desejado e reflita
sobre o filtro pré-determinado. Por exemplo, para avaliar a distribuicdo do 6leo nos
glébulos da emulsdo, um corante lipofilico é usado (Nile Red), que ira interagir com o

6leo e refletir sobre incidéncia da luz fluorescente em 610-675 nm.
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A estabilidade de sistemas dispersos pode ocorrer por meio de dois potenciais
independentes: o potencial da camada elétrica, positivo (repulsivo), e o potencial de
van der Waals, negativo (atrativo). Estes atuam quando dois glébulos e/ou particulas
dispersos em solucédo se aproximam. No entanto, o potencial de superficie ndo pode
ser determinado diretamente e, assim, usualmente para o célculo da interacdo
eletrostatica, este é substituido pelo potencial eletrocinético ou Zeta. O potencial Zeta
é definido como a diferenca de potencial entre a superficie de ions fortemente ligados
a superficie da particula e uma regido neutra (ndo-carregada) da solucédo, onde ha
uma diferenca relevante de viscoelasticidade quando comparada a solugcéo adjacente
aos glébulos. Essa medida é uma maneira efetiva de controlar o comportamento dos
glébulos, pois indica a relacao entre o potencial de superficie e as forcas de repulséao
entre os globulos (ROLAND et al., 2003).

Um valor elevado e negativo do potencial zeta € importante para a estabilidade
fisico-quimica da emulséo, pois as forcas repulsivas entre as goticulas evitam a
floculagdo (MEHNERT; MADER, 2011). Quando avaliada através do potencial Zeta
pode ser classificado em altamente instavel (x0 al0 mV), relativamente estavel (£10
a 20 mV) e moderadamente estavel (x20 a 30 mV) e altamente estavel (>+30 mV).
Assim, a for¢a repulsiva da camada elétrica € maior do que a forga atrativa de van der
Waals, evitando a agregacao das particulas (PATEL; AGRAWAL, 2011).

O tamanho das particulas da emulsdo é um dos principais fatores que ira
determinar a estabilidade da emulsdo. Pois, uma gota da emulsdo com 1,0 mm de
diametro ira deslocar para superficie 100 vezes mais rapido que uma gota com 0,1mm
de didmetro. Desta forma, uma distribuicdo homogénea do tamanho dos globulos da
emulsdo é fator determinante para a ocorréncia dos fendmenos floculacéo,
coalescéncia e Ostwald ripening (CHANAMAI; MCCLEMENTS, 2000). Diferentes
meétodos podem ser utilizados para a determinacdo do tamanho meédio ou curva de
distribuicdo do tamanho dos globulos da emulséo. A técnica de espalhamento de luz
(Laser light scattering) € o método mais utilizado para avaliar o tamanho médio e a
distribuicdo do tamanho da particula em suspensdo (CHAROEN et al.,, 2011). O
meétodo consiste em um feixe de luz que, quando incide sobre a amostra, € espalhado
pelas particulas presentes na dispersdo dependendo do seu tamanho, forma, indice
de refracdo e comprimento de onda da luz, registrando a intensidade do espalhamento
da luz (CHAROEN et al., 2011). Para isso, a amostra é diluida em uma concentracao

extremamente baixa (<0,01%) para evitar sobreposicao dos feixes de luz.
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Resumo

A gelatinizagcéo e a retrogradacgéao, influenciadas pela proporcdo de amilose e
amilopectina, sdo caracteristicas importantes na elaboracdo de hidrogéis de amido.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do teor de amilose e do
método de gelatinizacdo nas caracteristicas fisico-quimicas de hidrogéis de amido de
arroz nativos e intercruzados. Os amidos nativos e intercruzados foram gelatinizados
com aquecimento ou solucédo alcalina, adicionados de poli(alcool vinilico) (PVA),
congelados e depois liofilizados. O amido intercruzados apresentou baixa viscosidade
final (101,38 RVU), o que fez com que a amostra gelatinizada pelo agquecimento se
desintegrasse rapidamente na agua. No entanto, os hidrogéis de amido modificados
obtidos por gelatinizacdo induzida por alcalina resultaram em uma estrutura mais
rigida do que os hidrogéis de amido nativo. Além disso, a amostra de amido com alto
teor de amilose apresentou menor absorcao de agua (322,2%) devido a maior rigidez
da estrutura do hidrogel que resistiu ao intumescimento. A gelatinizagdo alcalina
resultou em hidrogéis mais rigidos com menor absorcdo de agua (322,2 a 534,8%),
engquanto a gelatinizacao por aquecimento formou hidrogeis superabsorvente (658,7
a 1068,5%). A variabilidade das propriedades dos hidrogéis deste estudo pode
permitir uma gama de aplica¢des devido a diferentes contetddos de amilose e métodos
de gelatinizagéo.

Palavras-chave: amido de arroz, ligacao cruzada, hidrogel, amilose, gelatinizacao
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3.1 Introducéo

Os hidrogéis sdo macromoléculas reticuladas fisica ou quimicamente formando
uma rede tridimensional capaz de reter gua sem desintegrar-se. Desta forma, sao
ideais para aplicagdo como transporte e liberacdo de compostos ativos (LIMA-
TENORIO et al., 2015).

Os hidrogéis elaborados a partir de polimeros sintéticos como o PVA, sao
guimicamente mais estaveis contra a desintegracdo, porém a sua alta resisténcia
mecanica resulta na taxa de degradacéao lenta. Por outro lado, os polimeros naturais,
tais como o amido, possuem boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, porém,
suas propriedades mecéanicas séo limitadas, e na maioria das vezes tendem a se
desintegrar quando em contato com agua (AHMED, 2015). A mistura de PVA e amido
€ uma técnica promissora para formar hidrogéis, devido a interacdo através de
ligagcbes de hidrogénio entre as cadeias inter e intramolecular entre esses polimeros
(SHAHROOIE et al., 2015). Além disso, o PVA é um polimero solivel em &gua,
biodegradavel e ndo toxico (ZHU et al., 2015). Além da mistura dos polimeros, o
intercruzamento nas cadeias do amido poderia aumentar ainda mais a estabilidade
mecénica dos hidrogéis (BUCHHOLZ; GRAHAM, 1998). O trimetafosfato de sédio é
um dos reagentes permitidos pela Food and Drug Administration (FDA), como grau
alimenticio para o intercruzamento, desde que o conteudo de fosfato residual no
amido modificado nao ultrapasse 0,04% (FDA, 2018).

Pesquisadores tém desenvolvido hidrogéis a base de amido de batata, milho, e
amido solivel (XIAO, 2013; ISMAIL et al., 2012; XIAO; YANG, 2006), e seu
processamento envolve primeiro a gelatinizacao e entéo a retrogradacéo para formar
a rede tridimensional. A primeira etapa é necessaria para que a estrutura cristalina
dos granulos de amido seja rompida a fim de facilitar a interacdo entre as cadeias do
polimero. Para isso, a metodologia mais utilizada é realizada através do aquecimento
em agua (YOSHIMURA et al., 2016). No entanto, a gelatinizagcdo do amido também
pode ser realizada quimicamente através de uma solucao alcalina.

O arroz (Oryza sativa L.) € o grdao mais produzido e consumido no mundo
(KAMINSKI et al.,, 2013). Porém, durante o processamento, secagem e em
armazenamentos prolongados, os grédos de arroz podem desenvolver defeitos
relacionados a fenbmenos quimicos, fisicos e biolégicos. (PARK et al., 2012; SINGH
et al., 2006). Porém, o amido ndo € afetado por essas alteracbes sendo assim a

extracdo de amido de arroz poderia agregar valor a estes grdos uma vez que o amido
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€ 0 principal componente em graos de arroz (aproximadamente 90%), além de
apresentar uma ampla variacdo no conteudo de amilose (1 a 37%)
(TECHAWIPHARAT et al.,, 2008). O teor de amilose influencia diretamente nas
propriedades de gelatinizacdo e retrogradacdo dos amidos, definindo sua aplicacao
final (ZHONG et al., 2009). Amidos com alto teor de amilose promove maior tendéncia
a retrogradacgéo, formando hidrogéis com uma rede tridimensional mais organizada e
estrutura mais rigida, enquanto o amido de baixo teor de amilose resulta em hidrogéis
com uma estrutura mais aberta a qual tende a se desintegrar em agua.

Pesquisadores tém reportado a elaboracédo de hidrogéis a base de amido com
foco em diferentes agentes de reticulac&o, tais como acido acrilico (LIMA-TENORIO
et al., 2015), cloreto de aluminio e glutaraldeido (CARDOSO et al., 2006) ou
esterificacdo por anidrido succinico (YOSHIMURA et al., 2006). Hidrogéis produzidos
de amido e PVA, tém sido estudados, porém, ndo foram encontrados na literatura
relatos sobre a influéncia do teor de amilose na elaboragcédo de hidrogéis de amido.
Além disso, o método de gelatinizacdo pode influenciar o processo de retrogradacao
dos amidos gelatinizados. Com base na importancia das caracteristicas de
gelatinizacdo e retrogradacdo no processamento de hidrogéis de amido, o
conhecimento sobre como o teor de amilose e 0 método de gelatinizacdo podem
influenciar a elaboracédo do hidrogel permite criar um material com as propriedades
desejadas dependendo da aplicacdo. Além de néo ter sido encontrado informacdes
sobre o assunto, este conhecimento poderia aumentar a gama de aplicacbes para
produtos alimenticios ou ndo-alimenticios.

Com base nisso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do teor de
amilose e do método de gelatinizacdo nas propriedades fisicas e quimicas de

hidrogéis de amido de arroz, nativos e intercruzados.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Material

Os graos de arroz das cultivares Motti, IRGA-406 e IRGA-417, contendo 8%,
20% e 32% de amilose, respectivamente, foram adquiridos no acervo de amostras do
Laboratorio de Pds-Colheita, Industrializagédo e Qualidade de Graos do Departamento

de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da UFPel. Este experimento foi realizado nos
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Laboratorios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial da
Universidade Federal de Pelotas.

3.2.2 Extrag&o dos amidos
As amostras de arroz livres de impurezas foram moidas para a obtencdo da
farinha de arroz. A extracdo de amido a partir da farinha de arroz foi realizada pelo

meétodo alcalino descrito por Wang e Wang (2004).

3.2.3 Modifica¢do quimica dos amidos

A modificagdo dos amidos foi realizada por intercruzamento utilizando
trimetafosfato de sddio (TMFS), de acordo com método descrito por Woo e Seib
(1997), com algumas modificacbes. Uma amostra de amido (50 g) foi suspensa em
agua destilada (100 mL) e adicionado 4,5 g de TMFS (9 g reagente/ 100 g de amido)
e 1 g do catalizador sulfato de sédio (2 g reagente/100 g de amido). A dispersao foi
aguecida a 45 °C e o ajuste do pH 11 foi realizado pela adicdo lenta de NaOH 0,5
mol.Lt, apés 2 h de reacdo, o amido foi neutralizado, filtrado e lavado com agua
destilada. Os amidos modificados foram secos em estufa com circulagéo de ar a 40
°C por 16 h. Apés a modificagdo, os amidos foram dialisados para a remocao dos sais
de fosforo ndo ligados. Para a realizacdo da dialise, uma suspenséo de 15% de amido
modificado foi colocada em sacos de dialise e submersa em agua destilada. No inicio
do processo de didlise (6 h iniciais), a agua foi trocada a cada 2 h. Ap6s 24 h, os

amidos dialisados foram filtrados e secos em estufa com circulagéo de ar a 40 °C.

3.2.4 Teor de fosforo e grau de substituicdo dos amidos

O teor de fosforo dos amidos nativos e intercruzados, antes e apds 0 processo
de dialise, foi quantificado conforme metodologia descrita por Smith e Caruso (1964).
O grau de substituicdo (GS) foi determinado pela Equacdo 1, levando em
consideracéo o teor de fosforo (P) dos amidos modificados, usando valores do peso
molecular de anidroglicose (162 g.mol?); Peso atémico do fésforo multiplicado por 100

(3100) e a massa molar do fosfato em amidos reticulados (102 g.mol ).
162P

GS = —228 (1)

3100-102P
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3.2.5 Propriedades térmicas dos amidos

As propriedades térmicas dos amidos foram avaliadas em calorimetro diferencial
de varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). Aproximadamente 2,5 mg
de amido foram pesados em cadinhos de aluminio e foi adicionada agua destilada (1:3
m/m). Apos, os cadinhos foram hermeticamente fechados e deixados estabilizar por
24 h antes do procedimento. Os cadinhos contendo as amostras foram aquecidos,
juntamente com um cadinho vazio como referéncia, sob atmosfera de nitrogénio de
30 a 120 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min. As temperaturas de inicio,
pico e final de gelatinizagdo foram obtidos automaticamente e a variagdo de
temperatura calculada pela subtracdo das temperaturas final pelas temperaturas de

inicio.

3.2.6 Propriedades de pasta dos amidos

As propriedades de pasta dos amidos nativos e intercruzados foram avaliadas
em Analisador Rapido de Viscosidade (RVA-4, Newport Scientific, Australia),
utilizando perfil Standard 1. Uma suspensédo de amido (3,0 g de amido, corrigida para
14% de umidade, e 25 mL de agua destilada) foi utilizada. As amostras foram
aguecidas a 50 °C em 1 min e, posteriormente, a 95 °C em 3,5 min, sendo mantidas
por 2,5 min. A seguir, foram resfriadas para 50 °C em 3,8 min. e mantidas por 2 min.
A velocidade de rotacédo foi 960 rpm durante 10 s iniciais e 160 rpm durante o restante
do processo. Foram avaliadas a temperatura de inicio de formacdo de pasta, a
viscosidade méaxima, a quebra da viscosidade, a viscosidade final e a tendéncia a

retrogradagao.

3.2.7 Elaboracédo dos hidrogéis de amido
Os hidrogéis elaborados com amido de arroz com diferentes teores de amilose
nativo e intercruzado foram elaborados de acordo com Zhu et al. (2015), com algumas

modificagdes, conforme descrito a seguir.

3.2.7.1 Elaboracéo dos hidrogéis utilizando gelatinizacdo alcalina

Uma suspenséao de amido (3 g de amido e 20 mL de agua destilada) foi aquecida
a 55 °C e gelatinizada pela lenta adicdo de 0,5 mL de NaOH 50%. Em seguida uma
solucdo de 10% de PVA (1 g de polimero/10 mL de &gua) foi adicionado ao amido

gelatinizado. As condi¢cdes da reacdo foram mantidas por 30 min. A dispersdo
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resultante foi colocada em moldes de 20 mm de diametro e 10 mm de altura,
congeladas e liofilizadas.

3.2.7.2 Elaboracéo dos hidrogéis utilizando gelatinizacdo por aquecimento

Uma suspensao de amido (3 g de amido e 20 mL de &gua destilada) foi
gelatinizada pelo aquecimento a 90 °C por 20 min. Em seguida o amido gelatinizado
foi resfriado a 55 °C e uma solucéo de 10% de PVA (1 g de polimero/10 mL de agua).
As condicfes da reacao foram mantidas por 30. A disperséo resultante foi colocada

em moldes de 20 mm de diametro e 10 mm de altura, congeladas e liofilizadas.

3.2.8 Absorc¢ao de agua dos hidrogéis

A capacidade de absorcdo de agua dos hidrogéis de amido foi realizada pela
imersao em agua destilada de acordo com o método D570 (ASTM, 2010). A medida
foi realizada por pesagem das amostras liofilizadas e apos 24h de imersdo em agua
a temperatura ambiente. A capacidade de absorcao foi medida gravimetricamente de

acordo com a Equacéao 3.

Capacidade de absorgio (%) = Pesoi"t“’Z:ZcoidO_ Fesoseco 4 100 (3)
seco

3.2.9 Avaliagdo otica dos hidrogéis
Os hidrogéis liofilizados, bem como intumescidos foram fotografados e avaliados

quanto a integridade estrutural ap6s a imersdo em agua destilada por 24 h.

3.2.10 Avaliacao morfoldgica de hidrogéis

A morfologia interna dos hidrogéis liofilizados foi avaliada utilizando microscoépio
eletrbnico de varredura (JEOL JSM-6610LV, Japao). Os hidrogéis foram fraturadas
com nitrogénio liquido e fixados na superficie do stub com uma fita de carbono dupla
face. As amostras foram recobertas com uma camada de ouro utilizando um

metalizador a vacuo (Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA).

3.2.11 Perfil de analise em textura (TPA)
O TPA dos hidrogéis intumescidos foi realizado em texturédmetro (TA.XTplus,

Stable Micro Systems, Reino Unido) utilizando dois ciclos de compressao. As
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amostras tiveram 50% da sua altura inicial comprimida em uma velocidade de 5 mm.s
1 por uma sonda cilindrica de 36 mm de diametro. Os parametros de perfil de textura
foram calculados de acordo com as normas do software do equipamento com base
no grafico resultante da analise (Figura 14). A firmeza dos hidrogéis foi considerada
como a forca maxima do primeiro pico de compressao da curva de forca x tempo. A
flexibilidade foi determinada pela altura que as amostras recuperam durante o tempo
entre as compressodes (razdo entre tempo 4:5/tempo 1:2). A coesividade foi medida
da razdo entre as areas positivas durante o segundo e 0 primeiro pico (razdo entre
area 4:6/area 1:3). A gomosidade é medida como a energia requerida para desintegrar
o material semissdlido (dureza x coesividade). A resiliéncia é a medida de
recuperacdo da amostra ap0s compressao, em termos de forca derivada e velocidade

(raz&o entre area 2:3/area 1:2).

Forca (g) 4 2 3 4 56
7 1,-1 Dureza

.............................................

ZO, Iff EJ‘
Tempo (s)

104

Figura 14. llustragéo do grafico de forga vs tempo do perfil de anéalise em textura.
Fonte: Autor (2018).
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Teor de fosforo e grau de substituicdo dos amidos

O teor de fosforo e o grau de substituicdo dos amidos nativos e intercruzados
estdo apresentados na Tabela 1. Os amidos de arroz nativos apresentam teor de
fésforo, devido ao conteldo de cinza residual que permanece no amido apés a
extracdo, podendo ser oriundos dos fosfolipidos o qual é proporcional ao teor de
amilose (MORRISON, 1995).

Tabela 1. Teor de fésforo e grau de substituicdo dos amidos de arroz, com diferentes

teores de amilose, nativos e intercruzados.

. _ Teor de amilose
Parametro ! Amido

Baixo Médio Alto

Teor de Nativo 0,023 + 0,002* 0,049 +0,0022"s 0,046 + 0,001*
fésforo (%) Intercruzado 0,064 + 0,0022 0,058 + 0,000 0,054 + 0,001°

Grau de Nativo 0,002 £ 0,000" 0,002 +0,0002" 0,002 + 0,000%
substituicdo Intercruzado 0,003 £ 0,000 0,003 + 0,0002 0,003 + 0,0002

L etras distintas na mesma linha, difere estatisticamente (p < 0.05) pelo teste Tukey. * ou " na mesma
linha representam significancia e ndo significancia, entre os amidos nativos e modificados para cada

parametro, pelo teste t com 5% de probabilidade de erro.

Os amidos de arroz apresentam maior teor de fosforo quando comparados com
outras fontes de amidos (SINGH et al., 2003). O teor de amilose afeta o processo de
modificacdo quimica, conforme relatado em vérios estudos (TAVARES et al., 2010;
SANDHU et al., 2008). Em geral, amidos com menor teor de amilose sao mais
suscetiveis a modificacdes quimicas e/ou fisicas do que os amidos com maior teor de
amilose. Desta forma, assim como ocorre com 0os amidos modificados por outros
meétodos, como oxidacgéo, a inclusdo de grupos funcionais ocorre principalmente nas
lamelas amorfas dos granulos de amido (KUAKPETOON; WANG, 2008). Portanto, o
mesmo comportamento pode ter ocorrido nos amidos intercruzados, devido a maior

suscetibilidade das areas amorfas para as modificacdes quimicas.
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3.3.2 Propriedades térmicas dos amidos

As propriedades térmicas dos amidos de arroz, com diferentes teores de
amilose, nativos e intercruzados, estao apresentadas na Tabela 2. A analise térmica
por calorimetria diferencial de varredura em amido fornece informacdes sobre a sua
temperatura de gelatinizagdo e também sobre a energia necesséria para que haja o
rompimento de sua estrutura cristalina e perda de sua birrefringéncia. Apos a
modificacdo, os amidos apresentaram um leve aumento na temperatura inicial de
gelatinizacdo, ocasionando a diminuicdo na faixa de temperatura necessaria para
gelatinizacdo do amido, embora o pico de gelatinizacdo dos amidos foi similar aos
nativos. No entanto, a temperatura de pico de gelatinizacdo ndo foi afetada apos a
modificacdo dos amidos. O mesmo comportamento foi observado por Wongsagonsup
et al. (2014), que estudaram o efeito do intercruzamento nas propriedades fisicas de
amido mandioca. Esses autores relataram que alguns granulos de amido
intercruzados, ap6s o aquecimento em altas temperatura e com excesso de agua,
apresentaram sua estrutura intacta apds aquecimento a altas temperaturas (90°C).
Esta afirmacéo foi possivel através da visualizacdo da cruz de malta desses amidos
sobre luz polarizada, caracteristica de birrefringéncia, indicando a gelatinizacdo

incompleta do amido.

Tabela 2. Propriedades térmicas dos amidos de arroz, com diferentes teores de
amilose, nativos e intercruzados.
Teor de amilose Modificagdo To (°C)  Tp (°C) Ts (°C) AT (°C) AH (J.g?)

_ Nativo 60,49 67,45 74,41 13,92 6,73
Baixo Intercruzado 62,02 67,78 73,01 10,99 4,64
o Nativo 61,76 67,41 72,47 10,71 8,51
Medio Intercruzado 61,69 67,83 73,03 11,34 8,95
Nativo 59,77 66,55 70,95 11,18 5,32

Alto Intercruzado 62,54 65,97 70,92 8,38 2,05

To: temperatura inicial; Tp: temperatura de pico; Tr temperatura final de gelatinizagdo; AH: entalpia de

gelatinizagéo.

Segundo Liu et al. (2014), a introducdo de ligacdes intercruzadas reforca as
ligagbes de hidrogénio das moléculas de amido, desta forma, os amidos contendo

ligagBes intercruzadas possuem maior resisténcia a altas temperaturas, e, portanto, a
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gelatinizacdo deve ser realizada a uma temperatura mais elevada. No entanto, a
analise térmica do hidrogel intumescido ndo apresentou transi¢cao térmica na faixa de
gelatinizacdo, o que pode indicar que os amidos foram completamente gelatinizados
(Apéndice A).

A entalpia de gelatinizacdo (AH) reflete, principalmente, a perda da ordem
molecular (COOKE; GIDLEY, 1992), referindo-se a energia necessaria para romper a
estrutura cristalina do granulo de amido (LIU et al., 1999). Os valores de AH dos
amidos modificados foram menores em relacdo ao nativo. A diminuicdo do AH em
amidos intercruzados por trimetafosfato de sédio também foi reportado por Jyothi et
al. (2006), Liu et al. (2014) e Carmona-Garcia et al. (2009).

3.3.3 Propriedades de pasta dos amidos

As caracteristicas de viscosidade, temperatura de pasta, quebra e retrogradacao
sao influenciadas pela proporgéao de amilose e amilopectina nos amidos, estes valores
estdo apresentados na Tabela 3. A viscosidade final e retrogradacdo dos amidos
nativos mostraram uma tendéncia linear em relacéo ao teor de amilose. O amido com
maior teor de amilose apresentou a maior viscosidade final e temperatura de pasta,
provavelmente, devido a maiores interagdes de ligacao de hidrogénio. O aumento na
viscosidade final pode contribuir para a retrogradacdo da amilose lixiviada, e, além
disso, moléculas de amilose tendem a se reassociar mais rapidamente do que a
amilopectina devido sua estrutura linear o que promove a retrogradacao (ZAVAREZE;
DIAS, 2011).

Os amidos intercruzados apresentaram menor pico de viscosidade, viscosidade
final, quebra e retrogradacéo do que os amidos ndo modificados. As propriedades de
pasta dos amidos intercruzados de alta amilose néo foi determinada devido sua baixa
viscosidade. Wongsagonsup et al. (2014) reportaram que amidos de mandioca
intercruzados tem maior estabilidade a altas temperaturas, sendo observado baixa
viscosidade, quebra e retrogradacdo nas suas amostras. Os autores atribuiram esse
fenbmeno, a formacado das ligagBes covalentes que fortalecem os granulos contra a
ruptura sobre altas temperaturas e cisalhamento. Da mesma forma, Hirsch e Kokini
(2002) reportaram que a maior intensidade de intercruzamento nos amidos de milho
diminuiu o pico de viscosidade devido a menor interacdo inter granular. Desta forma,
a baixa viscosidade observada nesse trabalho para os amidos de arroz intercruzados

pode ser devido a formacao de ligacbes covalente entre as cadeias do amido.
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Tabela 3. Propriedades de pasta dos amidos de arroz, com diferentes teores de

amilose, nativos e intercruzados.

Teor de amilose

Parametros * Amido

Baixo Médio Alto
Temperatura de Nativo 62,35+ 0,00c ns 69,23 +0,25bns 77,73 +0,392
pasta (°C) Intercruzado 64,45+ 0,49 * 68,75 + 0,35 -
Viscosidade Nativo 316,88 + 3,47a* 284,54 +3,24b* 236,33 +1,06¢C
inicial (RVU) Intercruzado 78,09 + 0,94 * 10,13 £ 0,53 -

Viscosidade final Nativo 215,75 + 0,24c* 349,59 +0,23a* 315,96 +2,65b
(RVU) Intercruzado 101,38 + 2,06 * 10,96 + 0,53 -

Nativo 123,54 + 3,48a* 56,42 + 6,13b* 14,59 £ 0,47c

Quebra (RVU)

Intercruzado 3,75+£0,71 * 0,13+0,18 -
Retrogradagéo Nativo 22,42 +7,19cns 121,46 +3,13a* 94,21 +1,39b
(RVU) Intercruzado 27,04 +0,41 * 0,92 +£0,23 -

L etras distintas na mesma linha, difere estatisticamente (p < 0.05) pelo teste Tukey. * ou " na mesma
linha representam significancia e nao significancia, entre os amidos nativos e modificados para cada

parametro, pelo teste t com 5% de probabilidade de erro.

3.3.4 Capacidade de absorcdo de agua dos hidrogéis

A absorcdo de agua e a integridade estrutural dos hidrogéis sdo importantes
caracteristicas para definir sua aplicacao final. As amostras elaboradas com o amido
nativo de baixa amilose, gelatinizado via solucédo alcalina, bem como as amostras
elaboradas com os amidos intercruzados gelatinizados via aquecimento foram
completamente sollveis em agua (Figura 15 e Figura 16). Por este motivo, sua
absorcdo de agua nao pode ser quantificada, os valores dos demais hidrogéis estéo
apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Capacidade de absorcao de agua dos hidrogéis elaborados com amidos de

arroz com gelatinizagdo alcalina ou por aquecimento

Capacidade de absorcao de agua (%)

Teor de amilose?! Amido Método de gelatinizacdo do amido

Alcalino Aquecimento

. Nativo N.D 658,7 + 53,4¢
Baixo Intercruzado 534,8 £ 19,52 N.D

Médio Nativo 410,8 + 4,1 1068,5 + 39,72
Intercruzado 393,2 +18,2° N.D

Nativo 365,8 + 9,15 851,0+1,7°

Allo Intercruzado 322,2 £ 13,2¢ N.D

1 Letras mindsculas distintas na mesma coluna representam diferenca entre si, pelo teste tukey com
5% de probabilidade de erro. * ou " na mesma linha representam significancia e ndo significancia, entre
0 método de gelatinizacdo do amido via método alcalino e por aquecimento, respectivamente, pelo
teste t com 5% de probabilidade de erro. N.D= n&o determinada devido sua completa solubilizagdo em
agua.

Quando um hidrogel com estrutura rigida € requerido, como para aplicacdo em
embalagens alimenticias em sistemas de carnes refrigeradas, a absor¢do de agua
deste material pode ser levemente menor. Em outros casos, pode ser requerido um
hidrogel superabsorvente, como por exemplo, em sistema de entrega controlada de
farmacos (em sistemas in vivo), neste caso, hidrogéis altamente absorventes séo
requeridos, a fim de promover uma liberagéo controlada do medicamento e que seja
lentamente degradado pelo organismo.

A solubilidade do amido é resultado da lixiviacao de amilose, que se dissocia e
se difunde para fora do granulo de amido durante o intumescimento. Assim, a baixa
lixiviagdo no amido de arroz de alto teor de amilose, pode ser devido a forte interagéao
entre amilose-amilose e amilose-amilopectina, diminuindo a capacidade de lixiviagao
dos granulos de amido (KLEIN et al., 2013). Além disso, outro fator que afeta a
solubilidade dos amidos é a retrogradacdo, segundo Liu, Wang e Lin (2014), a
tendéncia de retrogradacdo do amido esté relacionada com o teor de amilose e com
o comprimento da cadeia das moléculas de amido, as quais refletem na capacidade
de associacdo entre os granulos de amido e a agua, devido a sua capacidade de

reorganizagdo apos a gelatinizagdo. Assim, o amido com alto teor de amilose
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apresenta menor capacidade de absorgéo, pois a alta retrogradacéo ocasionada pelas
moléculas de amilose lixiviadas, aumenta a interacdo das cadeias, diminuindo seu
intumescimento. Os amidos com menores teores de amilose, apresentaram baixa
tendéncia a retrogradacéo, podendo apresentar maior capacidade de intumescimento,
porém em alguns casos, a alta absor¢do e baixa tendéncia de retrogradar ocasiona a
fragmentacao e solubilizagéo dos granulos de amido, como ocorreu com o hidrogel de
amido de baixo teor de amilose gelatinizado via método alcalino.

A modificacao por intercruzamento dos amidos de arroz de médio e alto teor de
amilose, ndo afetaram a capacidade de absor¢cdo de agua dos hidrogéis, porém o
intercruzamento do amido de baixa amilose permitiu a formagcdo de hidrogéis
insoliveis em &gua quando gelatinizados via método alcalino. No entanto, o
intercruzamento dos amidos de arroz, para todos os teores de amilose, ocasionou a
solubilizacdo dos hidrogéis apds sua imersao em agua, quando a gelatinizacao do
amido foi realizada por aquecimento, ndo sendo possivel quantificar a capacidade de
absorcao de agua.

Como mencionado anteriormente, durante a gelatinizacdo por aquecimento
ocorre a lixiviagdo da amilose que durante o processo de retrogradacdo ira se
reassoaciar promovendo a retrogradacdo. Desta forma, a fragmentacao dos hidrogéis
de amidos intercruzados gelatinizados por aguecimento pode estar relacionada com
a diminuicdo da lixiviagcdo da amilose durante o processo de gelatinizacdo ocorrida
devido a alta interacdo entre as cadeias de amilose e/ou amilopectina apos a
introducéo das ligagOes intercruzadas. Wongsagonsup et al. (2014) relataram que,
apos a andlise viscoamilografica por RVA, os amidos intercruzados séo estaveis a
altas temperaturas e ao cisalhamento, apresentando baixa viscosidade, quebra e
retrogradacdo. A reducéo na retrogradacao do amido pode ser devido a formacao de
ligagOes intercruzadas covalentes entre cadeias de amido que fortalece os granulos
intumescidos, evitando a aproximacéao das moléculas.

A retrogradacdo € um importante parametro para a formagéo da pasta de amido
apos seu resfriamento, assim, na formacdo do hidrogel é essencial que haja a
retrogradacéo do amido, que ocasionara a reassociacao das moléculas ajudando na
formacdo do material poroso proveniente da reticulagdo do PVA. Desta forma, é
provavel gue os amidos de arroz intercruzados apresentem uma baixa viscosidade e

tendéncia a retrogradacéo, ocasionando a solubilizacdo dos hidrogéis.
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Segundo Hirsch e Kokini (2002), quanto mais baixa for a viscosidade dos amidos
modificados maior serd a densidade de ligacdes intercruzadas, o que ocasiona uma
resisténcia do granulo de amido ao intumescimento, acarretando em uma diminui¢cao
no poder de intumescimento do amido, devido a uma menor interacao intergranular.
Desta forma, o baixo intumescimento do amido durante a gelatinizacdo por
aquecimento prévia ao processo de reticulacdo do hidrogel pode ter tornado a
estrutura do hidrogel fragil, sendo incapaz de absorver agua em sua estrutura e desta

forma fragmentando-se ao ser imerso em agua.

3.3.5 Avaliacao otica dos hidrogéis

As fotografias dos hidrogéis elaborados a base de amidos de arroz, com
diferentes teores de amilose, nativos e intercruzados, gelatinizados via solucéo
alcalina ou por aguecimento, estdo apresentadas nas Figuras 15 e 16.

Os hidrogéis elaborados com amido de baixa amilose nativo, gelatinizado via
método alcalino, desintegraram-se, sendo totalmente solGvel ap6s a sua imersdo em
agua (Figura 15a). Quando a gelatinizacdo dos amidos foi realizada por aquecimento,
independente do teor de amilose, os hidrogéis de amido intercruzado também foram
soluveis apdés o intumescimento (Figuras 16b, 16d e 16f). Nao foi observado a
formacao de gel ou pasta dos amidos de arroz intercruzados quando gelatinizados por
aguecimento (baixa viscosidade). Assim, o fenbmeno de retrogradacéo, ao arrefecer
o amido gelatinizado, pode nao ter ocorrido, e uma estrutura tridimensional ndo pode
ser formada, como observado na Tabela 3. A desintegracdo dos hidrogéis de amido
nativo de baixa amilose (gelatinizacdo alcalina) pode ter ocorrido devido a baixa
tendéncia de reassociacdo das moléculas deste amido apos a gelatinizacdo, devido

ao baixo teor de amilose, o qual é responsavel por esse comportamento.



Figura 15. Hidrogéis liofilizados elaborados com amidos nativos (a, c, €) e intercruzados (b, d, f) com baixa (a, b), média (c, d) e alta
(e, f) amilose, e intumescidos elaborados com amidos nativos (g, i, I) e intercruzados (h, j, m) com baixa (g, h) média (i, j) e alta (I, m)
amilose, gelatinizados via método alcalino.

Figura 16. Hidrogéis liofilizados elaborados com amidos nativos (a, c, €) e intercruzados (b, d, f) com baixa (a, b), média (c, d) e alta
(e, f) amilose, e intumescidos elaborados com amidos nativos (g, i, I) e intercruzados (h, j, m) com baixa (g, h) média (i, j) e alta (I, m)
amilose, gelatinizados por aquecimento.



59

Uma solubilizacdo parcial foi observada nos hidrogéis elaborados com
amido nativo de média amilose gelatinizado via método alcalino (Figura 15c). A
maior presenca de amilose no amido, em relagdo ao amido de baixa amilose,
nao permitiu que a estrutura do hidrogel fosse totalmente desfeita apds a sua
imersdo em agua. Os hidrogéis elaborados com amido nativo de alto teor de
amilose, gelatinizado via método alcalino, apresentaram estrutura estavel e
integra apés a imersdo em agua (Figuras 15e e 15f). Desta forma, o contetdo
de amilose se mostrou essencial para a obtencdo de hidrogéis capazes de
absorver agua, insollveis e que mantenham sua integridade estrutural apos o
intumescimento. Com base nisso, pode-se implicar que as hidroxilas da amilose
estariam mais disponiveis para que ocorresse a ionizacdo durante o processo
de gelatinizacao, e desta forma a gelatinizacdo dos amidos de alta amilose foram
mais intensas gerando géis mais firmes do que os amidos de baixa amilose.

A modificacdo nos amidos de arroz de baixa e média amilose, com a
gelatinizacdo alcalina, permitiu a obtencdo de hidrogéis integros, que
mantiveram sua estrutura apdés o intumescimento (Figuras 15b e 15d). Isso
sugere que a insercdo de grupos fosfatos na estrutura do amido, torna sua
estrutura mais estavel, devido a maior interacdo entre as moléculas do amido
promovida pelo intercruzamento. Além disso, a reticulacdo dos hidrogéis pode
ser intensificada na presenca destes grupos funcionais, pois estes podem
interagir entre as moléculas de amido e PVA (podendo gerar ligagcdes amido-
fosfato-PVA), tornando a estrutura do hidrogel mais estavel (ZHU et al., 2015).

A modificacdo dos amidos com baixo teor de amilose torna-se importante,
pois esses amidos quando nativo, originam géis mais frageis (HIRSCH; KOKINI,
2002). Com isso, o intercruzamento das cadeias de amido visa o reforco da
matriz polimérica, através da formacdo de ligacbes covalentes entre o amido e
0s grupos funcionais inseridos pelo agente de intercruzamento.

Como mencionado anteriormente, a ionizagéo dos grupos hidroxilas podem
ter acarretado em maior interacdo entre os polimeros do que os demais hidrogéis
e desta forma foi possivel obter hidrogéis dos amidos modificados com estrutura
integra apos o intumescimento.

Os hidrogéis dos amidos nativos e intercruzados gelatinizados via solugéao
alcalina apresentaram alta integridade estrutural apés o intumescimento. Por

outro lado, ao serem fraturados uma estrutura interna amarelada foi observada
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(Figure 17). Isto pode ter ocorrido devido ao alto teor de amilose do amido que
promove a formacgdo de um gel mais rigido. Além disso, o possivel aumento das
interacdes de hidrogénio entre as cadeias do amido pode ter sido responséavel
por retardar a liberacdo da agua durante o processo de liofilizagdo. Ao mesmo

tempo, o alto teor de amilose pode aumentar a tendéncia a retrogradacéo

formando poros apenas na estrutura externa dos hidrogéis.

Figura 17. Estrutura interna dos hidrogéis elaborados com amidos de alta
amilose, nativo (a) e intercruzado (b), gelatinizados via método alcalino.

3.3.6 Avaliacdo morfoldgica de hidrogéis

A morfologia permite avaliar subjetivamente a formacdo de estruturas
porosas ou ndo na rede tridimensional dos hidrogéis. A estrutura interna dos
hidrogéis elaborados com amidos de arroz, com diferentes teores de amilose,
nativos e intercruzados, gelatinizados via método alcalino ou por aquecimento,
estdo apresentadas na Figura 18. Em geral, os hidrogéis apresentaram
morfologia porosa, com excec¢édo do elaborado com amido de alta amilose,
gelatinizado via solug&o alcalina, que apresentou uma estrutura interna lisa e
homogénea (Figuras 18e e 18f).

Os hidrogéis elaborados com amidos nativos de baixa e média amilose,
intercruzado e gelatinizado via método alcalino apresentaram microporos
sobrepostos aos poros maiores (Figuras 18a e 18c). De acordo com Lima-

Tenorio et al. (2015), este tipo de morfologia em hidrogéis formam um caminho
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ao logo de toda a estrutura, permitindo o transporte de agua através do hidrogel,
e possivelmente aumentando sua absor¢cdo, como observado na Tabela 4.

A presenca de poros maiores facilita a penetragédo da dgua na estrutura dos
hidrogéis, aumentando sua capacidade de intumescimento (CHANG et al.,
2010). Os hidrogéis elaborados com amido de média amilose, intercruzado e
gelatinizado via alcalina, apresentaram poros homogéneos e pequenos em toda
morfologia interna (Figura 18d). A elaboracdo de hidrogéis com alto teor de
amilose ndo permitiu a formacao de poros em sua estrutura interna (Figuras 18e
e 18f), assim o intumescimento destes foram inferiores, ndo tendo a capacidade
de absorver a 4gua em sua estrutura.

Comparando o método de gelatinizacdo, a gelatinizacdo dos granulos de
amido com reagente alcalino favoreceu a formacdo de hidrogéis com poros
arredondados e maiores quando comparado aos hidrogéis de amidos
gelatinizados por aquecimento. A formagao de maiores poros acarreta uma
estrutura mais aberta, e consequentemente uma menor capacidade de absorcéo
de agua do hidrogel. Uma estrutura aparentemente mais fechada apresenta
maior capacidade de reter a agua, ou seja, ao ser aplicado uma forca mecanica
sobre o hidrogel (compressédo) estes nao liberarédo facilmente a agua retida em
sua estrutura.

A gelatinizacdo por aquecimento dos granulos de amido resultou em
hidrogéis com poros no formato tubular, distribuidos na matriz polimérica de
maneira organizada. Isto pode formar canais de acesso ao interior do hidrogel,
resultando em maior capacidade de absor¢cdo de agua (Tabela 4). Porém, pode
resultar em hidrogéis com menor estabilidade em relacédo a capacidade de reter
agua em sua estrutura, pois quando uma for¢ca de compressao é aplicada, 0s
hidrogéis liberam a &gua de sua rede tridimensional, a qual € novamente
absorvida quando ocorre a descompressao. Além disso, foi observada a
presenca de poros na parede celular dos hidrogéis, o que pode ter contribuido

para uma maior absorcdo de 4gua dos mesmos.
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Figura 18. Hidrogéis elaborados com amidos nativos (a, c, e, g, i, |) e intercruzados (b, d, f, h, |,
m), com baixa (a, b, g, h), média (c, d, i, j) e alta (e, f, I, m) amilose, gelatinizados via método
alcalino (a-f) e por aguecimento (g-m).
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3.3.7 Perfil de analise em textura (TPA)

A gelatinizacao alcalina permitiu a formagcdo de uma estrutura mais rigida nos
amidos com alto teor de amilose (673,17 g) do que os hidrogéis elaborados pela
gelatinizacéo por aquecimento (82,46 g) (Tabela 5). Durante a gelatinizacao alcalina,
o alcali da solugéo é parcialmente absorvido pelos grupos hidroxilas do amido, além
disso, a maioria dos grupos hidroxilas das unidades de glicose da estrutura dos
amidos sédo ionizadas em pH elevados, aumentando a afinidade do amido com a agua
(HAN; LIM, 2004). Assim, o alto teor de amilose permite uma maior ionizacdo das
hidroxilas resultando em géis mais firmes e fortes o que influencia a dureza dos
hidrogéis. N&o houve diferenca significativa nos valores de dureza dos hidrogéis de
amido de médio teor de amilose entre os métodos de gelatinizacao.

Em relacdo aos demais parametros de textura, a gelatinizagcdo promovia pelo
aquecimento formou hidrogéis com menor gomosidade (23,33 a 61,95 g), quando
comparados com os hidrogéis obtidos pela gelatinizacédo alcalina (19,71 a 862,85 Q).
A coesividade é a medida da forca das ligacdes internos que compdem a estrutura.
Desta forma, a baixa coesividade dos hidrogéis do amido nativo de média amilose
pode ser devido a fraca associacdo intermolecular. Os hidrogéis do amido de baixa
amilose apresentou maior flexibilidade do que os demais hidrogéis gelatinizados por
aquecimento, indicando menor rigidez e formag¢do deum material ndo elastico. O teor
de amilose nao teve influéncia na flexibilidade dos hidrogéis quando estes foram
elaborados via gelatinizacéo alcalina.

O intercruzamento permitiu a formacédo de hidrogéis mais rigidos quando a
gelatinizac&o alcalina foi utilizada. Isto pode ter sido devido a formacéo de ligagdes
covalentes no amido, o qual juntamente com a ionizacdo das hidroxilas da solucéo

alcalina resultou numa estrutura tridimensional mais estruturada e resistente.
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Tabela 5. Perfil de analise em textura dos hidrogéis elaborados com amidos de arroz com gelatiniza¢é@o alcalina ou por aquecimento.

Teor de amilose

Parametro  Gelatinizagéo Baixo Médio Alto
Nativo Intercruzado Nativo Intercruzado Nativo Intercruzado
Alcalina N.AA. 609,98 + 71,550 41,29 +0,31°" 563,24 +211,650 673,17 +8420'  12/799%
Dureza (g) 62,98
Aquecimento 50,67 +0,41° N.A. 41,94 + 4,08 N.A. 82,46 + 2,302 N.A.
Flexibilidade Alcalina N.A. 0,92+0,012 0,71 +0,02ans 0,82+0,172 0,85+ 0,192ns 0,84 £ 0,042
Aquecimento 0,99 £ 0,012 N.A. 0,77 + 0,00°¢ N.A. 0,87 +£0,01° N.A.
Coesividade Alcalina N.A. 0,76 £0,022 0,47 £ 0,01°"s 0,71 + 0,042 0,65 + 0,02% 0,68 + 0,032
Aquecimento 0,77 £ 0,022 N.A. 0,56 + 0,04° N.A. 0,75+ 0,022 N.A.
Gomosidade Alcalina N.A. 485,71 + 34,46 19,71 +0,17°" 401,52 + 171,95 440,18 +17,70* 862,85 + 3,682
9) Aquecimento 38,78 + 0,57 N.A. 23,33 £0,42° N.A. 61,95 + 3,542 N.A.
Resiliéncia Alcalina N.A. 0,53+0,03%2 0,10 +0,00°"s 0,50 +0,022 0,43 + 0,032 0,41 + 0,082
Aquecimento 0,47 + 0,012 N.A. 0,11 + 0,05¢ N.A. 0,29 + 0,01° N.A.

ILetras distintas na mesma linha, difere estatisticamente (p < 0.05) pelo teste Tukey. * ou "™ na mesma linha representam significancia e nao significancia, entre os

amidos nativos e modificados para cada parametro, pelo teste t com 5% de probabilidade de erro. N.A.: Nao analisado.
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3.4 Concluséao

Os métodos de gelatinizacdo dos amidos de arroz influenciaram nas
caracteristicas dos hidrogéis, acarretando na formacao de géis mais firmes. Quando
realizado via método alcalino, hidrogéis insoliveis em agua e com alta resisténcia a
compresséo foi obtido. Além disso, o teor de amilose influenciou as propriedades dos
hidrogéis, os amidos com baixo teor de amilose produziram hidrogéis parcialmente
(gelatinizacéo pelo calor) ou completamente solUveis em agua (gelatinizacéo alcalina).
Os amidos com alto teor de amilose alteraram a estrutura das microestruturas dos
hidrogéis pela gelatinizag&o alcalina, com menor absor¢ao de 4gua e maior resisténcia
mecanica. A modificacdo do amido apresentou mudancas nas caracteristicas dos
hidrogéis. Quando elaborados via aquecimento os amidos apresentaram viscosidade
e retrogradacdo extremamente baixas, e, consequentemente, os hidrogéis foram
completamente solGveis em agua. A escolha do amido, assim como o método de

gelatinizacdo, dependera de sua aplicacao final.
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Resumo

O amido anidrido octenil succinico (amido-OSA) é frequentemente utilizado
como emulsificante para proteger compostos bioativos, tais como 0leos essenciais.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi encapsular o 6leo essencial de alecrim em
emulsdes de amido-OSA por electrospraying. A estabilidade das emulsdes foi
avaliada pela distribuicdo do tamanho das goticulas, potencial Zeta e formacgéo de
espuma. A morfologia, capacidade de carregamento e eficiéncia de encapsulacao das
capsulas também foram avaliadas. As emulsdes com 40% de etanol apresentaram
formacao de espuma 2h apos preparacao e separacédo de fases em 4 dias. No entanto,
a emulsdo com 20% de etanol, tiveram goticulas menores e menor potencial zeta,
permaneceu estavel por 7 dias. As capsulas com 20 ou 30% de etanol apresentaram
capsulas com uma forma esférica lisa e poucas cavidades, com baixa eficiéncia de
encapsulacdo. A eficiéncia de encapsulacdo e a capacidade de carregamento foram
maiores nas emulsdes com 20% de etanol (82% a 98%) do que nas emulsdes com
30% de etanol (89% a 96%). Em resumo, o amido-OSA produziu uma emulséo estavel
adequada para producéo de capsulas por electrospraying com grande eficiéncia de

encapsulacao.

Palavras-chave: capsulas, amido-OSA, emulséo, 6leo essencial, electrospraying
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4.1 Introducéo

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma erva aromatica usada desde os
tempos anteriores a refrigeracdo para a preservacao de alimentos (TURASAN et al.,
2015). Isto ocorre em virtude da composicéo do 6leo essencial de alecrim compde-se
principalmente 1,8-cineole, a-pineno, canfora, canfeno e limoneno (FERNANDES et
al., 2014, CALO et al., 2015). No entanto, sua biodisponibilidade e bioatividade é
diminuida devido sua instabilidade durante o processamento e estocagem.

No entanto, a encapsulacao € utilizada para assegurar que 0s compostos ativos
permanecam intactos e ativos, desta forma, 0os processos de encapsulacdo sao
geralmente utilizados para prevenir reacdes indesejadas e a degradacéo. Diferentes
técnicas de encapsulacdo séo utilizadas para a encapsulacao do Oleo essencial de
alecrim e outros compostos ativos, tais como emulsificacdo (KASIRI; FATHI, 2017,
SHAMSARA et al., 2017), spray-drying (PREMI; SHARMA, 2017), e electrospinning
(HEMAMALINI; DEV, 2017; WANG et al., 2013). Estas técnicas sdo frequentemente
combinadas para otimizar a eficiéncia de encapsulacdo (HE et al., 2016;
FIORAMONTI et al., 2017; MAREFATI et al., 2015; NIKMARAM et al., 2017, GARCIA-
MORENO et al., 2016).

Emulsdo é um sistema versétil para sistemas de transporte de bioativos. Em
emulsbes de 6leo-em-agua (O/A), as gotas de 6leo sdo dispersas na fase aquosa
continua contendo o emulsificante. Diferentes polimeros emulsificantes podem ser
usados para formar emulsdes O/A, tal como o amido modificado com grupos polares
e ndo polares (DAMODARAN et al., 2007). Estudos tem mostrado que sistemas a
base de amido pode prover uma maior eficiéncia de encapsulacédo do que sistemas
proteinas e gomas (TONON et al., 2012). Além disso, amidos modificados podem ser
mais estaveis a diferentes pH e altas temperaturas do que proteinas (LIANG et al.,
2013).

Amidos nativos sdo comumente modificados para atingir as propriedades
desejadas para diferentes aplicagcbes, incluindo encapsulagado para transporte e
liberacdo controlada. (ZHU, 2017). Os grupos hidrofébicos, introduzidos por reagéo
com grupos hidroxilo na molécula de amido, produz o amido esterificado com octenil
anidrido succinico (amido-OSA) com propriedade de superficie ativa (BAO et al.,
2003). Quando usado como emulsificante, o amido-OSA pode prover alta capacidade
de carregamento, baixa viscosidade, e material com camadas interfaciais mais
espessas (DOKIC et al., 2012).
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Tem sido reportado que electrospinning e electrospraying de emulsdes podem
favorecer para melhorar a eficiéncia de encapsulacéo de bioativos (HU et al., 2015;
GARCIA-MORENO et al., 2016; NIKMARAM et al., 2017). O uso da técnica de
electrospinning em emulsdes é usado para produzir fibras com estrutura de nucleo-
casca a fim de atrasar a liberacéo inicial, prolongar tempo de liberacdo, proteger a
integridade estrutural e elevar a bioatividade (YANG et al., 2008). No entanto,
Hemamalini e Dev (2017) reportaram que ndo foi possivel produzir fibras de
electrospinning de amido modificado, sem a mistura de outro polimero.

O objetivo deste estudo foi produzir capsulas de emulsées de amido-OSA pela
técnica de electrospraying e avaliar a influéncia do teor de etanol e 6leo essencial na
estabilidade das emulsdes e na eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial de

alecrim.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Material

O Oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L., Sigma, Brasil) foi
encapsulado no amido modificado pelo reagente anidrido octenil succinico (Amido-
OSA) fornecido pela empresa Ingredions Incorporated (CAPSUL®, Ingredion Canada
Corporation, Canada). Este experimento foi realizado nos laboratérios do
Departamento de Ciéncia de Alimentos da Universidade de Guelph, em Guelph,

Canada.

4.2.2 Composicéo do 6leo essencial

O d6leo essencial de alecrim foi analisado em cromatografo gasoso acoplado ao
espectrofotdometro de massas (GC-MS, QP2010, Shimadzu Ultra, Japado). Uma coluna
capilar (30 m x 0.32 mm x 0.25 pm) revestida com 100% dimetil polissiloxano (Restek
Corporation, EUA) foi usada. Uma aliquota da amostra foi diluida em hexano (1:10) e
10 uL foi injetado a 200 °C no modo split. Hélio foi usado como gas carregador, a
temperatura do forno foi configurada para 60 °C por 5 min e aumentada para 180 °C

com uma rampa de aquecimento de 5 °C.min™.

4.2.3 Preparagao das emulsdes
O amido-OSA (20%, p/v) foi dissolvido em solu¢cdo aquosa contendo 20%, 30%

ou 40% (v/v) de etanol. Entéo, o Oleo essencial de alecrim foi adicionado lentamente,
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nas concentracdes pré-determinadas, sobre agitacdo de 1200 rpm por 10 min
(Isotemp, Fisher Scientific, EUA). O dleo foi adicionado nas concentracfes de 0, 20,
30, 40 e 50% (p/p) com base no peso do material de parede. A solucao foi sonicada
em ultrassom (VC 505, Sonics & Materials, Inc., EUA) a 20 kHz em ultrassom de sonda

por 4 min para formar a emulséo.

4.2.4 Estabilidade das emulsdes

A estabilidade das emulsdes foi avaliada através das analises de distribuicdo do
tamanho da particula, potencial zeta e separacéo visual pela formacéo de espuma. A
distribuicdo do tamanho das goticulas da emulséo foi medida por dispersdo de luz em
Mastersizer 2000S (Malvern Mastersizer 2000S, Malvern Instruments Inc, MA). As
amostras foram diluidas em agua destilada na célula de medicdo sobre agitacao e
temperatura ambiente. O indice de refracdo da fase dispersa, o 6leo essencial, é 1,468
de acordo com Rodriguez-Rojo et al. (2012).

O potencial zeta das emulsbes foi medido pelo método de dispersédo de luz
dindmica (DLS) (Zetasizer Nano, Malvern Instruments, Worcestershire, RU). Antes da
analise, as amostras foram diluidas 100 vezes em suas respectivas solu¢des aquosas
como mencionado no item anterior.

A separacao de fases da emulsao foi avaliada pela formacdo da espuma nas
emulsdes observada em temperatura ambiente. Tubos de vidro de 12 mm de diametro
foram preenchidos com 66 mm de emulsado e a espuma formada na camada superior
dos tubos foi visualmente observada (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012).

4.2.5 Producéo das capsulas por electrospraying

O processo de electrospraying foi conduzido a 22 + 2 °C e 30% de umidade
relativa do ambiente, dentro de uma camara com controle de umidade e temperatura
(MLR-350; SANYO Electric Co., Japao). As emulsdes do amido-OSA e 0Oleo essencial
de alecrim foram colocadas em seringas plasticas de 6 mL e bombeadas (modelo
780100; Kd Scientific Inc., Holliston, MA, USA) através de uma agulha de aco
inoxidavel de extremidade chata e calibre 16 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada)
com taxa de 0,6 mL.ht. A agulha estava conectada a um eletrodo positive de uma
fonte de alta tensdo (ES30R-5W/DM; Gamma High Voltage Research, EUA) a 15 kV.
O Sistema foi configurado verticalmente e a distancia entre a agulha e o alvo coletor

era de 20 cm.
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4.2.6 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento

A eficiéncia de encapsulacédo (EE) e capacidade de carregamento (CC) foram
medidas de acordo com Moomand e Lim (2014) pela medicdo do 6leo néo
aprisionado, com algumas modificacdes. O 06leo da superficie das cépsulas foi
removido pela lavagem com hexano. A absorbancia do liquido contendo o dleo e
hexano foi medida em espectrofotdmetro. O conteddo de 6leo na fracdo hexano (B)
foi determinada por uma curva padrdo (R?=0,99) preparada pela diluicdo do 6leo
essencial em hexano em diferentes concentracdes. A quantidade tedrica do 6leo (A)
foi considerada como a quantidade do Oleo essencial inicialmente adicionada na
solucédo de amido-OSA (20, 30, 40 e 50% p/p, 6leo/amido-OSA). A CC e a EE foram

calculadas de acordo com as equacoes 4 e 5, respectivamente:

cc = “Ex100 @)

EE = “22x100 (5)

Onde A é a quantidade tedrica de 6leo essencial (mg), B é a quantidade de 6leo livre

coletado na solu¢cdo com hexano (mg) e C € o peso inicial das capsulas (mg).

4.2.7 Morfologia das capsulas

A morfologia das cépsulas foi avaliada utilizando microscopio eletrénico de
varredura (S-570; Hitachi High Technologies Corp., Japao). Uma pequena fracdo das
capsulas foram coletadas do alvo metélico e fixadas na superficie do stub com uma
fita dupla face. As amostras foram recobertas com uma camada de ouro utilizando um

metalizador a vacuo (Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA).

4.2.8 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros das capsulas foram coletados usando um espectrémetro de FTIR
(IRPrestige-21; Shimadzu Corp., Japao) equipado com acessorio de refletancia total
atenuada (ATR) (Pike Technologies, Madison, WI, USA). As amostras foram
escaneadas de 600 até 4000 cm™* com 4 cm™ de resolucdo. Uma média de 40

escaneamentos foi utilizada para cada espectro.
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4.2.9 Estatistica

As analises foram realizadas em triplicatas e o desvio padréo foi reportado. As
medias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia pela analise de
variancia (ANOVA). A comparacédo de dois grupos foi realizada pelo teste t a 5% de

significancia.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Composicao do 6leo essencial de alecrim

Os principais componentes do 0leo essencial de alecrim estdo apresentados na
Tabela 6. Os monoterpenos canfora, 1,8-cineol, a-pineno, canfeno e B-pineno foram
0s compostos majoritarios detectados no 6leo essencial. Alguns estudos reportam o
1,8-cineol como o principal constituinte do 6leo essencial de alecrim (OZOGUL et al.,
2017; RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012).

Tabela 6. Compostos majoritarios do 6leo essencial de alecrim determinada por CG-
MS.

Composto Area relativa (%)
Céanfora 24,3
1,8 cineol 18,7
a-pineno 15,0
Canfeno 10,2
B-pineno 4,5
Acetato de bornil 4,1
Borneol 3,9
D-limoneno 3,7
o-Cimeno 2,8
Isoborneol 2,3
a-terpineol 1,7
cariofileno 1.3

Porém, em estudos realizados por Celiktas et al. (2007), avaliaram a composi¢cao

quimica de 6leos essenciais de alecrim colhido em diferentes localizagbes da Turquia
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e diferentes épocas do ano. Os autores relataram que o 6leo essencial extraido do
alecrim cultivado em Canakkale, regido mais fria, apresentou-se rico em canfora,
diferentemente do Oleo essencial extraido da planta cultivada na regido mais quente,
Mersin. Além disso, testaram a atividade antimicrobiana contra diversos micro-
organismos e relataram que os 6leos provenientes das plantas cultivadas em
Canakkale apresentaram maior atividade antimicrobiana do que das plantas
cultivadas nas demais regides estudadas. Desta forma, eles concluiram que a canfora
€ 0 composto responsavel pela acdo contra os micro-organismos avaliados.

O alecrim é considerado uma das fontes mais importantes para obtencao de
compostos bioativos volateis e nao volateis (OJEDA-SANA et al., 2013), sendo
considerado o 6leo essencial mais estudado devido suas propriedades antioxidantes
e antimicrobianas (MEZZA et al., 2018; OZOGUL et al., 2017; TURASAN et al., 2015;
FERNANDES et al., 2014). Ozogul et al. (2017) estudaram emulsdes de diferentes
Oleos essenciais oriundos de ervas contra Enterobacteria, bactérias aerobicas
mesodfilas e psicotrépicas. Os autores reportaram que a emulséo dos 6leos essenciais
de alecrim e timol (composto dos 6leos essenciais de tomilho e orégano) foram os
mais eficientes para a preservacao de filé de peixe do que os 6leos de sagu e louro.
Ribeiro et al. (2013) aplicaram o éleo essencial puro em queijo coalho para o controle
de E. coli multirresistente e reportaram uma reducéo na populacdo bacteriana de 2,3

ciclos log no periodo de 24 h.

4.3.2 Estabilidade das emulsfes

As emulsdes foram preparadas em uma solugéo aquosa com etanol para facilitar
a evaporacao do solvente durante o processo de electrospraying. Além disso, o etanol
pode reduzir a tensdo interfacial e aumentar a estabilidade das emulsbes
(DICKINSON, 1998). Assim, a distribuicdo de tamanho e o potencial zeta (ZP) das
emulsdes foram medidos como um indicador de estabilidade contra coalescéncia e
agregacéao.

A distribuicdo do tamanho das goticulas das emulsfes logo apds o preparo esta
ilustrada na Figura 19. A emulséo produzida com 20% de etanol apresentou 0 menor
tamanho de particula na suspenséo, apresentando um pico principal na curva de
distribuicdo, exceto quando a emulséo foi elaborada com 50% de 6leo essencial, onde
dois picos de distribuicdo foram observados. Um consideravel aumento no tamanho

de particula € observado quando a concentracao de etanol &€ maior.
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A solucdo produzida com 40% de etanol produziu uma emulsédo instavel,
apresentando dois ou trés picos de distribuicdo do tamanho de particula. Isso pode ter
ocorrido, devido a solubilidade do amido-OSA em agua (DOKIC et al., 2012).

Agboola (1996) estudou emulsdes preparadas com proteina de leite em
diferentes concentragdes de etanol e observou que nenhuma agregacao ocorreu em
concentragfes de etanol menores que 40%. Além disso, houve um deslocamento da
curva em direcdo ao tamanho maior de particulas ocasionando o aumento na
distribuicdo do tamanho de particula. Resultados similares foram encontrados neste
estudo, segundo Dickinson (2009), a solubilidade do 6leo em etanol favorece o
processo de Ostwald ripening, no qual as goticulas menores se difundem nas
goticulas maiores fazendo com que estas aumentem seu tamanho até que as
goticulas menores desaparecam. Quando isso ocorre, o deslocamento da curva de
distribuicdo em dire¢do ao tamanho de particula maior é observado, mesmo que nédo
ocorra o aparecimento de um segundo pico.

As distribuicdes do tamanho de particula ao longo de 7 dias estdo mostradas no
Apéndice B. Foi observado que as emulsbes elaboradas com 20% de etanol
apresentaram maior estabilidade em relacdo as demais concentracbes de etanol.
Apresentando ao longo dos 7 dias, um pico principal de distribuicdo com inicio de
formacao de um segundo pico. Porém, ocorreu um deslocamento da curva em todas
as concentracdes de Oleo estudadas. Quando as emulsdes foram elaboradas com 30
e 40% de etanol, as emulsbes apresentaram dois picos de distribuicdo, sendo que o
segundo pico foi intensificando-se ao longo dos 7 dias de estudo.

O ZP é o potencial no plano de cisalhamento de uma particula coloidal que se
move sob campo elétrico (KASZUBA et al., 2010). O potencial elétrico de uma
superficie € a quantidade de trabalho que precisa ser feito para trazer uma carga
positiva unitaria do infinito para a superficie sem qualquer aceleracdo. O ZP reflete a
diferenca de potencial entre a camada dupla elétrica de particulas moveis
eletroforeticamente e a camada de dispersante ao redor deles no plano de
cisalhamento (BHATTACHARJE, 2016). Desta forma, o ZP é um utilizado como
indicador indireto da tendéncia a agregacéo das particulas (RIBEIRO et al., 2010).
Valores negativos de ZP, variando de -17,73 a -3,14 mV (Figura 20), sao atribuidos
aos grupos carboxilicos do amido-OSA. Valores mais elevados de ZP (em mddulo)
indicam alta estabilidade das emulsGes devido a alta repulsdo entre as goticulas
(DINDA et al., 2013; SHARIF et al., 2016). As emulsdes preparadas com 20% e 30%
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de etanol apresentaram maior estabilidade, com poucas alteracdes durante os 7 dias
de armazenamento. Além disso, as emulses com 30% e 40% de Oleo essencial
apresentaram maior estabilidade com valores de ZP entre -17,73 e -12,23 mV
(Apéndice C).
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Uma reducéo nos valores de ZP foi observado com o aumento da concentragéo
de etanol indicando a agregacgéo das goticulas. Os valores de ZP na emulséo de 40%
de etanol variou entre -14,33 e -3,14, indicando baixa estabilidade e alta tendéncia de
agregacao das goticulas da emulséo.

A formacdo de espuma nas emulsbes preparadas com 40% de etanol foi
observada em menos de 2 h (Figura 21). O aumento na concentracdo do 6leo
essencial na emulsdo resultou numa separacdo de fases mais rapida. No entanto,
guando as emulsdes foram preparadas com 20 e 30% de Oleo essencial as emulsées
foram mais estaveis do que as maiores concentracfes de 6leo, com pouca formacédo
de espuma em 7 dias. As emulsdes com 30% de etanol ndo apresentaram a formacgao
de espuma no topo do tubo, porem uma fina camada de 6leo essencial foi observada.
Segundo Kong et al. (2006), em uma emulséo instavel as gotas de 6leo se concentram
na interface agua/ar criando a espuma no topo da emulsdo até que essas gotas se
espalhem formando uma fina camada de 6leo em cima da solucéo.

Essas observacdes implicam que uma emulsao etandlica estavel de amido-OSA
pode ser produzida, desde que a concentracdo de etanol ndo ultrapasse 30%. Com
base nisso, 0 processo de electrospraying foi realizado com as emulsdes produzidas

com 20% e 30% de etanol com a concentracéo de 6leo variando de 0 a 50%.
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4.3.3 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento

A EE e CC das capsulas estédo apresentadas na Tabela 7. A EE mede a eficiéncia
da capsula de reter o 6leo essencial de alecrim e a CC mede a quantidade de 6leo
essencial por unidade de massa de amido-OSA (MOOMAND; LIM 2014). As capsulas
com 20% de etanol apresentaram maior EE e CC do que quando usado 30%. A EE e
CC sao influenciadas pelas propriedades da solugcdo, emulsGes com baixa
estabilidade resultam em maior concentracao de 0leo na superficie das capsulas (6leo
nao aprisionado) e menor retencdo de volateis (DRODOU et al., 2017). Assim, 0s
maiores valores de EE e CC observados na emulséo elaborada com 20% de etanol
podem ser atribuidos a maior estabilidade dessas emulsdes, estando em
concordancia com os resultados de ZP, distribuicdo do tamanho de particula e

formacdo de espuma apresentados anteriormente.

Tabela 7. Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento das capsulas de

amido-OSA e 6leo essencial de alecrim produzidas com diferentes teores de etanol.

Oleo Eficiéncia de encapsulagéo (%) Capacidade de carregamento (%)
essencial de Etanol (%)
alecrim (%) 20 30 20 30
20 96,362"s + 2,56 92,782+0,67 19,279 +0,51 18,569+ 0,13
30 82,55°"+1,29 96,662+ 2,13 24,76°" £ 0,39 29,00¢ + 0,64
40 98,082"+0,59 89,882+1,24  39,23°"+0,24  35,95°+0,50
50 98,502" + 1,58 96,122+2,98 49,943" + 0,95 48,062+ 1,49

ILetras distintas na mesma coluna, difere estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey. * ou " na
mesma linha representam significancia e ndo significancia, entre 20 e 30% de para cada parametro,

pelo teste t com 5% de probabilidade de erro.

He et al. (2016) e Domian et al. (2018) reportaram uma EE de aproximadamente
98% quando encapsularam &cido linoleico conjugado e Oleo de linhaga,
respectivamente, em emulsbes de amido-OSA por spray-drying. Outros autores
reportaram uma EE de 70-80% quando [(B-caroteno foi encapsulado em emulsdo de
amido-OSA por precipitacdo (PAZ et al., 2014). Esses estudos mostraram que 0
processo de electrospraying é uma técnica viavel para a producao de capsulas a partir
de emulsdes com alta eficiéncia de encapsulacdo, devido ao ndo uso de calor,

diferente do que acontece em sistemas convencionais como spray-drying.
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4.3.4 Morfologia das capsulas

As capsulas de emulsdo de amido-OSA sao normalmente produzidas por spray-
dry e apresentam superficie dentadas que se assemelham a buracos (FERNANDES
et al., 2014; HE et al., 2016; DOMIAN et al., 2018). As capsulas produzidas nesse
estudo (Figura 22) apresentaram forma esférica lisa sem fissuras na parede das
capsulas, caracteristica importante para evitar a perda de compostos volateis. O
aumento da concentracdo do 6leo essencial ndo alterou a morfologia das capsulas.
Algumas amostras apresentaram buracos na matriz das capsulas. Segundo Gomez-
Mascaraque et al. (2017), esses buracos sugerem que o 6leo pode nao ter sido bem
aprisionado na estrutura encapsulada, sugerindo que as goticulas de 6leo nao foram
atraidas com sucesso para a estruturas interna durante o encapsulamento. Assim os
buracos observados nas capsulas elaboradas com 30% de 6leo essencial e 20% de

etanol esta relacionado com o menor EE relatado anteriormente.
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Figura 22. Morfologia das cépsulas de amido-OSA e 0leo essencial de alecrim em
diferentes concentracdes (0, 20, 30, 40 e 50%) produzidas com diferentes teores de
etanol (20 e 30%)
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4.3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR do amido-OSA e éleo essencial puros e das cipsulas
estdo apresentados na Figura 23. Os espectros indicam que nenhuma banda nova
apareceu nas capsulas analisadas, desta forma, é possivel afirmar que nao foram
formados novos grupos funcionais. A banda na extremidade em torno de 3330 cm
estd associada aos grupos hidroxilicos e a banda em 2924 cm™ é referente as
vibracdes de alongamento C-H do amido. A banda em 1746 cm corresponde ao
grupo da esterificacdo do amido-OSA, resultante das ligagcdes C=0 e C=C (LIN et al.,
2017).

A banda em 2950 cm, caracteristica do 6leo essencial de alecrim, mostrou um
leve deslocamento na amostra com 30% de etanol quando o conteudo do 6leo era 30
e 50% Segundo Kringel et al. (2017), mudancas nas caracteristicas das bandas das
moléculas hospedeiras, tais como o desaparecimento ampliagdo e variacbes na
intensidade do pico, podem indicar uma interacdo do 6leo essencial com a cavidade
do material da parede. Essas descobertas sugerem que o Oleo essencial foi

incorporado com sucesso nas capsulas, conforme confirmado pela analise EE.
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Figura 23. Espectros de FTIR das capsulas de amido-OSA e 6leo essencial de alecrim

produzidas com diferentes teores 6leo e solucdo aquosa com 20% (a) e 30% (b) de

etanol.



85

4.4 Concluséo

As cépsulas elaboradas a partir da emulsdo com amido modificado por OSA
foram produzidas com sucesso pela técnica de electrospraying. A concentracédo de
40% de etanol na solucédo aquosa nao permitiu a formacdo de uma emulsao estavel.
Porém, a utilizacdo de 20% ou 30% de etanol proporcionou a obtencdo de emulsdes
estaveis e de capsulas com morfologia esféricas e lisas com alta eficiéncia de
encapsulacao (superior a 82%).

Emulsdes mais estaveis e com menor tendéncia de agregacdo das goticulas e
alta eficiéncia de encapsulacdo foi obtida quando utilizado 20% de etanol e
concentracdes de 0Oleo essencial de 40% ou 50% (98% de EE). O aumento do teor de
Oleo alterou minimamente as propriedades das emulsGes e das capsulas, mostrando
gue o amido-OSA tem uma grande capacidade de carregamento. As capsulas podem
ser aplicadas na preservacdo de alimentos, como proporcionar atividades

antimicrobianas em queijo, carne e embalagens ativas em geral.
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5.1 Introducéo

A é&rea de embalagens de alimentos continua a evoluir, devido aos avancos da
ciéncia e tecnologia de materiais, bem como a demanda em virtude de mudancas de
habitos dos consumidores. A embalagem ndo € essencial apenas para conter e
proteger o alimento durante o transporte e armazenamento, mas também para facilitar
a utilizacdo do produto bem como informar o consumidor sobre a qualidade do
alimento (MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014). Em sistemas de embalagens
avancados, essas funcdes sdo aumentadas através de mecanismos interativos
conduzidos por processos fisicos, quimicos e/ou biolégicos. Embalagens ativas tem a
funcdo de fornecer protecdo e preservar os alimentos através de algum mecanismo
ativado por fatores intrinsecos e/ou extrinsecos. Com estas funcdes importantes, a
area de embalagens tornou-se a terceira maior industria do mundo e representa cerca
de 2% do Produto Interno Bruto (PIB) em paises desenvolvidos (HAN, 2005).

A utilizacdo de hidrogéis em embalagens para produtos alimenticios é promissor,
especialmente, devido a biodegradabilidade e a possibilidade de incorporar e
imobilizar células e compostos bioativos (FARRIS et al., 2009). O desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de compostos esta diretamente ligado a utilizacéo
de sistemas matriciais permedveis a agua e capazes de reter ou adsorver, transportar
e liberar as substancias eficientemente (NETO et al., 2005; GONSALVES et al., 2011).

Os hidrogéis também podem oferecer novas oportunidades para a elaboracéo
de materiais de embalagem a partir de biopolimeros eficientes com propriedades
desejaveis. Os biopolimeros obtidos a partir de recursos renovaveis ganharam
atencéo por razdes econdmicas e ambientais. Desta forma, a utilizacao de polimeros
como a amido para a elaboracdo dos hidrogéis e como material de parede para a
encapsulacdo de compostos ativos €& promissor para o0 desenvolvimento de
biomateriais, como hidrogéis bioativos.

Nos ultimos anos, as plantas aromaticas e seus extratos tém sido examinadas
quanto a sua eficacia para aplicacbes na seguranca alimentar e preservacao de
alimentos (FISHER; PHILLIPS, 2008; GYAWALI; IBRAHIM, 2014; PRAKASH et al.,
2015). Estas propriedades sao atribuidas aos 0leos essenciais que sao naturalmente
antimicrobianos, além de possuirem atividades antioxidante (CALLAWAY et al., 2011).
O controle de bactérias deteriorantes e patogénicas de origem alimentar € alcancada
principalmente por controle quimico, mas o0 uso de produtos quimicos sintéticos é

limitado devido a aspectos indesejaveis, incluindo carcinogenicidade, toxicidade
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aguda, teratogenicidade e os periodos de degradacdo lenta, o que poderia levar a
problemas ambientais, como a poluicdo. A percepcdo publica negativa de
antimicrobianos sintéticos utilizados em produtos alimenticios tem gerado interesse
no uso de compostos naturais de plantas (FALEIRO, 2011). As atividades biolégicas
ou antimicrobianas dos 6leos essenciais estdo diretamente correlacionadas com a
presenca de seus componentes volateis bioativos, que sdo produzidos pelas plantas
em resposta a estimulos externos, como estresse (MAHMOUD; CROTEAU, 2002).
Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi elaborar hidrogéis a base de amido
de arroz e poli(alcool vinilico) incorporados de emulsdo de amido-OSA e Oleo

essencial de alecrim com acao antibacteriana.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Material

Os grédos de arroz do cultivar IRGA-406, contendo 20% de amilose, foram
escolhidos com base nos resultados do estudo feito por Biduski et al. (2018). O 6leo
essencial de alecrim (OEA) (Rosmarinus officinalis L., Sigma, Brasil) foi encapsulado
no amido anidrido octenil succinico (Amido-OSA) fornecido pela empresa Ingredions
Incorporated (CAPSUL®, Ingredion Canada Corporation, Canada). Este experimento
foi realizado nos Laboratorios do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de

Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas.

5.2.2 Extracdo e modificacdo do amido para elaboracéo do hidrogel

As amostras de arroz livres de impurezas foram moidas para a obtencdo da
farinha de arroz. A extracdo de amido a partir da farinha de arroz foi realizada pelo
meétodo alcalino descrito por Colussi et al. (2014). A modificacdo dos amidos foi
realizada por intercruzamento utilizando trimetafosfato de sodio (TMFS) de acordo
com método descrito por Woo e Seib (1997), com modifica¢des sugeridas por Biduski
et al. (2018). O amido intercruzado apresentou teor de fésforo de 0,058 como
reportado em Biduski et al. (2018).

5.2.3 Preparacgéo das emulsdes
O amido-OSA (20%, p/v) foi dissolvido em solugédo tampdao de fosfato de sodio

10 Mm (pH 7,0) ou em agua, de acordo com o método de elaboracéo do hidrogel. O
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Oleo essencial de alecrim foi adicionado lentamente, sobre agitagdo de 1200 rpm por
10 min (Isotemp, Fisher Scientific, USA). O 6leo foi adicionado na concentracdo de
30% (p/p) com base no peso do material de parede. A solucao foi sonicada (VC 505,
Sonics & Materials, Inc., USA) a 20 kHz por 4 min para formar a emulsdo. A emulséo
foi diluida em &gua ou solucao tampé&o e a concentracao de 1% de Oleo essencial (p/v)
da solugéo de hidrogel foi obtido.

5.2.4 Elaboracao dos hidrogéis bioativos

Os hidrogéis foram elaborados pela adicdo da emulsao em diferentes etapas da
elaboracdo dos hidrogéis como mencionado a seguir. Posteriormente os hidrogéis
foram dispersos em moldes de 20 mm de diametro e 10 mm de altura e liofilizados.

Hidrogel controle: Uma suspenséo de amido de arroz (3 g de amido em 20 mL
de agua destilada) foi aquecida a 55 °C e gelatinizada pela adicdo de 0,5 mL de NaOH
50%. Em seguida uma solucédo de 10% de PVA (1 g de reagente/10 mL de &gua) foi
adicionado ao amido gelatinizado e mantido a 55°C por 30 min. A solucéo foi agitada
em ultraturrax por 1 min.

Adicao da emulsdo apos gelatinizacao: Uma suspensao de amido de arroz (3 g
de amido em 20 mL de 4gua destilada) foi aquecida a 55 °C e gelatinizada pela adi¢éo
de 0,5 mL de NaOH 50%. Em seguida uma solucdo de 10% de PVA (1 g de
reagente/10 mL de agua) foi adicionado ao amido gelatinizado e mantido a 55°C por
30 min. Apds, a emulsdo de Oleo essencial de alecrim e amido-OSA foi adicionada no
hidrogel. A mistura foi agitada a 15 000 rpm por 1 min.

Diluicdo da emulsdo em agua antes da gelatinizacdo: A emulsdo de 6leo
essencial de alecrim e amido-OSA foi diluida em agua para obter uma concentracdo
final de OE de 1% (p/v). O amido de arroz foi adicionado a emulsdo diluida e a
suspensao foi aquecida a 55 °C e gelatinizada pela adi¢cado de 0,5 mL de NaOH 50%.
Em seguida uma solucéo de 10% de PVA (1 g de reagente/10 mL de agua) foi
adicionado ao amido gelatinizado e mantido a 55°C por 30 min.

Diluicdo da emulsdo em solucéo tampéo antes da gelatinizacdo: A emulséo de
Oleo essencial de alecrim e amido-OSA foi diluida em solucéo tampéao para obter uma
concentracéo final de OE de 1% (p/v). O amido de arroz foi adicionado a emulséo
diluida e a suspenséao foi aquecida a 55 °C e gelatinizada pela adicdo de 0,5 mL de
NaOH 50%. Em seguida uma solugéo de 10% de PVA (1 g de reagente/10 mL de

agua) foi adicionado ao amido de arroz gelatinizado e mantido a 55°C por 30 min.
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5.2.5 Absorcéo de agua dos hidrogéis

A capacidade de absorcdo de agua dos hidrogéis bioativos foi realizada pela
imersdo em agua destilada de acordo com o método D570 (ASTM, 2010). A medida
foi realizada por pesagem das amostras liofilizadas e apds 24h de imersao em agua
destilada a temperatura ambiente. A capacidade de absorcdo foi medida

gravimetricamente de acordo com a Equacéao 6.

Capacidade de absorgio (%) = Pesoi”t“’l’;‘;ssijdo_ Pesoseco 4 100 (6)

5.2.6 Avaliacao otica dos hidrogéis
Os hidrogéis liofilizados e intumescidos foram fotografados e avaliados quanto a

integridade estrutural apds a imersdo em agua destilada por 24 h.

5.2.7 Avaliacdo morfoldgica de hidrogéis

A morfologia interna dos hidrogéis liofilizados foi avaliada utilizando microscoépio
eletrénico de varredura (JEOL JSM-6610LV, Japéao). Os hidrogéis foram quebrados
com nitrogénio liquido e fixados na superficie do stub com uma fita de carbono dupla
face. As amostras foram recobertas com uma camada de ouro utilizando um

metalizador a vacuo (Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA).

5.2.8 Perfil de analise em textura (TPA)

O TPA dos hidrogéis intumescidos foi realizado em texturdbmetro (TA.XTplus,
Stable Micro Systems, Reino Unido) utilizando dois ciclos de compressao. As
amostras tiveram 50% da sua altura inicial comprimida em uma velocidade de 5 mm.s"

1 por uma sonda cilindrica de 36 mm de diametro.

5.2.9 Atividade antibacteriana do 6leo essencial de alecrim
A atividade antibacteriana foi avaliada utilizando 3 bactérias Gram negativa:

Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.
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5.2.9.1 Difusdo em agar

A andlise de disco difusdo em agar é util para uma verificacdo preliminar da
atividade antibacteriana, identificando quais bactérias sdo sensiveis ao agente
antibacteriano (BURT, 2004). Desta forma, a eficiéncia do 6leo essencial contra os
micro-organismos mencionados foi avaliada pela técnica de disco difusédo (CLSI,
2017), onde uma suspenséo celular bacteriana (1,5 x 108 UFC/mL — 0,5 McFarland)
foi inoculada na superficie do agar Brain Heart Infusion (BHI-Oxo0id®) em placas de
petri. Para andlise do 6leo essencial, discos de papel filtro estéreis (Laborclin®) foram
dispostos sobre o agar e adicionados de 10 L de 6leo essencial de alecrim. As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C e a existéncia de halos de inibicdo ao redor dos
discos caracteriza resultado positivo. O diametro, expresso em mm, foi medido com
paquimetro digital. Um controle negativo foi realizado com a adicdo de agua destilada

ao invés do 6leo essencial.

5.2.9.2 Concentracéo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida Minima

A determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial de
alecrim foi avaliada pelo teste de microdiluicdo em placa (CLSI, 2017). O Oleo
essencial (50 uL) foi adicionado nos pocos contendo agar BHI e Tween 80 (1% v/v;
50 pL) e contendo a suspensédo bacteriana (50 uL) para cada uma das bactérias
testadas. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Foi considerado como CIM a
maior diluicdo onde ndo houve alteracdo na cor, consequentemente ndo houve,
crescimento celular (OJEDA-SANA et al., 2013).

Para detectar a Concentragdo Bactericida Minima (CBM), foram inoculadas em
agar BHI aliguotas de 10 pL, de cada poco onde houve inibicdo no teste da CIM. Foi
considerado como CBM a menor concentracdo onde nao foi observado crescimento

bacteriano nas placas de petri.
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5.3 Resultados e Discusséo
5.3.1 Absorcéo de agua dos hidrogéis bioativos

A absorcdo de agua dos hidrogéis bioativos de amido de arroz intercruzado e
emulsado de 6leo essencial de alecrim e amido-OSA esta apresentada na Tabela 8. A
adicdo da emulsdo apds a gelatinizacdo por agitagcdo em ultraturrax acarretou em
hidrogel com menor absor¢éo de agua. Isso pode ter ocorrido, pois a agita¢édo intensa
influencia na viscosidade do gel formado e consequentemente na retrogradacdo do
amido. O mesmo ocorreu com o hidrogel elaborado com solucao tampao. Neste caso,
a solucdo tampdo pode ter diminuido a ionizacdo das hidroxilas do amido,
ocasionando menor viscosidade do material. O hidrogel elaborado pela diluicdo da
emulsdo em agua e adi¢cdo antes da gelatinizacdo apresentou a maior absorcdo de
agua. Isto esta relacionado com a formacdo dos poros pequenos observado na

avaliacdo morfologica dos hidrogéis.

Tabela 8. Absorcao de agua dos hidrogéis bioativos.

Hidrogéis )
_ _ — Absorcéo agua (%)
Adicdo da emulsao? Diluigéo
Controle Agua 551,8 + 22,6°
o Tampéao 471,2 +7,6°
Antes da gelatinizacao )
Agua 664,4 + 28,32
Apos da gelatinizagéo Agua 421,9 +10,5°

1 Letras mindsculas distintas na mesma coluna difere estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey.

5.3.2 Avaliagdo otica dos hidrogéis bioativos

Os hidrogéis fotografados apds a imersdo em agua estdo apresentados na
Figura 24. Os hidrogéis liofilizados apresentaram estrutura semelhante, de coloragéo
branca (hidrogel controle) ou levemente amarela (hidrogéis bioativos) e estrutura
continua, independentemente do método de adi¢cdo da emulséo.

Os hidrogéis mantiveram sua integridade estrutural, bem como o tamanho e
formato apds o intumescimento, independentemente do método de adicdo da
emulsdo. A coloracdo homogénea dos hidrogéis elaborados é um indicativo de uma
mistura eficiente da emulsdo na solucdo do hidrogel. No entanto, os hidrogéis
elaborados com a diluicdo da emulsdo em &gua e sua utilizacdo antes da gelatinizacao

apresentaram coloracdo amarelada na parte inferior do hidrogel (Figura 25), indicando
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uma separacéo de fases. Esse fendmeno pode ser um indicativo da desestabilizacéo
da emulséo pela adi¢éo da solugéo alcalina para o processo de gelatinizagéo, o qual

foi evitado pela utilizacdo do tampéo fosfato de sodio.

Figura 24. Hidrogéis bioativos hidratados elaborados com amido de arroz modificado
(@) com diluicdo da emulsdo com solucdo tampao (b), em agua (c), mistura via

ultraturrax (c).

Figura 25. Representacéo da porcéo inferior dos hidrogéis liofilizado elaborados com

adicdo da emulsao diluida em agua antes da gelatinizacéo.
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5.3.3 Avaliacdo morfoldgica dos hidrogéis ativos

A morfologia interna dos hidrogéis estédo apresentados na Figura 26. O hidrogel
elaborado sem adicdo da emulsdo apresentou poros maiores que 0s demais
hidrogéis, justificando a menor absorcédo de 4gua (Tabela 8). Isso pode ter ocorrido
pela agitagdo intensa realizada pelo ultraturrax, o qual diminui a viscosidade do meio,
reorganizando as moléculas do amido e afetando a sua retrogradacédo, ocasionado
em poros maiores do que hidrogel elaborado sem agitacdo (Figura 18). A estrutura
mais aberta dos hidrogéis controle acarreta em uma menor capacidade de absor¢céo
de agua.

O hidrogel elaborado com solucdo tampéao apresentou estrutura irregular, com
poros nado definidos (Figura 26c¢), quando comparados com os demais hidrogéis
elaborados. Isso pode ter ocorrido, devido a solu¢cdo tampéao impedir ou retardar a
ionizagdo das hidroxilas das moléculas de amido. As hidroxilas das moléculas do
amido sao ionizadas em pH elevado (HAN; LIM, 2004), assim, a afinidade com a agua
pode ter sido reduzida pelo pH neutro da solucao tampéao.

Os hidrogéis elaborados sem a presenca da solucdo tampao apresentaram
poros de tamanhos variados e irregulares (Figuras 26d e 26e). Os hidrogéis
elaborados com a adicdo da emulsdo, diluida em agua, antes a gelatinizacao
apresentaram poros arredondados de diferentes tamanhos ao longo de sua estrutura,
semelhante a amostra controle (Figura 26d). Pequenos poros sao responsaveis por
reter a agua na estrutura dos hidrogéis, justificando sua maior absorcao de dgua em
relacdo as demais amostras. Quando a adicdo da emulsdo foi feita apos a
gelatinizacdo com a mistura feita pelo ultraturrax, os poros perderam sua estrutura
mais organizada, com a presenca de aglomeracdes ao longo da estrutura. A utilizacdo
do ultraturrax na amostra sem adicdo da emulséo (controle) (Figura 26a) acarretou
em poros maiores, possivelmente pela diminuicdo da viscosidade, devido a agitacéo

intensa afetando a estrutura do hidrogel apos sua reticulagéo.
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SEI  12kV WD11imm §845 x500 50pm  =— SEl  12kV WD12mm 5845 x500 50pm

SEI  12kV WD12mm §845 x500 50pm  w— SEl  12kV WD13mm 5845 x500 50pm

Figura 26. Morfologia interna dos hidrogéis bioativos: controle (a), emulsédo diluida em

solucéo tampao (b), e em agua (c) e emulsdo misturada com ultraturrax (d).

5.3.4 Perfil de analise de textura (TPA) dos hidrogéis bioativos

O perfil de andlise de textura dos hidrogéis esta apresentado na Tabela 9. O
método de adicdo da emulsao no hidrogel influenciou na sua resisténcia, ocasionando
uma reducao da dureza, quando a diluicdo da emulséo foi feita em agua. A mistura da
emulsdo pela agitacdo intensa do ultraturrax apds o processo de gelatinizacdo
permitiu a obtencdo de hidrogéis com as mesmas caracteristicas de resisténcia
mecanica dos hidrogéis elaborados sem adicdo da emulsédo (controle). Da mesma
forma, a utilizacdo da solugdo tampao como diluente da emulséo para sua utilizacao
antes do processo de gelatinizacdo, permitiu obtencdo de hidrogéis com
caracteristicas semelhantes a amostra controle, com uma leve diminuig&o no perfil de
textura (TPA). Tem-se como hipétese de que a solugcdo tampéao possa ter estabilizado
a emulsdo de amido durante a etapa de gelatinizagdo, desta forma os hidrogéis
elaborados apenas com agua, possivelmente apresentou maior efeito negativo na
emulsdo, afetando as propriedades dos hidrogéis. Além disso, esses hidrogéis
apresentaram a menor absor¢cédo de agua, o que pode ter contribuido para a maior
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dureza do que a amostra elaborada com a diluicdo da emulsdo em agua, a qual
apresentou a maior capacidade de absorcao.

Tabela 9. Perfil de analise de textura dos hidrogéis bioativos.

Adicdo da emulséo/ solugéo diluente

Parametros? Antes gelatinizacéo ApOs gelatinizacéo
Controle , ,
Tampéo Agua Agua

Dureza (g) 1636,47 + 8,472 1414,17 + 70,43 462,01 + 64,00° 1779,20 £ 8,112
Flexibilidade 0,96 + 0,022 0,87 +0,02° 0,91 + 0,012 0,93 + 0,022
Coesividade 0,83 £ 0,002 0,74 £ 0,00¢ 0,77 £ 0,02b¢ 0,78 £ 0,00°
Gomosidade (g) 1381,46 + 18,362 1084,38 +5,71° 349,06 + 35,96° 1393,60 + 7,042
Resiliéncia 0,64 + 0,062 0,54 £ 0,012 0,52 £ 0,012 0,62 + 0,002

1Letras minusculas distintas na mesma linha, para cada parametro, difere estatisticamente (p < 0,05)

pelo teste Tukey.

5.3.5 Atividade antibacteriana do 6leo essencial de alecrim

O Oleo essencial de alecrim apresentou atividade antibacteriana para as trés
bactérias testadas (Tabela 10). O maior halo de inibi¢cdo foi observado para E. coli
(35,33 mm), no entanto a P. aeruginosa, apresentou a menor CIM (0,19 mg/mL),

mostrando-se mais sensivel do que as demais bactérias testadas.

Tabela 10. Disco difusdo, concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracéo

bactericida minima (CBM) do 6leo essencial de alecrim.

Bactérias Halo de inibicdo (mm) CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
S. Typhimurium ATCC 14028 21,33 +2,31 0,39 0,78
E. coli NCTC12900 35,33+1,15 0,39 3,15
P. aeruginosa ATCC 15442 21,67 £ 1,53 0,19 6,13

A acao antibacteriana de 0leos essenciais é devida a sua citotoxicidade para as
bactérias, pois 0s Oleos essenciais sdao moléculas lipofilicas que penetram no
envelope celular e na membrana citoplasmatica, destruindo a camada de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios (SOLOMAKOS et al., 2008). Isto
ocasiona uma leséo celular nas bactérias, pela alteracdo da permeabilidade, colapso

na bomba de protons, clivagem das macromoléculas e coagulacao citoplasmatica
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(SOLOMAKOS et al., 2008). Além disso, os compostos fendlicos dos éleos essenciais
se ligam na bicamada fosfolipidica da membrana celular, aumentando sua
permeabilidade e extravasando o0s constituintes intracelulares ou danificando o
sistema enzimatico da célula (MOREIRA et al., 2005).

O direcionamento para uma utilizacdo adequada do 6leo essencial de alecrim é
dependente da sua composi¢cao. Quando o componente majoritario do 6leo é canfora,
como o caso deste estudo, o 6leo pode constituir bom agente antimicrobiano em
alimentos, no entanto, estudos relatam que quando ha predominancia de 1,8-cineol

no dleo essencial de alecrim, este pode ser preferido para uso terapéutico.
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5.4 Concluséao

O d6leo essencial de alecrim apresentou atividade antibacteriana contra
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, apresentando
concentracdo minima bactericida de 0,78, 3,15 e 6,13 mg.ml?, respectivamente. O
método de adicdo da emuls&o do 6leo essencial de alecrim na solugéo dos hidrogéis
influenciou nas caracteristicas finais dos hidrogéis. Uma menor absorcdo de agua e
dureza foi observada no hidrogel elaborado com solugcéao tampao. Quando a emulséo
foi diluida em agua e adicionada antes da gelatinizacdo os hidrogeis apresentaram a
maior absorcdo de agua. No entanto esses hidrogeis apresentaram cor amarelada na
parte inferior, indicando separacdo da emulsdo. A agitacdo intensa gerada pelo
ultraturrax alterou a morfologia dos hidrogéis acarretando em poros maiores e menor
absorcdo de agua em comparacdo a amostra controle. O hidrogel elaborado pela
diluicdo da emulséo em solugdo tampéo adicionada antes da gelatinizagdo permitiu

obter um material semelhante a amostra controle.

5.5 Estudos futuros

Como continuacdo deste trabalho, os hidrogéis bioativos serdo aplicados em
embalagens de peito de frango refrigerado, a fim de avaliar a eficiéncia no controle
antibacteriano. Para isso as seguintes analises serdo realizadas.

Cinética de inibicdo bacteriana no hidrogel bioativo contra S. Typhimurium. Os
hidrogéis serdo intumescidos com a solucdo bacteriana e a cinética de
desenvolvimento microbiano serd monitorado durante 7 dias.

A aplicacao dos hidrogéis se dard em embalagens de peito de frango refrigerado.
Amostras de peito de frango sem pele sera contaminada com S. Typhimurium e a
contagem bacteriana, tanto no frango, quanto no hidrogel, sera avaliada durante 7
dias.

As propriedades morfologicas, de textura e de absorcéo de agua serdo avaliadas
para a maior concentracdo de emulsdo na solugdo, a fim de avaliar possiveis
alteracgdes.

A distribuicdo do 6leo essencial de alecrim na matriz polimérica dos hidrogéis de
amido, devera ser confirmada através da analise de microscopia confocal, a qual
envolve a adicdo de um corante hidrofobico (Nile Red), que ira se ligar com o 6leo
essencial e sobre a incidéncia de uma luz florescente emitir4 coloracdo avermelhada,

indicando os pontos onde ha presenca do 6leo essencial no hidrogel.
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6 Consideragdes finais

Os diferentes teores de amilose dos amidos de arroz permitiu a formacao de
hidrogéis com diferentes morfologias, capacidade de absorcdo de agua e
caracteristicas de textura. Além disso, o método de gelatinizacdo dos amidos antes
da reticulagdo dos hidrogéis influenciou na formacdo ou n&o de hidrogéis
superabsorventes a base de amidos de arroz, nativos e intercruzados. Desta forma,
diferentes aplicacbes podem ser sugeridas como aplicacdo em embalagens de
alimentos para absorver excesso de agua liberada pelo alimento, como o hidrogel de
amido modificado de médio teor de amilose, gelatinizado via solu¢do alcalina. Os
hidrogéis elaborados com amidos nativos pela gelatinizacao via aquecimento podem
ser utilizados para liberacdo de compostos, pois sua solubilidade parcial forneceria
um perfil de liberacdo controlada e gradual.

A encapsulacdo do 6leo essencial de alecrim por electrospraying a partir da
emulsdo de amido-OSA é uma alternativa promissora para preservacdo do Oleo
essencial, evitando o uso de altas temperaturas no processo e perda dos compostos
volateis. A etapa de adicdo da emulsédo durante a elaboracéo do hidrogel influenciou
nas suas propriedades, devendo-se analisar a atividade antibacteriana dos hidrogéis,
a fim de avaliar a viabilidade da adicdo da emulséo do 6leo essencial de alecrim no
hidrogel como agente antibacteriano, bem como sua aplicacdo em embalagens

alimenticias.
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APENDICE A

Curvas representativas dos hidrogéis de amidos gelatinizados via aquecimento e

solucéo alcalina
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Potencial zera das emulsdes com diferentes concentracfes de etanol e 6leo essencial

de alecrim, durante 7 dias de armazenamento.

Etanol (%) Dia

Concentracao de 0leo essencial (%)
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-14,97 £ 0,062
-14,17 + 0,514°
-6,71 + 0,168

-12,80 +0,2682
-9,31 +£0,21¢b
-4,24 +0,288¢

-13,67 0,314
-8,35 +0,18%°
-2,21 +0,09¢c

-18,13 + 1,024
-10,57 + 0,428
-5,57 +0,178¢

-13,00 + 0,8282
-6,15 + 0,15¢¢
-8,46 + 0,957

-12,47 + 0,31¢
-7,85 + 0,208b
-4,55 + 0,32¢¢

-12,37 £ 0,6082
-6,38 £ 0,21¢b
-3,17 + 0,088B¢

-18,03 £ 0,324
-8,37 +0,11P¢
-14,00 + 0,36

-16,50 £ 1,714
-9,82 + 0,048
-9,85 +0,34A°

-13,87 +0,06%
-7,87 +0,06A8b
-4,54 + 0,128¢

-13,03 +0,21B2
-7,43 £0,12Pb
-6,98 +0,287°

-13,37 £ 0,065
-7,44 +0,398°
-3,91 £ 0,21¢¢

-17,13 £ 0,1282
-10,67 +0,06¢°
-7,24 +0,21F¢

-16,13 £ 0,214
-7,94 +0,05PP
-9,50 +0,174¢

-12,07 +£0,12¢
-7,23 £ 0,288
-8,42 + 0,49/¢

-17,23 £ 0,407
-8,42 £+ 0,11¢P
-5,52 + 0,148¢

-14,50 + 0,107
-7,76 + 0,33ABb
-6,07 + 0,068¢

-13,20 + 0,448C2 -14,10 + 0,358

-8,35 + 0,0248b
-6,35 + 0,12A¢

-14,73 £ 0,65%@
-11,70 + 0,307°
-3,54 + 0,228¢

-8,42 + 0,407Bb
-6,75 *+ 0,36A¢
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-9,68 + 0,336
-3,63 + 0,048

-13,70 £ 0,262
-11,63 + 0,06B°
-6,63 + 0,355¢

-14,40 + 0,358

-11,63 +0,06%°
-4,23 +0,138¢

-12,84 +0,2782
-8,05 + 0,444°
-9,09 + 0,17A¢

-13,77 £ 0,12B2
-12,97 + 0,38%°
-6,72 + 0,37A¢

-13,67 + 0,238
-8,24 + 0,02A°
-7,24 + 0,087B¢

-14,37 £ 0,46"@
-8,78 £ 0,12A°
-5,62 + 0,138¢

-10,63 + 0,152
-6,58 + 0,13¢P
-4,26 + 0,38A¢

L etras maiusculas distintas na mesma linha e mindsculas na mesma coluna, para cada dia de

avaliacéo, difere estatisticamente (p < 0,05) pelo teste Tukey
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