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RESUMO

ANTUNES, Mariana Dias. Producdo de fibras ultrafinas de zeina
incorporadas com complexo de inclusdo de B-ciclodextrina e Oleo essencial de
eucalipto (Eucalyptus citriodora) com atividade antimicrobiana, pela técnica de
electrospinning 2016. 63p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O controle microbiano € uma preocupacdo constante na industria de embalagens
para alimentos. As embalagens ativas s&o capazes de inibir o crescimento
microbiano nos alimentos. Além disso, o uso de polimeros biodegradaveis tem sido
amplamente estudado. A zeina € um polimero biodegradavel que possui um grande
potencial na industria de embalagens, podendo encapsular compostos bioativos em
sua matriz polimérica. Os 6leos essenciais (OE) sdo compostos bioativos de
ocorréncia natural decorrente do metabolismo secundario de algumas plantas e tém
sido estudado como agentes antimicrobianos em embalagens ativas. No entanto,
torna-se necessario a complexacdo com alguma molécula a fim de reduzir algumas
caracteristicas indesejaveis, como a alta volatilidade. As ciclodextrinas sao
moléculas em forma de cone capazes de acomodar no seu interior moléculas
apolares, como os O6leos essenciais. Uma tecnologia eficaz capaz de incorporar
compostos bioativos em nanomateriais, é a técnica de electrospinning. Com isso, o
objetivo desse estudo foi produzir fibras ultrafinas de zeina incorporando um
complexo de inclusdo (CI) entre p-Ciclodextrina (B-CD) e 6leo essencial de eucalipto
(Eucalyptus citriodora) (OEE) através da técnica de electrospinning a fim de se obter
membranas antimicrobianas como embalagens ativas para alimentos. O OEE foi
caracterizado quanto a composi¢cdo quimica e atividade antimicrobiana contra 7
bactérias de importancia em alimentos. O Cl foi avaliado quanto aos grupos
funcionais, morfologia e propriedades térmicas. As solu¢des poliméricas de zeina
pura, em diferentes concentracdes, foram avaliadas quanto a viscosidade aparente e
condutividade elétrica e as membranas resultantes apds o0 processo de
electrospinning foram avaliadas quanto a morfologia e distribuicdo de diametro. As
solucdes de zeina 30% (p/v) foram adicionadas de Cl nas concentracdes de 6, 12,
18 e 24% (p/v), sendo estas caracterizadas quanto a viscosidade aparente e
condutividade elétrica. Apos o processo de electrospinning das solu¢cdes com Cl,
estas membranas foram avaliadas quanto a morfologia e distribuicdo de diametro,
propriedades térmicas, grupos funcionais e atividade antimicrobiana em micro-
atmosfera contra S. aureus e L. monocytogenes. Os resultados indicaram atividade
antimicrobiana do OEE contra as bactérias testadas. Através da analise dos grupos
funcionais e da morfologia, pode-se observar uma efetiva complexacédo do OEE e da
B-CD. As fibras obtidas com 30% (p/v) de zeina na solucéo polimérica apresentaram
melhores caracteristicas morfolégicas. Todas as membranas formadas com CI
reduziram o crescimento microbiano de S. aureus e L. monocytogenes. A
concentracéo de 24% (p/v) de ClI foi a que se obteve maior percentual de reducgéo de
crescimento, em micro-atmosfera, com 24,3% e 285% para S. aureus e L.
monocytogenes, respectivamente. As membranas antimicrobianas apresentaram
caracteristicas para possivel aplicacdo como embalagens ativas para alimentos.
Palavras-chave: Fibras ultrafinas, eletrofiacdo, complexo de inclusédo, eucalipto,
atividade antibacteriana.



Abstract

Microbial control is a constant concern in the food packaging industry. Active
packaging is capable of inhibiting microbial growth in food. In addition, the use of
biodegradable polymers has been extensively studied. Zein is a biodegradable
polymer that has great potential in the packaging industry and can encapsulate
bioactive compounds in its polymer matrix. Essential oils (EO) are naturally occurring
bioactive compounds due to the secondary metabolism of some plants and have
been studied as antimicrobial agents in active packaging. However, complexation
with  some molecule is necessary in order to reduce some undesirable
characteristics, such as high volatility. Cyclodextrins are cone-shaped molecules
capable of accommodating apolar molecules such as essential oils. An effective
technology capable of incorporating bioactive compounds into nanomaterials is the
electrospinning technique. The objective of this study was to produce ultrafine zein
fibers by incorporating an inclusion complex (IC) between B-Cyclodextrin (B-CD) and
eucalyptus essential oil (EO) through the electrospinning technique in order to
Antimicrobial membranes as active food packaging. The EEO was characterized by
the chemical composition and antimicrobial activity against 7 bacteria of importance
in food. Cl was evaluated for functional groups, morphology and thermal properties.
Polymer solutions of pure zein at different concentrations were evaluated for
apparent viscosity and electrical conductivity and the resulting membranes after the
electrospinning process were evaluated for morphology and diameter distribution.
The 30% (w/v) zein solutions were added with IC at concentrations of 6, 12, 18 and
24% (w/v), which were characterized for apparent viscosity and electrical
conductivity. After the electrospinning process of IC solutions, these membranes
were evaluated for morphology and diameter distribution, thermal properties,
functional groups and micro-atmosphere antimicrobial activity against S. aureus and
L. monocytogenes. The results indicated antimicrobial activity of EEO against all
tested bacteria. Through the analysis of functional groups and morphology, an
effective complexation of EEO and B-CD can be observed. The fibers obtained with
30% (w/v) zein in the polymer solution showed better morphological characteristics.
All membranes formed with IC reduced the microbial growth of S. aureus and L.
monocytogenes. The concentration of 24% (w/v) IC was obtained with the highest
percentage of growth reduction in micro-atmosphere, with 24.3% and 28.5% for S.
aureus and L. monocytogenes, respectively. The antimicrobial membranes showed
characteristics for possible application as active food packaging.

Key-words: Ultrafine fibers, electrospinning, inclusion complex, eucalyptus,

antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

O controle microbiano € uma preocupacdo constante na indastria de
embalagens para alimentos. Embalagens contendo substancia antimicrobiana
anexada e/ou imobilizada no material de embalagem s&o chamadas de embalagens
ativas antimicrobianas as quais sao capazes de inibir o crescimento microbiano nos
alimentos. Essas embalagens sao promissoras, uma vez que compostos
antimicrobianos atuam de forma controlada, estendendo assim a vida util do produto
sem alterar as caracteristicas sensoriais do alimento (SOARES et al., 2009; WEN et
al., 2016b).

Com a crescente preocupac¢do com o meio ambiente e a fim de minimizar o
uso de recursos ndo-renovaveis, o uso de polimeros biodegradaveis para
embalagens tem sido amplamente estudado (SIRIPATRAWAN e VITCHAYAKITTI,
2016). A zeina € um polimero biodegradavel de alto grau de polimerizacdo e nao
tem sido utilizada para o consumo humano, devido ao seu balanco nitrogenado
negativo e sua baixa solubilidade em agua. E a principal proteina de armazenagem
do milho, correspondente a cerca de 50% do teor total de proteina e tem um grande
potencial na industria de embalagens, pois possui boa elasticidade, capacidade de
formacéo de filme e hidrofobicidade (TORRES-GINER, GIMENEZ, LAGARON, 2008;
MORI et al., 2014). A partir dessas caracteristicas a zeina tem sido alvo de
pesquisas, principalmente, no ramo de embalagens e revestimentos para alimentos,
assim como encapsulamento de compostos bioativos (LUO et al., 2011; NEO et al.,
2013; MORI et al., 2014).

Entre os compostos bioativos, encontram-se os 0Oleos essenciais (OE), de
ocorréncia natural decorrente do metabolismo secundéario de algumas plantas, os
quais possuem ampla acdo antimicrobiana. Os OE tém sido uma alternativa eficaz
no uso de aditivos alimentares naturais em embalagens ativas. No entanto, OE
puros possuem algumas caracteristicas indesejaveis como alta volatilidade,
insolubilidade em &gua, além do seu sabor e odor muito caracteristico da planta de
origem. Uma alternativa para proteger os compostos volateis do OE é a
complexagdo com [B-ciclodextrina, a qual possui uma estrutura em forma de cone
com uma cavidade lipofilica e alta capacidade de hospedar moléculas apolares, tais
como OE (AYTAC et al., 2016).
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O Eucalyptus € uma planta pertencente a familia Myrtaceae cultivada em
todas as regides do Brasil sendo conhecidas cerca de 800 espécies (Elaissi et al.,
2011). Das folhas de algumas espécies, através de hidrodestilacdo, é extraido um
O0leo essencial, o qual possui diferentes composices quimicas. A espécie
Eucalyptus citriodora jA € conhecida por seu Oleo essencial possuir propriedade
antimicrobiana, devido sua composi¢do quimica, contra diversos microorganismos
(SINGH et al., 2012).

Existem varios estudos sobre incorporacdo de compostos ativos em
nanomateriais e suas aplicagdes na producédo de embalagens utilizando diferentes
tecnologias. O electrospinning € uma técnica relativamente simples, de baixo custo,
podendo ser utilizado uma ampla variedade de polimeros para fabricacdo de
nanofibras. Estes materiais nanoestruturados estdo sendo cada vez mais utilizados
em varias aplicacfes, tais como biossensores, engenharia de tecidos e na industria
de alimentos e embalagens. Esta técnica possibilita produzir nanofibras com alta
area superficial devido a grande porosidade e estrutura nanométrica, sendo muito
conveniente para obter uma liberacdo controlada do agente antimicrobiano da
embalagem para o alimento (NEO et al., 2013).

Alguns autores tém reportado a incorporagdo de agentes antimicrobianos
naturais em nanofibras produzidas por electrospinning. Wen et al. (2016a) obtiveram
nanofibras de poli(acido latico) (PLA) incorporadas com Oleo essencial de canela
para utilizacdo como embalagem ativa antimicrobiana. Mori et al. (2014) produziram
nanofibras de zeina incorporadas de taninos, em diferentes concentracdes,
extraidos da casca de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) e avaliaram as
propriedades destas membranas. Em outro estudo, Neo et al. (2013) incorporaram
acido galico, em diferentes concentracdes, em nanofibras de zeina para obtencao de
nanofibras funcionais com atividade antioxidante. No entanto, ndo foram
encontrados estudos sobre a incorporagdo de 6leo essencial de eucalipto na forma
de complexo de inclusdo com B-ciclodextrina para protecéo e liberacdo controlada
dos volateis em fibras ultrafinas de zeina produzidas por electrospinning. Portanto, o
objetivo do estudo foi produzir fibras ultrafinas de zeina, incorporando um complexo
de inclusdo de oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus ciriodora) e B-ciclodextrina,
com acdo antimicrobiana, através da técnica de electrospinning. O 6leo essencial de
eucalipto (OEE) foi caracterizado pela composicdo quimica e atividade

antimicrobiana contra 7 bactérias de importancia em alimentos. As fibras ultrafinas
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de zeina contendo diferentes concentragcbes do complexo de inclusdo foram
caracterizadas pela morfologia, propriedades térmicas, grupos funcionais e acgéo

antimicrobiana dos volateis.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar fibras ultrafinas de zeina, com complexo de incluséao
entre [B-ciclodextrina e O6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus citriodora) pela

técnica de electrospinning, e avaliar sua atividade antibacteriana.

2.2 Objetivos especificos

- Extrair e caracterizar o 6leo essencial de folhas de eucalipto (Eucalyptus
citriodora);

- Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto frente a bactérias
Gram positivas e Gram negativas;

- Preparar um complexo de inclusdo entre B-ciclodextrina e 6leo essencial de
eucalipto (Cl- B-CD/OEE)

- Caracterizar o complexo de incluséo (CI) quanto aos grupos funcionais, morfologia
e propriedades térmicas;

- Elaborar e caracterizar solugdes poliméricas de zeina quanto a viscosidade
aparente e condutividade elétrica;

- Produzir e avaliar fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning quanto a
morfologia e distribuicdo de diametro;

- Elaborar e caracterizar solugcdes poliméricas de zeina com diferentes
concentracfes de Cl quanto a viscosidade aparente e condutividade elétrica;

- Produzir e avaliar fibras ultrafinas de zeina com CI pela técnica de electrospinning
qgquanto a morfologia e distribuicdo de diametro, propriedades térmicas, grupos

funcionais e atividade antimicrobiana em micro-atmosfera.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros - Polimeros naturais

Nos ultimos anos tem sido alvo de pesquisas a utilizagdo de polimeros
naturais em diversos setores, com énfase na industria de embalagens para
alimentos. Polimeros naturais sdo aqueles formados a partir de organismos vivos, ou
seja, sua sintese envolve, na maioria das vezes, rea¢des catalisadas por enzimas e
reacoes de crescimento de cadeia a partir de monémeros ativados, 0s quais sao
formados no interior das células por processos metabdlicos complexos
(FRANCHETTI e MARCONATO, 2006). Estes polimeros sdo, em alguns casos,
alterados em suas propriedades, através de métodos quimicos ou fisicos, com o
intuito de apurar caracteristicas desejaveis a aplicacdo (MILLAS, 2012). Um grande
empenho para estender a vida utili e aprimorar a qualidade dos produtos
alimenticios, diminuindo os residuos de embalagens, vem incentivando a pesquisa
de novos materiais de embalagem de base biolégica, como os filmes comestiveis e
biodegradaveis a partir de fontes renovaveis (WESLEY; RAJA;
TIROUTCHELVAMAE, 2014).

Zeina é a proteina mais abundante do milho (cerca de 80%) sendo um co-
produto da moagem Umida dos grdos. E conhecida por suas caracteristicas como
alta hidrofobicidade, devido aos residuos de aminoacidos que a compde, sendo trés
quartos lipofilicos (prolina, isoleucina, alanina, fenilanina, metionina, valina, leucina)
e um quarto hidrofilicos (treonina, cisteina, tirosina, asparagina, histidina, ac.
glutdmico, arginina, glutamina, glicina), boa elasticidade, alta resisténcia térmica e
barreira ao oxigénio e capacidade de formacdo de filme. A partir dessas
caracteristicas ela tem sido alvo de pesquisas, principalmente, no ramo de
embalagens e revestimentos para alimentos, assim como encapsulamento de
compostos bioativos (LUO, et al., 2011; NEO, et al., 2013; MORI, et al., 2014).
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Figura 1 - Modelo de estrutura secundaria da proteina zeina, aminoacidos apolares organizados
em estrutura circular repetidos pela unido dos segmentos polares (hélices). As nove hélices unidas
em figura plana, sendo 'Up' a direcdo do término NH2 para COOH da cadeia dos aminoacidos,
enquanto 'Dn' indica a direcdo oposta (a) e arranjo das proteinas através do empilhamento dos
planos por interacbes de residuos de glutamina, parte polar estendidas nas extremidades da
cadeia molecular (b)

Fonte: ARGOS, et al., 1982

Recentemente muitas pesquisas tém sido realizadas utilizando a zeina como
polimero para producdo de fibras/nanofibras, para diversas aplicagbes, como
embalagens ativas ou inteligentes para alimentos, através de variadas técnicas, em
especial electrospinning (TORRES-GINER, GIMENEZ, LAGARON, 2008; KAYACI e
UYAR, 2012; NEO et al., 2013; MORI, et al., 2014;).

3.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma grande éarea da pesquisa a qual envolve a
caracterizacdo, fabricacdo e/ou a manipulagdo de estruturas, dispositivos ou
materiais que tém pelo menos uma dimensdo de aproximadamente 1-100 nm de
didmetro. Quando o tamanho da particula é reduzido abaixo deste valor, o material
resultante apresenta suas propriedades fisicas e quimicas significativamente
diferentes das propriedades de materiais em macroescala constituidos pela mesma
substéncia (SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011). Devido as suas propor¢oes
nanometricas, estes materiais possuem alta relacdo de superficie e atividade de
superficie em relacdo ao volume total. Quando adicionados aos polimeros
compativeis, 0s nanomateriais podem aumentar eficientemente as propriedades do
material dos nanocompdsitos resultantes, como uma melhor resisténcia mecéanica,
maior estabilidade térmica, maior condutividade elétrica, entre outras (USKOKOVIC,
2007). Assim, esses nanomateriais sao muito promissores para melhorar as
propriedades mecanicas e de barreira de embalagens de alimentos, bem como o
desenvolvimento de estruturas avancadas para aplicacdes de ativos e inteligentes
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014)

Apesar do interesse em torno da nanotecnologia e do alto investimento, uma
area que tem sido lenta para utilizar esses recursos € a industria de alimentos. Isso
nao € inesperado, uma vez que o0 publico tem tido preferéncia por produtos

alimenticios "naturais" a implementacéo de tecnologias alimentares emergentes tem
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sido inibida, e a nanotecnologia ndo foi excecdo. Assim, a opinido publica sobre
aplicacdes gerais da nanotecnologia varia de indiferente a ligeiramente positivo,
sendo que alguns estudos sugerem que 0s consumidores continuam cautelosos
sobre "nanoalimentos” (DUNCAN, 2011).

O conceito do alimento que interage com o consumidor é permitir que este
possa alterar caracteristicas do alimento em funcao da sua necessidade de nutricao
e sabor. A concepcdo de “nanoalimentos” sdo nanocapsulas que contenham
modificadores de cor, odor, sabor ou ainda elementos essenciais, como vitaminas,
0S quais continuariam inalterados no interior do alimento e s6 depois seriam
liberados pela sua acdo (MARTINS, et al., 2016).

Até 2020 as pesquisas em nanotecnologia prometem atingir pelo menos 6
milhdes de reais em toda economia global, pois o uso, principalmente, de
revestimentos de protecdo e embalagens para alimentos tornou-se de grande
importancia para a industria de alimentos devido sua alta capacidade em estender a
vida util dos produtos (WESLEY; RAJA; TIROUTCHELVAMAE, 2014).

3.3 Electrospinning

7

O electrospinning é uma técnica a qual permite a producdo de fibras
poliméricas com dimensBes em escala nanométrica bem como o encapsulamento de
compostos bioativos sensiveis. A técnica utiliza a aplicacdo de forcas eletrostaticas
na solucdo através da aplicacdo de alta voltagem, onde um eletrodo conectado a
uma fonte de alta tensédo positiva ou negativa € acoplado a ponta da agulha que
passara a solucéo polimérica, desta forma essas cargas sao induzidas no interior da
solu¢do. Em um primeiro momento a solu¢éo é mantida sob a forma de uma gota na
extremidade da agulha, devido a sua tensdo superficial. Com o aumento gradativo
da tensdo elétrica ocorre a amplificacdo da gota, formando um cone, conhecido
como cone de Taylor. Quando as forcas eletrostaticas superam a tensao superficial,
um jato da ponta do cone é ejetado em direcdo a regido de potencial mais baixo,
sendo na maioria das vezes um coletor metalico aterrado. No momento em que o
jato é transportado, ocorre a evaporagdo do solvente e assim o polimero solidifica-
se, produzindo uma membrana composta de nanofibras que sdo depositadas no
coletor. Durante o transporte do jato da solucdo polimérica, ocorre a elongacao
deste, tornando-o muito comprido e fino (RAMAKRISHNA et al., 2005; SATO, 2011).
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Figura 2 - Modelo de uma estacao de electrospinning para a formacao de fibras poliméricas.

Fonte: MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2013.

A partir de diferentes polimeros e parametros do processo pode-se obter uma
variedade de formas e tamanhos de fibras pela técnica de electrospinning. Estudos
mostram diferentes morfologias de fibras poliméricas, como fibras ramificadas,
achatadas, cilindricas e dobradas. A ramificacdo na fibra pode estar relacionada com
0 processo de quebra das goticulas, devido ao alto nivel de carga na solucdo. Ja,
secbes transversais circulares apontam que a fibra estava no estado solido no
momento da colisdo com o alvo. Fibras com geometria em forma de fita sdo devidas
ao colapso de um fio ou gel dessa solu¢do apdés o impacto. Outras formas nao
circulares podem ser devidas a contracdo da solucdo na solidificacdo, apds o
impacto, quando a fibra ja ndo esta sob tensdo (TORRES-GINER, GIMENEZ,
LAGARON, 2008; LUO et al., 2011)

Variagbes no processo de electrospinning também resultam em diferentes
tamanhos de diametro das fibras, além de defeitos estruturais, como o aparecimento
de esferas ou beads. O surgimento desses beads na estrutura das fibras se deve ao

desnivelamento desigual da fibra durante o processo de estiramento, sendo que 0s
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principais fatores que influenciam a formag&o destes sdo a viscosidade da solugéo,
a tensdo superficial e a densidade da carga liquida transportada pelo jato. O campo
eletrostatico submetido e a condutividade da solucdo polimérica controlam a
densidade de carga desse liquido transportado durante o processo. Uma alternativa
para reduzir a tensdo superficial e eliminar o nimero de fibras com beads, é
adicionando surfactante a solugéo (TORRES-GINER, GIMENEZ, LAGARON, 2008).

SElI 10kV WD11mm SS39

Figura 3 - Defeito em fibras produzidas pelo electrospinning, fibras com beads.

Fonte: Arquivo pessoal.

Os principais parametros que afetam o processo de electrospinning sao as
propriedades da solugéo polimérica (viscosidade aparente, condutividade elétrica,
tensdo superficial), condigbes do processamento (voltagem aplicada, taxa de fluxo,
distancia do coletor) e ambientais (umidade relativa do ar, temperatura ambiente).
Com isso, torna-se fundamental compreender como esses parametros influenciam a
morfologia e didametro das fibras. Assim, a técnica de electrospinning é promissora
para o encapsulamento de compostos bioativos alimentares em fibras, pois possui
vantagens como liberacdo controlada, processo em temperatura ambiente (23 +
2°C), encapsulamento eficaz e maior estabilidade do composto bioativo obtido a
partir de polimeros de qualidade alimentar ou biopolimeros, além de poder controlar
o tamanho do produto resultante através da manipulacdo dos parametros de
processamento (GHORANI e TUCKER, 2015)

3.4 Oleos essenciais como agentes antimicrobianos

Oleos essenciais sdo substancias aromaticas e volateis derivadas do

metabolismo secundario de plantas, formados em células especiais, e normalmente
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encontram-se concentrados em uma certa regiao, como folhas, frutos ou casca. Sé&o
constituidos de misturas complexas de compostos, podendo conter mais de 60 tipos
de componentes, e sdo caracterizados pela presenca de um, dois ou até trés
compostos majoritarios, que, geralmente, determinam a sua propriedade bioldgica.
Porém, existem declaragbes de que 0s compostos minoritarios presentes
desempenham uma funcdo importante na atividade antimicrobiana do 6leo
essencial, possivelmente pelo seu efeito sinérgico com 0s outros componentes
(DELAQUIS et al, 2002)

Diversos estudos tém relatado sobre a atividade antimicrobiana destes 6leos
essenciais. Porém, muitas vezes verifica-se uma diferenca significativa nessa
atividade antimicrobiana em uma mesma espécie, o que estad relacionado,
principalmente, com a localizacao geografica, época da coleta, gendtipo e condicdes
climaticas, sendo entdo necessario a caracterizacdo da composi¢do quimica desses
Oleos essenciais (SINGH, et al., 2012)

Alguns possiveis mecanismos de acdo dos Oleos essenciais como agentes
antimicrobianos foi elucidado em alguns estudos. Porém, o exato mecanismo ainda
ndo foi definido. Como j4 € conhecida, uma importante caracteristica dos 0leos
essenciais € a sua hidrofobicidade, o que lhes permite alterar a permeabilidade da
membrana celular e mitocondrial, tornando-as mais permeaveis e susceptiveis a
perdas de ions e moléculas (CARSON, et al, 2002).

Outra caracteristica sdo a presenca dos compostos fendlicos, onde é possivel
supor que o efeito destes compostos seja dependente da concentracdo, assim,
baixas concentracdes influenciam a atividade enzimética, enquanto que altas
concentracfes podem acarretar na desnaturacéo protéica. Outras alteracfes que 0s
compostos fendlicos podem causar sdo a modificacdo da permeabilidade da
membrana celular, ocasionando a perda de macromoléculas, e também podem
interagir com proteinas da membrana celular causando desorganizacdo na sua
estrutura e funcionalidade (FUNG, TAYLOR e KAHAN, 1977; BAJPAI, RAHMAN e
KANG, 2008)

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e possui diversas
espécies, sendo conhecidas mais de 400, e é encontrado em todas as regifes do
Brasil. A partir da hidrodestilacdo das suas folhas obtém-se um 6leo essencial com
diferentes composi¢bes quimicas, 0s quais sdo aprovados para uso como aditivos

alimentares e também em formulag¢des cosméticas (SILVEIRA, et al., 2012)
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A espécie Eucalyptus citriodora ja foi reportada por varios autores quanto a
sua acao antimicrobiana (ESTANISLAU, et al., 2001; ELAISSI, et al., 2011; TOLBA,
et al., 2015;). A sua composicdo quimica, em geral, tem como composto majoritario
o citronellal, porém alguns estudos relatam o 6-octenal e a-pinene como

constituintes majoritarios (SINGH, et al., 2012).

Figura 4 — Folhas de Eucalyptus citriodora.

Fonte: ARAUJO, 2005.

Devido a sua alta volatilidade, insolubilidade em &gua e odor forte, torna-se
interessante a realizacdo de uma forma de proteger os compostos volateis do éleo
essencial, como através da complexacdo com alguma molécula, por exemplo, as

ciclodextrinas, que o proteja minimizando esses fatores indesejaveis.

3.5 Ciclodextrinas e complexo de incluséao

As ciclodextrinas sdo uma familia de compostos formados por moléculas de
glicose unidas em um anel. A B-ciclodextrina (3-CD) é constituida por 7 unidades de
glucopiranosideo. Apresenta uma cavidade interna hidrofébica e uma superficie
externa hidrofilica. As ciclodextrinas tém sido muito utilizadas para preparar
complexos de inclusdo com 6leos essenciais visando melhorar a estabilidade e
solubilidade destes compostos. Esses complexos podem ser explicados como a
interacdo dos compostos no qual uma molécula hospede menor, como 6leos
essenciais, se encaixa no interior da outra molécula, as ciclodextrinas, e é envolvida
por esta (ZHU, et al., 2014). Ja foi relatado por varios autores a melhora das

propriedades fisicas dos 6leos essenciais quando complexados com B-ciclodextrina,
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além de manter ou até mesmo aumentar as atividades antimicrobiana e antioxidante
dos mesmos (ARANA-SANCHEZ, et al., 2010; WEISHEIMER et al., 2010; HILL,
GOMES & TAYLOR, 2013; KFOURY et al., 2014;).
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Figura 5 — Representagéo esquematica da molécula de B-Ciclodextrina.
Fonte: FRACETO, et al. 2007.

Gong et al. (2016) estudaram a atividade antifungica de um complexo de
inclusédo entre eugenol e B-ciclodextrina, em frutos frescos de lichia e verificaram que
tanto nos ensaios in vitro, contra fungos, quanto nos in vivo, nos frutos, houve uma
inibicdo significativa do crescimento das colénias. Além disso, resultados de
ressonancia magnética demonstraram mudancas quimicas da molécula de [-
ciclodextrina indicando a inclusdo do eugenol na cavidade lipofilica da p-
ciclodextrina.

Ja Wen et al. (2016a) estudaram a incorporacdo de complexo de inclusédo
entre Oleo essencial de canela e B-ciclodextrina em nanofibras de poli(acido latico)
(PLA) através da técnica de electrospinning, para utilizacdo como nanofilme
antimicrobiano em alimentos, e verificaram uma melhora na estabilidade do 6leo
essencial de canela, apos a complexacdo com B-ciclodextrina, através da técnica de
espectroscopia na regidao do infravermelho, sendo também demonstrado, através de
imagens de microscopia eletrbnica de varredura, uma formacdo bem sucedida do
complexo de inclusdo. Estes mesmos autores também compararam a atividade

antibacteriana dos nanofilmes com complexo de inclusdo e apenas com o 6leo
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essencial, e os resultados mostraram uma melhora desta atividade nos nanofiimes

com complexo de incluséo, demonstrando a importancia desta etapa.

3.5 Embalagens ativas

As embalagens sdo uma forma de proteger os produtos garantindo assim a
qualidade destes durante o transporte e armazenamento. S&o utilizados diversos
materiais para producdo de embalagens, como papel, polimeros, metais, além da
combinacéo destes. Porém, com o passar dos anos e a grande perda de alimentos
no mundo, faz-se necessario o desenvolvimento de novas embalagens que
diminuam essas perdas aumentando a vida util do alimento (FERREIRA, 2012)

As embalagens ativas sdo um tipo de embalagem na qual alteram suas
condicGes internas, a fim de aumentar a seguranca, melhorar as propriedades
sensoriais, com o objetivo de estender a vida util do produto embalado, ou seja,
estas embalagens interagem de forma intencional com o alimento (ROONEY, 2005)

Um exemplo de embalagem ativa € a embalagem antimicrobiana, a qual
possui algum composto ativo no interior da sua matriz, desta forma este composto
migra lentamente para a superficie do produto embalado e, através da sua acao no
alimento, estende o periodo de validade do produto.

O sistema de embalagens antimicrobianas pode ser de dois diferentes tipos:
contato direto da embalagem com o produto ou sem contato direto, contendo um
espaco livre na embalagem. S&o utilizados varios agentes antimicrobianos para
incorporacdo na embalagem, entre eles os 6leos essenciais. Os 0leos essenciais por
serem altamente volateis sdo ideais para compor embalagens ativas antimicrobianas
na qual ndo entra em contato direto com o alimento. Neste caso, a principal etapa do
mecanismo de migracdo do composto ativo da embalagem para o produto, é a
evaporacao ou distribuicdo equilibrada do composto antimicrobiano através do
espaco livre no interior da embalagem (QUINTAVALA & VICINI, 2003).

Existem alguns estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana de
membranas poliméricas incorporadas de complexo de inclusdo entre B-ciclodextrina
e Oleos esséncias, como por exemplo, Wen et al. (2016b) que estudaram a atividade
antimicrobiana de nanofibras de PVA Poli(acetato de vinilo) e complexo de inclusao
entre B-ciclodextrina e 6leo essencial de canela contra E. coli e S. aureus, através da

técnica de disco-difusdo, e obtiveram resultado de diametro da zona de inibicdo de
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28,9 mm para e Escherichia coli e 30,5 mm para Staphylococos aureus, sendo mais
eficiente que o controle positivo com sulfato de kanamycin com 28,2 e 24,1 mm,
respectivamente.

Sendo assim, 0os compostos ativos utilizados para compor as embalagens
ativas antimicrobianas para alimentos devem ser autorizados pela regulamentacao
vigente como produtos aprovados para contato com alimentos. Nas embalagens
antimicrobianas onde ocorre a migracdo do composto para o alimento, alterando sua
composicao, estes devem estar presentes na lista de aditivos de grau alimenticio,

garantindo assim a seguranca do produto embalado (JONG, et al., 2005)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Zeina e B-ciclodextrina (99%) foram adquiridos de Sigma Aldrich, (Brasil).
Alcool etilico absoluto 99,5% P.A. foi adquirido da CRQ Produtos Quimicos LTDA. A
matéria prima utilizada para a extracdo do 6leo essencial foram folhas de eucalipto,
coletadas no més de junho de 2015 de &rvores adultas classificadas como
pertencentes a espécie Eucalyptus citriodora, localizadas na regido sul do Rio
Grande do Sul, no municipio de Cangucgu (latitude: 31° 23’ 44”/longitude: 52° 471’
117). Os meios de cultura utilizados foram Mueller Hinton (MH) e Brain Heart Infusion
(BHI), adquiridos de Sigma Aldrich. Todos os reagentes utilizados foram de alta

pureza.

4.2 Métodos

4.2.1 Extracdo do 6leo essencial de eucalipto (OEE)

Para o processo de extracdo do Oleo essencial as folhas de eucalipto foram
congeladas e trituradas, objetivando um aumento da superficie de contato que
resulta em um maior rendimento do processo. O método utilizado foi o de
hidrodestilacdo em equipamento clevenger seguindo as especificagbes definidas por
Dannenberg et al., (2016). Em um baldo com capacidade para 2L foram
adicionados cerca de 300 g das folhas de eucalipto trituradas e 1L de &gua
destilada, o baldo foi entdo conectado ao equipamento clevenger e aquecido até
temperatura de ebulicdo (100°C) por uma manta de aquecimento durante 2h. Apos
sua obtencao o 6leo essencial de eucalipto foi desidratado por filtracdo em funil com
Sulfato de sédio (Na2S0a4), e armazenado a -20°C (+2) em frasco de vidro ambar

devidamente vedado com parafilme, até o momento das analises.

4.2.2 Caracterizagao do OEE

4.2.2.1 Composicao quimica

A composicao quimica do OEE foi realizada utilizando-se um vial de 1,5 mL

onde foram misturados 20 pL do Oleo essencial de eucalipto com 480 pL de hexano
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e 50 puL de uma solucdo de 1-nonanol em hexano (5 mg.mL?). A amostra foi
preparada em duplicata e cada replicata foi injetada duas vezes em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectro de massas (GC-MS) (SHIMADZU
QP2010 Ultra, Japan, 2010) utilizando um autoinjetor AOC-20i) e a biblioteca de
espectro de massas National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011).
Os parametros de injecdo, cromatografia e espectrometria de massas foram
configurados segundo Juliani e Simon (2008). Uma aliquota de 1 yL de amostra foi
injetada com temperatura do injetor a 200 °C, no modo splitless. Hélio como gas
carreador com fluxo de 1,08 mL.min* e velocidade linear como modo de controle de
fluxo foram utilizados. A coluna capilar utilizada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
Mm), com programacao isotérmica por 1 min a 60 °C, rampa de temperatura de 5 °C.
mint até 180 °C mantida por 1 min. A temperatura da fonte de ions e interface foram
ajustadas em 200 °C, e a faixa de varredura de massas foi de 40 a 450 m/z e 0,2
escaneamentos por segundo. Para determinacéo do indice de tempo de retencéo foi
utilizada uma série homologa de alcanos e o célculo do indice de retencao foi
realizado automaticamente pelo software do equipamento. A quantificacdo foi

realizada em relagéo ao padréo interno (1-nonanol).

4.2.2.2 Atividade antimicrobiana do OEE

A atividade antimicrobiana do OEE foi avaliada frente a 7 bactérias de
relevancia em alimentos, sendo 3 Gram positivas: Listeria monocytogenes (ATCC
7644), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC 11778); e 4
Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella Typhimurium (ATCC
14028), Shigella dysenteriae (ATCC 13313) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442).

4.2.2.2.1 Difusédo em agar

O espectro de agdo do OEE foi avaliado pela técnica de disco difusdo (CLSI,
2012a). Placas com Agar Mueller-Hinton (MH - Oxoid®) foram inoculadas em
superficie com suspensdes celulares das bactérias (aproximadamente 1,5 x 108

UFC.g! - 0,5 McFarland). Discos de papel estéreis (Laborclin®) foram dispostos
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sobre o 4gar e impregnados com 10 pL do OEE. O sistema foi incubado por 24
horas a 37 °C, e o didmetro dos halos de inibicdo foram aferidos com paquimetro
digital (King.tools®). Um controle negativo com os discos adicionados de agua

destilada foi utilizado. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.2.2.2 Concentracao Inibitéria Minima

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do OEE foi determinada através do
teste de micro-diluicdo em caldo utilizando placas estéreis com 96 pocos (CLSI,
2012b). O OEE foi diluido em caldo Brain Heart Infusion (BHI-Oxoid®) adicionado de
3% de tween 80 (Vetec®), obtendo concentracbes de 50 a 0,10 pL.mL?:. As
bactérias foram inoculadas obtendo a concentracéo final de 10* UFC.mL™?, por poco
de placa. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e a leitura dos resultados
realizada em espectrofotdmetro de placas (Robonik® Readwel plate) a 625 nm,
considerando como CIM a maior diluicdo onde ndo houve crescimento celular. Como
controle negativo de crescimento foi utilizado BHI com OEE (50 puL/mL) sem a
inoculacdo da bactéria, e como controle positivo de crescimento foi utilizado BHI

inoculando as bactérias sem a adicdo do OEE. (Ojeda-Sana et al., 2013).

4.2.2.2.3 Concentracdo bactericida minima

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada inoculando
aliquotas de 10 pL de cada poco da placa de microdiluicdo onde houve inibicdo no
teste da CIM (Item 4.2.2.2.2) em &agar BHI. Considerando como CBM a menor
concentracdo onde ndo houve crescimento neste meio apés 24 h a 37 °C (Ait-
Ouazzou et al., 2011).

A partir dos resultados das analises anteriores foram selecionadas 2 bactérias
mais sensiveis a acdo do OEE (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus), ou

seja, as bactérias com menor CBM, para continuar as analises seguintes.

4.2.2.2.4 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera
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A atividade antimicrobiana por acdo dos volateis foi determinada pela técnica
de micro-atmosfera proposta por Ghabraie et al., (2016). Aliquotas de 0,1 mL de
suspensdes celulares (103 UFC.mL™?) de L. monocytogenes e S. aureus foram
inoculadas na superficie de placas com Agar BHI (15 mL — camada de 6 mm). Na
tampa de cada placa foram posicionados discos de papel estéreis nos quais foram
adicionados diferentes volumes do OEE (50, 30, 20, 10, 5, e 2 L), as placas foram
imediatamente fechadas de modo invertido (tampa para baixo), e incubadas a 37 °C
por 24 h. A acdo antimicrobiana foi expressa pelo percentual de reducdo na
contagem celular (UFC) dos tratamentos com o OEE comparados com um controle
contendo agua estéril. A analise foi realizada em triplicata.

4.2.3 Preparo do complexo de inclusdo

O complexo de inclusédo (CI) entre o 6leo essencial de Eucalipto citriodora
(OEE) e B-ciclodextrina (B-CD) foi preparado conforme Bhandari, D’Arcy e Bich,
(1998) e Petrovic et al. (2010), com algumas modificacbes. Pesaram-se
aproximadamente 2 g de B-CD e dissolveu-se em 50 mL de agua destilada a 35°C
mantida sobre uma placa de aquecimento. Em seguida cerca de 1,5 g de OEE foi
adicionado a solugado de B-CD quente (35°C). A mistura foi mantida sob agitacao
magnética constante por 3 h a 35°C. Apdés a temperatura da solucdo diminuir
espontaneamente até a temperatura ambiente (23 + 2°C) esta foi refrigerada a 4°C
por 24 h. O precipitado da solucéo fria (4°C) foi entdo lavado com alcool etilico 99%
e posto em estufa a 40°C para secagem por 24 h. O complexo obtido foi
armazenado em frascos de vidro hermeticamente fechados e mantidos sob

refrigeracao.

4.2.4 Preparo da mistura fisica

A mistura fisica (MF) do OEE e B-CD foi preparada na mesma proporcédo do
complexo de inclusdo (75:100, respectivamente), homogeneizada com auxilio de

gral e pistilo.
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4.2.5 Caracterizagdo do complexo de incluséo e da mistura fisica
4.2.5.1 Grupos funcionais

A espectroscopia de infravermelho da B-CD, OEE, MF e do CI foi investigada
utilizando espectrometro com transformada de Fourier (IRPrestige21, Shimadzu,
Kyoto, Japao). As amostras foram preparadas utilizando a técnica de discos de KBr
(Brometo de potéssio). A analise dos espectros foi feita na regido do infravermelho
médio com intervalo de nimero de onda de 4000-5000 cm™ e resolucdo espectral de
4 cm?. Os sinais foram processados utilizando o software GRAMS (Galactic
Industries Corp., Salem, NH , EUA).

4.2.5.2 Morfologia

A morfologia das amostras de B-CD, OEE, MF e CI foi analisada utilizando um
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM-6610LV, USA). Uma pequena
porcdo das amostras foi colocada na superficie de um stub e subsequentemente
revestida com ouro atraves de um revestidor por crepitacdo. As imagens foram
analisadas no microscépio eletrbnico utilizando uma voltagem de aceleracdo de

10kV e uma ampliacdo de 800x e 2000x.

4.2.5.3 Propriedades térmicas por DSC

As propriedades térmicas das amostras de [B-CD, OEE, MF e CI foram
investigadas através da analise por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC
model 2010, TA Instruments, New Castle, USA) ao qual identifica a temperatura de
transigéo vitrea (Tg), temperatura de fuséo (Tf) e os valores de fusdo (AHf) do Cl em
comparacao com o OEE, B-CD e a MF. A andlise foi realizada sob atmosfera com
nitrogénio gasoso a uma taxa de fluxo de 50 mL/min e taxa de aquecimento de
10°C/min com uma massa de aproximadamente 3,0 mg. As amostras foram seladas
em panelas de aluminio fechadas hermeticamente e aquecidas a partir de 30°C até
300°C.

4.2.5.4 Propriedades térmicas por analise termogravimétrica (TGA)
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A estabilidade térmica da B-CD, OEE, MF e da CI foi observada através de
um analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japdo). A
amostra (cerca de 5 mg) foi aguecida em cépsulas de platina numa faixa de 30 a
600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e um fluxo de nitrogénio de 50

mL.mint. Uma cépsula de platina vazia foi utilizada como referéncia.

4.2.6 Preparo e avaliagbes das solugbes poliméricas de zeina utilizadas para o

electrospinning

Solucdes de zeina foram preparadas dissolvendo-se 2, 3 e 4 g de polimero
em 10 mL de etanol aguoso 70% (v/v), obtendo-se solu¢cdes com concentracdes de
20, 30 e 40% (p/v), respectivamente. Em seguida deixou-se sob agitacdo por 1 h
utilizando agitador magnético (FISOTOM, MODELO 752/6). Para a avaliacdo da
viscosidade aparente das solucdes foi utilizado um viscosimetro digital Brookfield
(Model DV - Il, USA). As solugdes (aproximadamente 9 mL) foram colocadas em
recipiente de aco inoxidavel do viscosimetro e este foi acoplado ao equipamento
utilizando um spindle n°18. A condutividade elétrica das solu¢cdes foi determinada
através de um condutivimetro (Medidor CON500) expresso em pS/cm. Todas as

medidas foram feitas a temperatura ambiente (23 + 2°C) e em triplicata.

4.2.7 Producao de fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning

Foram feitos testes preliminares para avaliagdo dos melhores parametros de
producdo das fibras ultrafinas. Os parametros testados foram: taxa de alimentacao
da bomba infusora, distancia da ponta da agulha ao coletor, tamanho da agulha e
tensdo aplicada. As fibras ultrafinas obtidas foram avaliadas em microscépio 6tico,
com o objetivo de verificar a homogeneidade e presenca de beads nas fibras. A taxa
de alimentacdo de 1 mL/h, a distancia da agulha até o coletor de 15 cm, diametro de
agulha de 0,7 mm e a tensdo em torno de 20kV foram os parametros mais
adequados para a producao de fibras ultrafinas sem beads e homogéneas. A partir
disto, esses foram os parametros utilizados para a producéo de fibras ultrafinas com
diferentes concentracbes de zeina. As solu¢des poliméricas foram colocadas em

seringas de 1 mL e uma bomba de infusdo de seringa (kd Scientific) controlou a taxa
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de fluxo da solucdo polimérica. O processo de electrospinning foi realizado através
da utilizacdo de um eletrodo positivo, conectado a uma fonte de alta tensdo com
corrente continua (INSTOR — Projetos & Robética), com uma tensdo de cerca de
20kV, ao qual foi acoplado diretamente na ponta da agulha metalica na saida da
seringa e um eletrodo negativo foi conectado a um alvo metalico coberto com folha
de aluminio posicionado no sentido horizontal a bomba de infusdo a uma distancia
de 15 cm da ponta da agulha até o alvo, para a deposicéo das fibras. No decorrer do
processo a temperatura ambiente foi controlada a 23 £ 2 °C pelo condicionador de ar
e a umidade relativa ficou em 45 + 2% controlada por um desumidificador. As fibras
ultrafinas foram formadas em funcdo da atracéo e transporte da solu¢do polimérica

ao alvo metalico.

4.2.8 AvaliagOes das fibras ultrafinas de zeina

4.2.8.1 Morfologia e distribuicdo de diametro

A morfologia das fibras ultrafinas foi analisada utilizando um microscopio
eletrbnico de varredura (Jeol, JSM-6610LV, USA). Uma pequena porcao das
nanofibras foi colocada na superficie de um stub e subsequentemente revestida com
ouro através de um revestidor por crepitacdo. As imagens foram analisadas no
microscopio eletrdnico utilizando uma voltagem de aceleracdo de 10kV e uma
ampliacdo de 1000x e 3000x. O diametro médio e a distribuicdo do diametro das
fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de zeina foram avaliados a partir das

imagens do MEV, sendo medidas cerca de 50 fibras, através do programa ImageJ.

4.2.9 Preparo e avaliacbes das solugcbes poliméricas com a incorporacdo do

complexo de incluséao

Para as solugcdbes com o complexo de inclusdo adicionou-se este, em
diferentes concentragbes (6, 12, 18 e 24% (p/v)), diretamente na solugdo de zeina
escolhida como padréo pelos melhores resultados na formagéo de fibras ultrafinas.
Solucbes de zeina foram preparadas dissolvendo-se 3 g de polimero em 10 mL de
etanol aquoso 70% (v/v), obtendo-se solu¢cdes com concentracdes 30% (p/v). Em
seguida adicionou-se o complexo de incluséo nas concentracdes de 6, 12, 18 e 24%

(m/v) e deixou-se sob agitacdo por 1 h utilizando agitador magnético (FISOTOM,
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MODELO 752/6 SERIE 1521638). A viscosidade aparente das soluc¢des foi avaliada
através de viscosimetro digital Brookfield (Model DV — I1l, USA). As solucdes
(aproximadamente 9mL) foram colocadas em recipiente de aco inoxidavel do
viscosimetro e este foi acoplado ao equipamento utilizando um spindle n°18. Todas
as medidas foram feitas em triplicata e a temperatura ambiente (23 £ 2°C). A
condutividade elétrica das solu¢des foi determinada através de um condutivimetro
(Medidor CONb500) expresso em uS/cm. Todas as medidas foram feitas a

temperatura ambiente (23 £ 2°C) e em triplicata.

4.2.10 Producéo de fibras ultrafinas de zeina com a incorporagdo do complexo de

inclusao

Conforme descrito no item 4.2.7

4.2.11 Avaliacdes das fibras ultrafinas de zeina com a incorporacdo do complexo de
inclusédo

4.2.11.1 Morfologia e distribuicdo de diametro

Conforme o item 4.2.8.1

4.2.11.2 Propriedades térmicas por analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das fibras ultrafinas, assim como dos compostos puros
(zeina po, B-CD e OEE), foi avaliada através de um analisador termogravimétrico
(TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As amostras (aproximadamente 5 mg)
foram aquecidas em cépsulas de platina numa faixa de 30 a 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C.min"t um fluxo de nitrogénio de 50 mL.mint. Uma cépsula de

platina vazia foi utilizada como referéncia.

4.2.11.3 Grupos funcionais

A interacdo entre a zeina, p-CD, OEE nas fibras ultrafinas foi investigada
utilizando espectrémetro com transformada de Fourier (FTIR — ATR) (IRPrestige21,

Shimadzu, Japao). A analise dos espectros foi feita na regido do infravermelho
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médio com intervalo de nimero de onda de 4000-5000 cm™ e resolucdo espectral de
4 cm?. Os sinais foram processados utilizando o software GRAMS (Galactic
Industries Corp., Salem, NH , EUA).

4.2.11.4 Atividade antimicrobiana das fibras ultrafinas com Cl, em micro-atmosfera

A atividade antimicrobiana das fibras ultrafinas foi avaliada pela técnica de
micro-atmosfera (Ghabraie et al., 2016). Placas contendo agar BHI foram inoculadas
com suspensdes celulares (103 UFC.mL1) de L. monocytogenes e S. aureus. Nas
tampas das placas foram dispostas aproximadamente 200 mg de cada fibra. As
placas foram fechadas e invertidas (tampa para baixo) evitando o contato da fibra
ultrafina com o &gar e incubadas a 37°C por 24 h. Os resultados foram expressos
em percentual de inibicdo, calculados pelas diferencas entre as contagens de UFC

dos tratamentos e do controle sem fibra ultrafina.

4.3 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey com nivel de 5% de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de eucalipto

5.1.1 Composicao quimica

A andlise de CG-MS do 6leo essencial de eucalipto revelou a presenca de 29
compostos quimicos (Tabela 1). O constituinte majoritario do 6leo essencial foi o
citronellal (63,77%) seguido do isopulegol (14,09%), citronellol (13,67%), B-pinene
(1,76%) e cyclohexanol-5-methyl (1,04%), sendo que o restante dos compostos
encontrados ficou abaixo de 1%. Singh et al. (2012) ao realizarem cromatografia
gasosa também do O6leo essencial de E. citriodora encontraram resultados
semelhantes a este estudo. Por outro lado, Elaissi et al. (2012) ao analisar a
composicao quimica de 20 espécies diferentes de eucalipto, incluindo E. citriodora,

encontraram 1,8-cineol (54%) e a-pineno (23%) como principais constituintes deste
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Oleo essencial. Véarios séo os fatores que determinam a composi¢cao quimica de um
Oleo essencial, assim como seu composto majoritario, de uma mesma espécie como
localizacéo, tipo de solo, idade das folhas e o0 método de extracéo do 6leo essencial.

A Tabela 1 apresenta os compostos quimicos encontrados no 6leo essencial

de eucalipto (E. citriodora) e seus respectivos tempos de retencao.
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Tabela 1 - Composicéo quimica do éleo essencial Eucalyptus citriodora.

Composto quimico Tempo de Concentracao (%)
retencao (min)
Hexanal 2,96 0,129
3-methylcyclopentanol 3,54 0,038
trans-2-hexenal 3,70 0,842
1-hexanol 3,91 0,246
propanoic acid 4,75 0,2
a-pinene 5,24 0,323
B-phellandrene 6,10 0,058
B-pinene 6,20 1,76
Limonene 7,45 0,239
Eucalyptol 7,53 0,317
2,6-dimethyl-5-heptenal 8,07 0,233
y-terpinene 8,24 0,136
4-carene 9,06 0,129
1,6-octadien-3-ol 9,32 0,492
tetrahydro-4-methyl 9,65 0,207
Isopulegol 1,72 14,09
Citronelal 11,00 63,77
5-caranol 11,62 0,343
a-terpineol 11,97 0,136
citronellol 13,01 13,67
7-octenoic acid 15,31 0,129
cyclohexanol-5-methyl 15,97 1,04
2 6-d|methyl-2 Ccis-6- 16.42 0.155
octadiene
trans-p-menthane-3,8-diol 16,55 0,233
citronellic acid 17,46 0,22
2-phenylethyl 2- 17,63 0,097
methylpropanoate
cis-3-methyl-2-(2-pentenyl)-2- 17.77 0,071
cyclopenten-1-one
2,8,8-trimethyl-4-methylene- 18.39 0.667

2-vinylbicyclo[5.2.0]nonane
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5.1.2 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de eucalipto
5.1.2.1 Difusdo em &gar, CIM e CBM

O OEE apresentou atividade antimicrobiana para as 7 bactérias testadas
(Tabela 2), com halos de inibicdo de até 39,64 mm de diametro (P. aeruginosa), e
com atividade bacteriostatica na concentracdo minima de 0,20 pL.mL? (L.
monocytogenes). As bactérias Gram positivas foram mais sensiveis a acdo do OEE
do que as Gram negativas. Dentre as Gram positivas, L. monocytogenes foi a mais
sensivel, com CBM de 0,78 pL.mL™?, enquanto P. aeruginosa foi a mais sensivel
dentre as Gram negativas, que apresentou CBM de 12,50 uL.mL* (Tabela 2).

A maior sensibilidade das bactérias Gram positivas, quando comparada as
Gram negativas, € uma caracteristica relatada na grande maioria dos trabalhos
realizados com O6leos essenciais, e se explica pelas diferencas existentes entre a
parede celular destes dois grupos de bactérias. Bactérias Gram negativas possuem
uma dupla camada fosfolipidica externa, composta por lipopolissacarideos,
consequentemente pelo carater hidrofobico desta estrutura, os compostos apolares
dos d6leos essenciais encontram dificuldade para penetrar na célula bacteriana.
Enquanto nas bactérias Gram positivas 90 a 95% da parede celular € composta por
peptideoglicano, facilitando a penetracdo de componentes apolares (NAZZARO et
al., 2013).

A Tabela 2 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana por disco

difusdo, CIM e CBM do OEE frente a diferentes bactérias patogénicas.
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana por disco difusdo, CIM e CBM do OEE frente a diferentes

bactérias.

- Halo de inibicao CIM CBM

Bactéria ATTCC (mm) ¢ (L) (wLmL)

Gram positivas:
Listeria monocytogenes 7644 21,52+0,41 0,20 0,78
Staphylococcus aureus 25923 32,71+ 3,19 0,78 1,56
Bacillus cereus 11778 19,66 £ 0,50 1,56 1,56
Gram negativas:
Escherichia coli 8739 14,37 + 0,64 6,25 50,00
Salmonella Typhimurium 14028 12,59 £ 0,36 6,25 > 50
Pseudomonas 15442
aeruginosa 39,64 £ 0,31 3,13 12,50
Shigella dysenteriae 13313 15,65 + 0,41 6,25 25,00

Resultados expressos em média + desvio padrédo, para o halo de inibi¢éo.
CIM = Concentracao inibitéria minima

CBM = Concentracao bactericida minima

5.1.2.2 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera

No ensaio de atividade antimicrobiana em micro-atmosfera, o0 OEE mostrou-
se ativo contra S. aureus e L. monocytogenes (Figura 6), promovendo reducdes
significativas (p < 0,05) no desenvolvimento destes patégenos sem a necessidade
de um contado direto, agindo exclusivamente por acao dos volateis. Concentracdes
de 0,03, 0,06 e 0,13 pL/cm® de OEE nas placas de petri, promoveram reducdes de
34, 37 e 63 % nas contagens de células viaveis de S. aureus, e de 27, 37 e 47%
para L. monocytogenes, respectivamente. Enquanto que as concentracdes de 0,25,
0,38 e 0,63 pL/cm® do OEE resultaram em reducdes de 100% nas contagens de
células viadveis de ambos os patdgenos.

Em micro-atmosfera, os componentes antimicrobianos dos 6leos essenciais
volatilizam formando uma fase de vapor, a qual atinge as células bacterianas
diretamente sem necessidade de difusdo no meio em que a bactéria se encontra
(agar). Nos ensaios em meio soélido e liquido (dgar e caldo), existe a interferéncia da
capacidade de difusao/dispersdo dos componentes do 6leo essencial no meio, que
nao é favoravel para 6leo essencial, uma vez que séo constituidos por substancias
apolares enquanto os meios usuais (agares e caldos) sdo formados por base
aquosa (GHABRAIE et al., 2016). A atividade antimicrobiana demonstrada pelo OEE

em fase de vapor permite prospectar sua aplicagdo em polimeros, como as
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nanofibras de zeina, visando a utilizacdo deste sistema como “saché&” antimicrobiano

para alimentos em embalagens fechadas.
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Figura 6 - Atividade antimicrobiana de OEE por acdo de volateis sobre o crescimento de S.
aureus e L. monocytogenes. Os resultados sdo expressos como meédia (n = 2) e a barra nas
colunas é o desvio padréo.

5.2 Caracterizagédo do complexo de inclusdo e da mistura fisica

5.2.1 Grupos funcionais

O espectro FTIR da B-CD, OEE, Cl e da MF estédo apresentados na Figura 7.

O espectro FTIR da B-CD pura (Figura 7) apresentou bandas caracteristicas
em 3408 cm, 2926 cm correspondentes a vibracdes de alongamento de grupos O-
H e C-H, respectivamente. Bandas de absor¢do em 1652 cm?, 1153 cm?, 1031 cm*
e 934 cm?t correspondem a flexdo de H-O-H, estiramento de grupos C-O,
estiramento simétrico de C-O-C e vibracbes de alongamento de ligagbes a-1,4,
respectivamente (AGUIAR et al., 2014; WEN et al., 2016b; ABARCA, et al., 2016).

Para o OEE puro, o espectro FTIR exibiu bandas caracteristicas em 3441 cm-
L correspondente ao estiramento de O-H dos componentes alcodlicos do 6éleo
essencial. Em 2721 cm™ e 1725 cm™! correspondem a modos de estiramento de C-H
e C=0, respectivamente, do citronelal. As bandas de absorcdo em 1647 cm™ e 1448
cm? podem estar associadas a vibracdes de alongamento de C=C de grupos
olefinicos do 6leo essencial e um dupleto CHs e CH2 de curvatura antissimétrico de

tesoura. Varias bandas de absorcdo comuns a todos os componentes do 6leo
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essencial foram encontradas, como ligagcbes duplas, grupos metil e metileno
(MONTENEGRO et al., 2013).

O espectro referente a mistura fisica mostrou bandas caracteristicas tanto da
B-CD e do OEE, indicando praticamente nenhuma interacdo entre as moléculas. Ja
no espectro do complexo de inclusédo pode ser observado que houve uma intensa
diminuicdo das bandas em 2721 cm™ e 1448 cm, quando comparado ao espectro
do 6leo essencial e da mistura fisica, indicando que estas ligacdes estdo envolvidas
na constituicdo destes complexos (AGUIAR et al., 2014). Resultado semelhante foi
encontrado por Galvéo et al. (2015) ao realizar complexo de inclusdo com B-CD e
Oleo essencial de laranja, que além da diminuicdo da intensidade de algumas
bandas caracteristicas do 6leo essencial observou também o desaparecimento de

outras, indicando a interacdo do 6leo essencial no interior da cavidade da 3-CD.
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Figura 7 - Espectro FTIR de B-Ciclodextrina (B-CD), 6leo essencial de eucalipto (OEE), mistura

fisica (MF) e complexo de incluséo (Cl).
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5.2.2 Morfologia

A morfologia de superficie da B-CD, da MF e do CI estdo apresentados na
Figura 8. A B-CD possui uma cavidade hidrofébica que |he permite acomodar varios
tipos de moléculas héspedes para formar complexos de inclusdo com diferente
morfologia (ZHANG et al., 2015).

A B-CD pura apresenta o tamanho da particula e a forma irregulares (Figura 8
a,b). Por outro lado, o complexo de inclusdo (B-CD/OEE) mostrou mudancas na
forma das particulas (Figura 8 e,f), indicando uma alteracdo da estrutura, o que pode
indicar a formacao de um complexo, o qual também difere da estrutura observada na
mistura fisica (Figura 8 c,d). Em geral, na comparacao das imagens observa-se que
o complexo de inclusdo é estruturalmente distinto da B-CD e da mistura fisica. Os
tamanhos e formas de particulas da B-CD e da mistura fisica sdo visualmente
diferentes daquelas do complexo de incluséo, o que confirma também a formacao de

complexo de inclusédo entre o OEE e 3-CD.
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Figura 8 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de B-CD pura (a, b), mistura fisica de
B-CD e OEE (c, d) e CI- 3-CD/OEE (e, f) em ampliacdes de 800x (a, c, €) e 2000x (b, d, f)

Resultado similar foi encontrado por Galvdo et al. (2015) que também
avaliaram a morfologia de um complexo de inclusao entre B-CD e 6leo essencial de
laranja e observaram alteragbes na forma e tamanho de particulas quando
comparado com a -CD pura.

Wen et al. (2016a) estudaram a morfologia (MEV) de complexo de inclusédo
entre B-CD e Oleo essencial de canela e relataram que a B-CD apresentou-se como
particulas de diferentes tamanhos em blocos retangulares, enquanto que a amostra
em relacdo ao complexo de inclusdo apresentou-se sob a forma de um cristal em
multi-camadas. Assim, os resultados mostraram que a morfologia do complexo de
inclusdo era relativamente diferente da B-CD, constatando a formacdo de um

complexo de incluséo.

5.2.3 Propriedades térmicas por DSC

Andlise térmica por DSC é amplamente utilizada para a avaliacdo de
complexos de inclusdo. As curvas DSC de todas as amostras sdo mostradas na
Figura 9.

A amostra de 3-CD pura apresentou um unico pico endotérmico a 144,65°C, o
gue de acordo com Wang, Cao, Sun & Wang (2011) esté relacionado com a perda
de 4gua dentro da cavidade hidrofébica de B-CD. O complexo de inclusao de 3-CD-
OEE apresentou um pico de alta intensidade a 135,07°C, o que pode ser atribuido a
evaporacdo do OEE (107,78°C), mostrando uma maior estabilidade térmica deste
composto, comparado com o 6leo essencial livre, e outro pico endotérmico a
145,14°C, atribuido a perda de moléculas de agua de 3-CD (WEN et al., 2016a). De
acordo com Mura (2015), as modificacdes no pico de forma e temperatura da banda
de desidratacéo da B-CD, coincidindo com o desaparecimento do pico de fusdo da
molécula convidada, estéo relacionadas com a formacao do complexo de incluséo.

Para a mistura fisica (MF), houve dois picos endotérmicos a 107,17°C e

143,19°C, que, segundo Galvao et al. (2015), se referem a evaporacdo de 6leo

essencial e liberacdo de moléculas de agua da B-CD, respectivamente.
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De acordo com Mura (2015), a presenca de dois picos na curva DSC da
mistura fisica referem-se a desidratacdo de p-CD e ao pico de fusdo das moléculas
dos outros compostos presentes.

O OEE mostrou um pico endotérmico intenso a 107,78 °C correspondente ao
processo de evaporacdo de compostos de oOleo essencial. No entanto, é de notar
gue as endotermias comecam a partir de 66,69°C, coincidindo com a elevada
volatilidade do composto (ABARCA, RODRIGUEZ, GUARDA, GALOTTO & BRUNA,

2016).
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Figura 9 — Curvas de DSC de B-Ciclodextrina (B-CD), 6leo essencial de eucalipto (OEE),

mistura fisica (MF) e complexo de inclusédo (ClI).

5.3 AvaliacOes das solucdes poliméricas de zeina

5.3.1 Viscosidade aparente e condutividade elétrica

Os valores de viscosidade aparente e condutividade elétrica das solugbes de
zeina em diferentes concentracdes estdo apresentados na Tabela 3.

A viscosidade das solugbes aumentou conforme o aumento da concentragao
do polimero (Tabela 3). Estes resultados corroboram com os obtidos por Neo et al.
(2012), que ao investigarem a influéncia da solugéo polimérica na producgéo de fibras

de zeina observaram que quanto maior a concentracdo do polimero, maior a
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viscosidade da solugcdo. Estes autores reportaram que em uma concentracado de
15% de polimero ndo foi possivel a formacdo de fibras, pois a viscosidade é
demasiadamente baixa (22,1 mPa) formando apenas microesferas, e com uma
concentracdo de 35% de polimero formaram fibras muito espessas em razédo da
viscosidade muito elevada (358,0 mPa). Segundo esses autores, a influéncia da
viscosidade da solucdo na formacdo de fibras pelo electrospinning pode ser
explicada devido ao emaranhamento entre as moléculas que é forte suficientemente
para estabilizar o jato eletrificado propiciando a formacdo de fibras ao invés de
microesferas. Bhardwaj & Kundu (2010) resumiram em sua revisdo dos efeitos da
concentragdo do polimero e viscosidade sobre a morfologia fibras. O aumento da
viscosidade da solucdo tende a evitar a formagdo de beads, enquanto que o
diametro da fibra aumenta. O grau de emaranhamento da cadeia deve ser suficiente
para manter o nivel de viscosidade da solucdo para produzir um jato uniforme
durante electrospinning e restringir os efeitos da tensdo superficial, que desempenha
um papel significativo na formacgé&o de beads em nanofibras pelo electrospinning.

Dhanalakshmi et al. (2015) relataram que uma viscosidade ideal é essencial
para garantir a estabilidade do jato de solucdo durante o processo de
electrospinning. Baixa viscosidade tende a produzir beads e nao fibras. No presente
estudo, a condicdo mais ideal para a formacdo de nanofibras de zeina foi com
concentracéo de polimero de 30% e uma viscosidade de 123,4 cP (Tabela 3).

A condutividade elétrica também desempenha um papel fundamental na
formacdao de fibras por electrospinning.

Verificou-se que o aumento da condutividade elétrica da solu¢do ocasionou
uma diminuicao significativa no diametro das fibras ultrafinas.

Aumentando a concentracdo de zeina a condutividade elétrica da solugéo
polimérica ndo foi afetada (Tabela 3). Geralmente, as proteinas dissolvidas em
solucdo aquosa produzem ions, que sao responsaveis para a condutividade elétrica
da solucdo (RAMAKRISHNA et al., 2005). Em vista disso, o0 aumento na
concentracdo de proteina pode aumentar a condutividade eléctrica da solugéo, no
entanto, este comportamento nao foi observado no presente estudo.

Ramakrishna et al. (2005) relataram que para iniciar o processo de
electrospinning, a solucdo polimérica deve ter carga estatica suficiente para

estabelecer a forca de repulsdo que deve exceder a tensdo superficial da solucdo
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polimérica. Além disso, o0 subsequente alongamento do jato do electrospinning

também é dependente da capacidade da solu¢cao em transportar cargas.

Tabela 3: Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solugdes de zeina com diferentes

concentracoes.
Concentracéo de zeina (%)* Viscosidade aparente Condutividade elétrica
(cP) (uS.cm?)
20 38,9+2,3° 205,0 + 12,52
30 123,4 £ 5,7° 192,3 + 11,02
40 373,9+7,02 203,6 £7,32

1 Letras minUsculas distintas na mesma coluna representam diferenca significativa entre as médias
submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.

5.4 Avaliagfes das fibras ultrafinas de zeina

5.4.1 Morfologia e distribuicdo do diametro
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Diametro maximo: 218 nm

Diametro médio: 139 nm

Diametro minimo: 50 nm
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Figura 10 - Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e distribuicdo de diametro de fibras ultrafinas de zeina com

diferentes concentra¢gfes de zeina. (a, b) 20% (p/v), (c, d) 30% (p/v) e (e, f) 40% (p/v).

A figura 10 apresenta a morfologia e distribuicdo de diametro para as fibras
ultrafinas de zeina nas concentracdes de 20, 30 e 40%.

As fibras na concentracdo de 20% (Figura 10a) de polimero apresentaram
microesferas ou beads, ja as fibras obtidas a partir da concentracdo de 40% (Figura
10c) de zeina apresentaram fibras achatadas. As fibras com 30% (Figura 10b) de
polimero na solugdo, ndo houve o aparecimento de beads e nem de fibras
achatadas, apresentando-se de forma cilindrica e uniforme. A partir destes
resultados, a concentracdo de 30% de zeina foi utilizada na proxima etapa do
estudo, ou seja, para producdo de nanofibras com diferentes concentracdoes do

complexo de incluséo
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5.3 Avaliacfes das solucdes poliméricas com complexo de incluséo

5.3.1 Viscosidade aparente e condutividade elétrica

A viscosidade aparente e condutividade elétrica das solucdes de zeina com
diferentes concentracdes de Cl estdo apresentadas na Tabela 4.

A adicdo do Cl na solugéo polimérica de zeina com 30% (p/v) aumentou a
viscosidade aparente (p<0,05). O aumento da viscosidade € devido ao maior
emaranhamento de cadeias de polimero em solugdo (AYTAC et al., 2016). Neo et al.
(2013) também observaram comportamento semelhante ao incorporar diferentes
concentracbes de &cido gélico em solucdes de zeina para produzir fibras pela
técnica de electrospinning. Além disso, a condutividade elétrica das solucdes
diminuiu com o aumento da concentracdo de Cl. A condutividade elétrica € um
parametro que influencia a densidade da carga liquida transportada pelo jato no
processo de electrospinning. A medida que essa densidade aumenta os beads
tornam-se mais pequenos e o diametro das fibras menores (GHORANI e TUCKER,
2015). Segundo Wen et al. (2016b) em geral, uma viscosidade mais elevada e
condutividade elétrica mais baixa, resulta em um menor estiramento do jato da
solucéo, produzindo assim fibras mais espessas. Porém, no presente estudo, a
condutividade elétrica ndo afetou a morfologia nem o diametro médio das fibras com

diferentes concentracdes de ClI.

Tabela 4: Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solucdes de zeina 30% (m/v) com

diferentes concentragdes de complexo de inclusao OEE/B-CD.

Concentracao de CI-OEE/ B- Viscosidade aparente Condutividade elétrica
CD(%)* (cP) (uS.cm?)
6 166,7 + 2,2°¢ 238 + 1,08
12 178,8 + 3,7¢ 229 + 3,62
18 243,2 + 8,2° 205,3 + 4,7°
24 306,30 + 14,22 185,0 + 2,0°

1 Letras mindsculas distintas na mesma coluna representam diferenca significativa entre as médias

submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia.
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5.4 AvaliacOes das fibras ultrafinas de zeina com complexo de incluséao

5.4.1 Morfologia e distribuicdo do diametro

As imagens de MEV para fibras ultrafinas de zeina com Cl em concentragfes
de 6, 12, 18 e 24% (p/v) e a sua distribuicdo de diametro sdo mostrados na Figura
11. As fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de Cl apresentaram morfologia
homogénea com apenas alguns beads (Figuras 11a, 11c, 11e e 11g). Mori et al.
(2014), ao incorporar taninos em fibras de zeina também observaram um pequeno
namero de beads ao longo das fibras. Como relatado anteriormente na Tabela 4, a
viscosidade aparente das solucbes de zeina aumentou com 0 aumento da
concentracdo de CIl. De acordo com Huang et al. (2003), um dos parametros que
tém maior influéncia no didmetro das fibras é a viscosidade da solucdo de polimero
ou a concentragcdo de polimero. Alguns resultados indicaram que uma maior
viscosidade resulta num maior diametro médio da fibra, mas de acordo com Wen et
al. (2016a), que estudaram o efeito da concentracdo de PLA poli(acido latico) sobre
o diametro médio das fibras produzidas por electrospinning, ndo observaram relacao
diretamente proporcional entre o aumento da concentracéo de polimero e o aumento
do didmetro médio da fibra. Em fibras de zeina com Cl em diferentes concentragdes,
o diametro médio ndo aumentou com o aumento de CI. O didametro médio mais
baixo encontrado foi de 333 nm para fibras com 12% de CIl e o didametro médio mais
elevado foi de 389 nm para fibras com 6% de Cl e 18% de CI (Figuras 11d, 11b e
11f).
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) e distribuicdo de diametro de fibras ultrafinas de zeina com
diferentes concentra¢des de complexo de inclusédo (Cl) OEE/B-CD. (a, b) fibras ultrafinas de zeina com Cl 6% (p/v);
(c, d) fibras ultrafinas de zeina com Cl 12% (p/v); (e, f) fibras ultrafinas de zeina com Cl 18% (p/v); (g, h) fibras

ultrafinas de zeina com Cl 24% (p/v);
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5.6.3 Propriedades térmicas por TGA

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada para avaliar a estabilidade
térmica das fibras. A Tabela 5 mostra as temperaturas iniciais de decomposicdo
(DTi) e final (DTf) e a perda de massa. A incorporagao de Cl em fibras ultrafinas de
zeina, independentemente da concentracdo, ndo influenciou o DTi de fibras
ultrafinas de zeina pura. No entanto, em temperaturas entre 250-350°C, as fibras
ultrafinas de zeina com 12% de CI exibiram maior perda de massa, ou eram
instaveis a altas temperaturas em comparacao com as fibras ultrafinas com 0% e 6%
de CI.

Para a fibra ultrafina de zeina pura, a perda de massa pode ser atribuida a
degradacdo da proteina (NEO et al., 2013) e clivagem de ligacdes peptidicas
(GORRASSI & VERTUCCIO, 2016). A maior instabilidade térmica das fibras
ultrafinas incorporadas de Cl com maiores concentracfes pode estar relacionada a
facilidade de decomposicao da B-ciclodextrina em relacéo a zeina. A B -ciclodextrina
apresentou maior perda de massa em comparacdo com a zeina. Provavelmente, o
Oleo essencial ndo foi responsavel pela instabilidade da fibra ultrafina apés a
incorporacdo do ClI, pois este apresenta uma decomposicdo completa até 150°C
(Tabela 5).
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Tabela 5: TGA dos constituintes das fibras ultrafinas e das fibras ultrafinas de zeina pura e

incorporados com complexo.

Constituintes das fibras ultrafinas Tdai(°C) Tat(°C) Perda de
massa (%)

Zeina 256,89 470,31 66,83

B-CD 313,87 364,54 79,26

OEE 30,00 150,00 100,00
. . . Perda de

s o e antes Ta Ta massa de 250-

350°C (%)

0 294,40 346,76 55,47

6 291,41 332,31 52,35

12 291,25 338,70 80,71

18% 288,97 329,80 72,09

24% 297,50 339,70 69,29

B-CD= Beta ciclodextina OEE= Oleo essencial de eucalipto Cl= Complexo de inclus&o

Tar = Temperatura de decomposicao final

5.6.4 Grupos funcionais

A interacdo entre a zeina e o complexo de inclusdo nas fibras ultrafinas foi
investigada através do espectro de FTIR-ATR (Figura 12).

A banda forte de estiramento axial em 3290 cm, presente em todos o0s
espectros, esta associada as ligagcbes O-H sobreposta a banda de estiramento da
ligacdo N-H, caracteristica das estruturas da molécula de zeina e de alguns grupos
alcoolicos do 6leo essencial no complexo de inclusdo. Banda fraca de estiramento
axial em 2.931 cm?t e 2.940 cm?, estdo atribuidas a ligacdo C-H (WEN et al.,
2016b).

As bandas de estiramento axial em 1645 cm™, deformacgdo angular simétrica
em 1534 cm (no espectro da fibra de zeina sem CI) e estiramento médio 1527 cm™
(nos espectros da fibra de zeina com CI) estao atribuidas a ligacdo C=0 da amida |,
ligagdo N-H e C-N da amida II, respectivamente. Pode-se observar que a banda em
1534 cm! na fibra de zeina sem CI foi deslocada nas fibras com CI para regiédo de
1527 cm™ mostrando que a aplicacdo de Cl aumentou a estabilidade da estrutura
fibrosa na regido da ligacdo N-H e C-N referentes a amida Il. Essas frequéncias da
amida | e Il dependem do tamanho da estrutura a-hélice, ou seja, quanto maior o

comprimento helicoidal maior a estabilidade estrutural, o que faz com que haja um
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deslocamento da banda para uma regido de menor comprimento de onda, esta
estabilidade estd diretamente relacionada com o aumento das interacdes tipo
ligacdes de hidrogénio ocorrendo no grupamento C=0 (TORRES-GINER et al.,
2008; MOOMAND; LIM, 2015; DASHDORJ et al.,, 2015). Neste espectro ainda
observa-se bandas em 1160 — 1030 cm referentes ao estiramento assimétrico da
ligacdo C-O-C, e estiramento axial da ligacdo C-O, caracteristica de estruturas
polissacarideas (DASHDORJ et al., 2015).

3290 1645

2031 1534

\,\,\/_,\if——‘ﬁ
2940 1160 Fibra de zeina pura
M/\ /\ 1027

™\
L

7

1527

Fibra de zeina 6% CI

Fibra de zeina 12% CI

Transmitancia

21

R
o))

Fibra de zeina 18% CI

]

Fibra de zeina 24% CI

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 12 - Espectro ATR-FTIR de fibras ultrafinas de zeina pura e com Cl em diferentes

concentracdes.

5.6.5 Atividade antimicrobiana das fibras ultrafinas de zeina com complexo de

inclusdo, em micro-atmosfera

A adicdo de Cl em todas as concentracdes testadas (6, 12, 18 e 24%)
proporcionou atividade antibacteriana nas fibras ultrafinas para promover reducdes
significativas no crescimento de S. aureus e L. monocytogenes (Figura 13).

A fibra ultrafina de zeina, sem a adicdo de CI, ndo afetou o crescimento de

bactérias avaliadas em micro-atmosfera. O aumento da concentracéo de ClI resultou
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em um aumento da percentagem de inibigédo, atingindo reducdes de 24,3% e 28,5%
para S. aureus e L. monocytogenes, respectivamente, na concentracdo maxima
avaliada de 24% de CI.

30 - BS. aureus

25 | BL.monocytogenes

b2
=]
1

Redugdo do crescimento (%)
O

0 6 12 18 24
Concentragao de CI nas fibras ultrafinas (%)

Figura 13 - Reducéo do crescimento de S. aureus e L. monocytogenes por acéo dos volateis do
OEE nas fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracdes de Cl, em comparagdo com o
controle (fibras sem CI). Os resultados sdo expressos como média (n = 4) e a barra nas
colunas é o desvio padréo.

Wen et al. (2016a) realizaram testes antimicrobianos de disco difusdo contra
E. coli e S. aureus em nanofibras de PLA (poliacido latico) e complexo de inclusédo
de pB-ciclodextrina e Oleo essencial de canela, produzido por eletrofiagdo e
observaram que o aumento do complexo de inclusdo (5, 10 e 15%) também
aumentou a zona de inibicdo (1,6; 2,3 e 2,7 cm), sugerindo uma maior inibicdo do
crescimento dos microrganismos testados. Deste modo, as fibras ultrafinas de zeina
com CI-B-CD/OEE tém potencial de aplicacdo em embalagens ativas para alimentos,
podendo ser utilizadas como saché dentro da embalagem, uma vez que 0s volateis

mostraram atividade antimicrobiana.

6 Conclusodes

Os resultados indicaram atividade antimicrobiana do OEE contra todas as
bactérias Gram positivas e Gram negativas testadas, quando avaliadas pelos testes

de disco difusado, CIM, CBM e micro-atmosfera.
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Através da andlise dos grupos funcionais e da morfologia, pode-se observar
uma efetiva complexacédo do OEE e da B-CD, através da comparacdo com a mistura
fisica e os compostos, separadamente.

A melhor concentracdo de zeina na solucdo polimérica para formacéo de
fibras foi de 30% (p/v), uma vez que apresentaram as melhores caracteristicas
morfologicas.

As membranas formadas com Cl em todas as concentracdes testadas
reduziram o crescimento das bactérias S. aureus e L. monocytogenes, sendo que a
membrana com concentracdo de 24% (p/v) de CI foi a que proporcionou maior
percentual de reducdo de crescimento, em micro-atmosfera, com 24,3% e 28,5%
para S. aureus e L. monocytogenes, respectivamente.

As membranas antimicrobianas apresentaram caracteristicas promissoras
para possivel aplicagdo como embalagens ativas antimicrobianas para alimentos,
sendo necessarios estudos futuros desta aplicacao.

A partir dos resultados contra S. aureus e L. monocytogenes pode-se sugerir
uma aplicacdo em produtos de derivados lacteos, como queijo ou até mesmo

carnes, pois estas sdo algumas das bactérias de maior incidéncia nesses produtos.
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