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RESUMO

SILVA, Francine Tavares. Acdo do Oleo essencial de gengibre (Zingiber
officinale) encapsulado em fibras ultrafinas de proteina isolada de soja, poli
(6xido de etileno) e zeina no controle antimicrobiano in situ. 2018. 66p.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O controle do crescimento microbiano € de fundamental importancia na industria de
alimentos, uma vez que assim pode-se preservar a qualidade do produto e/ou
garantir a seguranca do alimento. Muitos Oleos essenciais foram relatados por
possuirem forte atividade antimicrobiana e quando encapsulados podem ser
aplicados em embalagens ativas antimicrobianas para alimentos. Embalagens ativas
interagem com o alimento diretamente ou pelo espaco livre que com a finalidade de
assegurar a qualidade e a seguranca durante a vida util do alimento. O estudo teve
como objetivo produzir e caracterizar fibras ultrafinas de proteina isolada de soja
(PIS), poli (6xido de etileno) (POE) e zeina, com diferentes concentracdes de 6leo
essencial de gengibre (OEG) (Zingiber Officinale Roscoe), pela técnica de
electrospinning, bem como aplica-las em embalagem para controle de Listeria
monocytogenes em queijo minas frescal. A atividade antimicrobiana foi avaliada
contra cinco bactérias (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli 0157:H7, Salmonella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa). O OEG, em
diferentes concentracdes (0, 3, 6, 9 e 12%, v / v) foi encapsulado em fibras ultrafinas
utilizando uma mistura polimérica de proteina isolada de soja, poli (6xido de etileno)
e zeina em uma proporcgdo de 1:1:1 (v/v/v) pela técnica de eletrospinning. As fibras
foram avaliadas quanto a sua morfologia, propriedades térmicas, grupos funcionais,
cristalinidade relativa e atividade antimicrobiana por micro-atmosfera. A partir de
testes preliminares da andlise antimicrobiana a fibora com 12% de OEG foi
selecionada para aplicacéo in situ (queijo minas frescal) contra L. monocytogenes. O
Oleo essencial de gengibre teve um rendimento de 3,7% em base Umida, e foi um
antimicrobiano efetivo contra todas as bactérias em teste. As fibras produzidas,
independentemente da concentracdo do 6leo essencial encapsulado, apresentaram
atividade antimicrobiana contra L.monocytogenes, e demonstraram morfologia
homogénea sem a presenca de beads. A adicdo do OEG alterou ligeiramente as
propriedades térmicas das fibras e diminuiu a cristalinidade relativa. O OEG
encapsulado em fibras ultrafinas foi eficaz no controle de L. monocytogenes em
gueijo minas frescal por micro-atmosfera durante o armazenamento refrigerado de
12 dias, demonstrando grande potencial de aplicacdo embalagem ativa de
alimentos.

Palavras-chave: 0Oleo essencial de gengibre; atividade antimicrobiana;

encapsulacéo; Listeria monocytogenes; queijo minas frescal.



Abstract

SILVA, Francine Tavares. Action of ginger essential oil (Zingiber officinale)
encapsulated in ultrafine fiber of isolated soybean protein, poly (ethylene
oxide) and zein in the antimicrobial control in situ. 2018. 66p. Dissertation
(Master degree)— Graduate Program in Food Science and Technology, Agronomy
School Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas

The growth control of pathogenic and deteriorating microorganisms is important in
the food industry. This control can preserve the quality of the product and / or
guarantee the food safety Several essential oils have been reported for its high
antimicrobial activity and,can be applied in active antimicrobial food packaging when
encapsulated in fibers. Active packaging interacts with food to ensure the quality
and safety during the food shelf life. The objective of this study was to produce and
characterize ultrafine fibers from soy protein isolate, poly (ethylene oxide) and zein,
with different concentrations of ginger essential oil (GEO (Zingiber Officinale
Roscoe), by electrospinning, as well as apply the fibers in the packaging of Minas
Frescal cheese for the control of Listeria monocytogenes. The antimicrobial activity
was evaluated against five bacteria (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli 01571H7, Salmonella Typhimurium and Pseudomonas
aeruginosa). The OEG, in different concentrations (0, 3, 6, 9 and 12%, v/v) was
encapsulated in ultrafine fibers using a polymer blend of soy protein isolate, poly
(ethylene oxide) and zein in a ratio of 1 : 1: 1 (v/v/v) by electrospinning. The ultrafine
fibers were evaluated for its morphology, thermal properties, functional groups,
relative crystallinity and micro-atmosphere antimicrobial activity. The fiber selected
for application in situ (fresh Minas cheese) against L. monocytogenes by preliminary
tests of the antimicrobial analysis was the fiber with 12% of GEO. The GEO
presented yield of 3.7% on wet basis, and showed antimicrobial activity against all
bacteria under test. The ultrafine fibers produced, regardless of the concentration of
the encapsulated GEO, presented homogeneous morphology without beads. The
addition of GEO slightly altered the thermal properties of the fibers and decreased
relative crystallinity. Ultrafine fibers encapsulated OEG were effective in Listeria
monocytogenes control in fresh Minas cheese by micro-atmosphere during
refrigerated storage of 12 days, demonstrating great potential to be applied in active
food packaging.

Keywords: ginger essential oil; antimicrobial activity; encapsulation, Listeria
monocytogenes; fresh minas cheese.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais sdo compostos extraidos de plantas aromaticas e alguns
sdo considerados inibidores eficazes do crescimento de micro-organismos em
alimentos. O 6leo essencial de gengibre (OEG) é extraido da raiz da planta Zingiber
officinale Roscoe, uma das especiarias mais utilizadas em todo o mundo, e
apresenta atividade antimicrobiana, antifangica e antioxidante (EL-BAROTY et al.,
2010, NOORI; ZEYNALI; ALMASI, 2018). Apesar dos Oleos essenciais terem sido
relatados como potenciais antimicrobianos naturais seu uso direto na preservacao
de alimentos é limitado devido a sua insolubilidade em &gua, instabilidade a
condicdes ambientais adversas como altas temperaturas e sabor e aroma
caracteristico que pode alterar as propriedades sensoriais dos alimentos (WEN et
al., 2016). Com isso, a encapsulacdo desses compostos em fibras é uma alternativa
eficaz para suprir suas desvantagens (ANTUNES et al., 2017), uma vez que melhora
a solubilidade, estabilidade, e possibilita a liberacdo controlada de compostos
(RESTUCCIA et al., 2010).

Entre as técnicas de encapsulagao, o electrospinning se destaca por ser uma
técnica simples, de baixo custo e possibilita a producdo de fibras em escala
nanomeétrica, com elevada area superficial. Além disso, o processo é altamente
versatil e permite a producao de fibras a partir de varios polimeros ao mesmo tempo.
Biopolimeros tais como, polissacarideos e proteinas foram utilizados para produzir
fibras (KONG; ZIEGLER, 2014, LEE et al., 2009, WANG et al., 2015, ANTUNNES et
al., 2017; MOOMAND; LIM, 2014, VEGA-LUGO; LIM, 2012, XU et al., 2012) .

As proteinas vegetais como, as isoladas de soja e a zeina vém sendo
utilizada para producao de fibras por electrospinning pois sdo disponiveis de forma
econOmica e altamente biocompativel (REDDY; YANG, 2011). No entanto alguns
polimeros naturais como a proteina isolada de soja possuem estrutura polielétrolitica
que impede a formacdo de fibras sem a utilizacdo de um polimero auxiliar em
conjunto. Com isso o poli (6xido de etileno) foi relatado por facilitar a formacéo de
fibras dos polimeros com estas caracteristicas (ALBORZI et al., 2010; VEGA-LUGO;
LIM, 2012; WANG et al.,, 2013). Além disso, a combinacdo de proteinas

hodrofébicas com poli (6xido de etileno) podem ser promissoras para reduzir a
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hidrofilicidade do POE para utiizagdo em embalagens como para embalagens de
alimentos com alta atividade de agua (VEGA-LUGO; LIM, 2012 MOOMAND; LIM,
2014).

Os alimentos, principalmente de origem animal com alta atividade de agua
podem veicular diversos micro-organismos patogénicos e deteriorantes, sendo
necessarias formas alternativas no controle antimicrobiano destes alimentos.
Estudos recentes sugeriram o uso de antimicrobianos naturais para aplicacdo em
embalagens ativas antimicrobianas para alimentos utilizando Oleos essenciais de
canela, Thymol e Limoneno, respectivamente, encapsulados pela técnica de
electrospinning (WEN et al., 2016; AYTAC et al., 2017; KHOSHAKHLAGH et al.,
2017).

Embora o0s materiais antimicrobianos em nano-escala produzidos por
electrospinning tenham sido objeto de estudo em diversas pesquisas, ndo ha relatos
sobre a incorporacdo de Oleo essencial de gengibre em fibras ultrafinas produzidas
pela técnica de electrospinning para o controle de bactérias assim como aplicacao
dessas fibras no controle de L. monocytogenes em queijos. Neste estudo, a acao
antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre contra as bactérias L. monocytogenes,
S. aureus, E. coli 0157:H7, S. Typhimurium e P. aeruginosa foi avaliada. Este 6leo
foi encapsulado em fibras ultrafinas, utilizando os polimeros proteina isolada de soja,
poli (6xido de etileno) (PEO) e zeina, pela técnica de electrospinning, e aplicado em
embalagem antimicrobiana no controle de L. monocytogenes em queijo minas

frescal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar fibras ultrafinas de proteina isolada de soja, poli (6xido
de etileno) e zeina, com diferentes concentracdes de Oleo essencial de gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), pela ténica de electrospinning, bem como aplica-las em

embalagem de queijo Minas Frescal para o controle de L. monocytogenes.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair e caracterizar o 0leo essencial de raizes de gengibre (Zingiber
officinale Roscoe);

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre frente a
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa;

e Elaborar e Caracterizar as solu¢des poliméricas de proteina isolada de soja,
PEO e zeina;

e Elaborar e Caracterizar as solu¢des poliméricas de proteina isolada de soja,
PEO e zeina com diferentes concentracdes de 6leo essencial de gengibre;

e Produzir e caracterizar as fibras ultrafinas de proteina isolada de soja, POE e
zeina com diferentes concentracbes de 6leo essencial de gengibre pela
técnica de electrospinning;

e Avaliar as fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de 6leo essencial de
gengibre quanto sua atividade antimicrobiana frente a L.monocytogenes;

e Avaliar a acdo do 6leo essencial de gengibre encapsulado em fibras ultrafinas

no controle de L. monocytogenes em queijo minas frescal armazenados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos essenciais e suas atividades antimicrobianas

Oleos essenciais sdo substancias aromaticas e volateis derivadas do
metabolismo secundéario das plantas e podem ser obtidos a partir de materiais
vegetais, como flores, sementes, folhas, frutos ou casca. Quimicamente s&o
compostos de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos contendo enxofre. Esses compostos presentes em diferentes
concentracfes nos Oleos essenciais, podem ser divididos em terpenos ou
compostos de aroma (BAKKALI et al., 2008).

Nos ultimos anos, estudos relataram propriedades antimicrobianas dos 6leos
essenciais, (ANTUNES et al., 2017; DANNENBERG et al., 2017; ARTIGA-ARTIGAS,
et al., 2017), e sugeriram a potencial utilizacdo desses compostos como
antimicrobianos alternativos. No entanto, seu(s) mecanismo(s) de acao ainda néo foi
completamente compreendido(s). Foram propostos diversos mecanismos para
explicar as acdes dos compostos quimicos contidos nos 6leos essenciais (BURT,
2004). A acao pode se relacionar com a habilidade de compostos fendlicos para
alterar permeabilidade das células microbianas, danificar as membranas
citoplasmaticas, interferir com o sistema de geracdo de energia celular (ATP)
interromper a forgca motora do protdo (BURT, 2004; FRIEDLY et al., 2009; LI et al.,
2011).

O 6leo essencial extraido do gengibre foi relatado por possuir forte atividade
antimicrobiana (SINGH et al., 2008; EL-BAROTY et al., 2010; SRINIVASAN, 2017,
NOORI; ZEYNALI; ALMASI, 2018). O gengibre pertence a familia Zingiberaceae
(Figura 1) que consiste de 47 géneros e 1400 espécies, sendo que 0 género
Zingiber compreende cerca de 150 espécies distribuidas principalmente em regites
tropicais e subtropicais da Asia (RAVINDRAN et al., 2005).

Os principais componentes do 6leo de gengibre relacionadas a sua atividade
antimicrobiana sdo o0s componentes volateis hidrocarbonetos, terpénicos como
principalmente, sesquiterpenoides, com a-zingibereno (30-70%) como componente

principal. Em quantidades menores também estdo presentes outros



19

sesquiterendides: [-sesquiphellandrene (15-20%), [B-bisaboleno (10-15%) e a-
farneseno e monoterpenoides (B-phellandrene, camphene, cineol, geraniol, citral,
etc. (ALl et al., 2008). No entanto, geralmente ocorrem diferencas significativas
entre a composicdo do Oleo de gengibre em uma mesma espécie, e
consequentemente na sua atividade antimicrobiana. Esse comportamento esta
relacionado, principalmente, com a localizacéo geogréfica, época da coleta, gendtipo
e condicOes climaticas (SINGH et al., 2008).

Zingiber officinale Roscoe

Figura 1- Vista geral da planta e das flores de Zingiber officinale Roscoe.

Fonte: MESOMO, 2013.

O uso direto de 6leo essencial em alimentos apresenta alguns problemas que
comprometem a sua aplicacdo tecnoldégica como bioconservantes, como,
insolubilidade em &gua, instabilidade quando submetidos a condicdes ambientais
adversas, como o tratamento térmico, presenca de oxigénio e luz, e sabor e/ou odor
caracteristico, etc, o que altera suas propriedades sensoriais dos alimentos (ASSIS
et al., 2012; DANNENBERG et al., 2017; WEN et al., 2016).

Com isso a encapsulacao de 6leos essenciais vem sendo sugerida como uma
alternativa eficaz para suprir suas desvantagens (WEN et al, 2016;
KHOSHAKHLAGH et al., 2017; ANTUNES et al., 2017).
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3.2 Encapsulacao

A encapsulacdo de compostos ativos é um processo de aprisionar um
ingrediente ativo como, por exemplo, uma molécula bioativa alimentar
(antioxidantes, acidos graxos, vitaminas, antimicrobianos) ou células vivas (por
exemplo, probidticos) dentro de um material de parede que pode ser proteinas,
lipidios, polissacarideos, etc (GIBBS et al., 1999).

Além de contribuir para a estabilidade e biodisponibilidade, a encapsulacéo
também controla a taxa de liberacdo dos compostos e mascara o odor e sabor
indesejaveis dos mesmos (JINGOU et al.,, 2011). Com isso, se torna ideal para
protecdo de compostos volateis, como contém nos 6leos essenciais.

Por exemplo, muitas vezes um composto antimicrobiano efetivo apresenta
forte sabor e/ou odor, o0 que pode resultar em problemas sensoriais. Autores
sugeriram a encapsulacéo para superar a questéo sensorial. Isso foi possivel devido
a manipulacdo da taxa de liberagdo dos compostos volateis, de modo que o espaco
livre atinja o nivel de concentracdo inibitéria com tempo de residéncia adequado,
através da absorcdo na estrutura de embalagens ou da difusdo na matriz de
alimentos (WINTHER; NIELSEN, 2006).

A aplicacdo dos 6leos normalmente é feita através da dispersdo dos mesmos
em um polimero transportador ou encapsulados em micro ou nhanoestruturas
(RAVICHANDRAN et al.,, 2011). A nanoencapsulacdo vem ganhando destaque
devido as suas proporc6es nanométricas. Estes materiais possuem uma elevada
area superficial e quando adicionados aos polimeros compativeis, 0s hanomateriais
podem aumentar eficientemente as propriedades do material dos nanocompdésitos
resultantes, como uma melhor resisténcia mecanica, maior estabilidade térmica,
maior condutividade elétrica, entre outras (USKOKOVIC, 2007).

Muitas técnicas foram utilizadas para nanoencapsular bioativos alimentares,
como, secagem por pulverizacao, liofilizagcdo, emulsdo, etc (EZHILARASI et al.,
2013). No entanto, cada técnica apresenta suas peculiaridades e limitacdes como,
por exemplo, a nanoencapsulacdo por secagem por pulverizacdo é possivel
somente para manter as nanoparticulas. No caso de encapsulacdo por emulsdo, as
nanoparticulas sdo obtidas em estado liquido que requer secagem posterior para

obter nanoencapsulados em po. Neste contexto, as técnicas por electrospinning se
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destacam por serem técnicas de processamento simples, com alta eficiéncia de
encapsulamento e de baixo custo (GARCIA-TEJEDA et al., 2013; DAUDT et al.,
2014).

3.3 Electrospinning

Electrospinning é uma técnica que usa alta tenséo para gerar fibras em escala
nanomeétrica, que possibilita a encapsulagdo de compostos bioativos. As fibras
produzidas por electrospinning, apresentam elevada eficiéncia devido a elevada
area superficial dos materiais formados em relacédo ao volume (PITAKSUTEEPONG,
2016; TAN et al.,, 2016). O processo de obtencdo das fibras requer quatro
componentes principais: uma fonte de alta tensdo; bomba infusora de seringa;
solucdo polimérica e um coletor (Figura 2). Em uma configuracao tipica, o eletrodo
positivo esta ligado a agulha com a solugéo polimérica, enquanto a placa do coletor
€ carregada por um eletrodo negativo.

A medida que uma tensao elétrica é aplicada, a gota pendente da solucgéo
de polimero na ponta da agulha torna-se carregada, resultando em uma repulséo
eletrostatica na superficie da gota; quando a tenséo ultrapassa o nivel critico, a forca
de repulsdo eletrostatica supera a tensdo superficial da solucdo polimérica,
induzindo assim a ejecdo de um jato de liquido através da agulha e rapida
evaporacao do solvente, produzindo uma fibra continua depositado na placa coletora
(RAMAKRISHNA et al., 2005; RENEKER; YARIN, 2008; MENDES; STEPHANSEN;
CHRONAKIS, 2017).
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\

Bomba infusora

Figura 2- Modelo de uma estacéo de electrospinning.

Fonte: SALLES, 2013, p.2.

No processo, 0s parametros podem ser ajustados para sintonizar e otimizar
as morfologias e caracteristicas das fibras. Os principais fatores intrinsecos da
solucdo polimérica sdo: a tensdo superficial, a condutividade elétrica e a
viscosidade, e alguns dos principais parametros extrinsecos sdo: a umidade relativa,
a distancia entre a seringa com a solucao polimérica e o coletor, e a taxa de fluxo
(VEGA-LUGO; LIM, 2012).

Além dos parametros, o processo eletrospinning € altamente versatil e
permite processar diferentes biopolimeros em nano-microfibras. Polimeros de
origem vegetal (por exemplo, amido, proteina isolada de soja e zeina), animal (a
proteina do soro de leite, proteina sarcoplasmatica de peixe) foram utilizados para
producdo das fibras por electrospinning (LANCUSKI et al., 2015; XU et al., 2012;
ANTUNNES et al., 2017; COLIN-OROZCO et al., 2015, SETT; STEPHANSEN;
YARIN, 2016).

As diferentes caracteristicas dos polimeros permitem a selecdo das
propriedades desejadas, tais como: capacidade de absorcdo de agua, cinéticas de
degradacdo, ou propriedades mecanicas com especificacbes apropriadas a

determinadas aplicacoes.
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3.4 Polimeros para producéao de fibras por electrospinning

Diversos polimeros podem ser ultilizados para producdo de fibras por
electrospinning, tanto polimeros naturais quanto sintéticos, ou a combinacgéo destes.
Nos ultimos anos, uso de fibras de polimeros biodegradaveis para aplicacdo no setor
alimenticio vem crescendo. As caracteristicas Unicas desses polimeros, tais como:
biodegradabilidade, biocompatibilidade, e comportamento quimico ou atividade
antimicrobiana criaram uma enorme demanda por esses produtos, principalmente
em sistemas de encapsulamento e entrega de compostos bioativos (FATHI;
MARTIN; MCCLEMENTS, 2014).

A producdo de nanofibras a partir de materiais naturais vem crescendo e
possibilitando a exploracdo de novas matérias-primas a serem usadas para este fim.
Diversos polimeros naturais mostraram-se eficientes na producdo de nanofibras ou
nanocapsulas, como quitosana, proteinas, celulose, colageno, gelatina, entre outros,
sendo escolhidos de acordo com a aplicagcéo a que se deseja destinar (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010)

As proteinas foram muito exploradas para producdo de fibras por
electrospinning (BABITHA et al.,, 2017), para varias aplicacdes, devido as suas
propriedades estruturais, funcionais, além da sua natureza biocompativel e
biodegradavel. As proteinas vegetais sédo extraidas de plantas ou como subprodutos
de agroindustrias, disponivel de forma econbmica e altamente biocompativel
(REDDY; YANG, 2011). Alguns dos exemplos de proteinas vegetais sdo a zeina

(milho), e proteinas de soja.

3.4.1 Proteina isolada de soja

A soja e seus derivados protéicos (farelo, concentrados e isolados) assumem
grande importancia, dada a enorme demanda pela proteina. Os concentrados e
isolados protéicos de soja tém sido produzidos em grande escala para servir como
ingrediente funcional numa ampla e sempre crescente faixa de aplicagdo em
alimentos. Embora os concentrados e isolados sejam boas fontes de proteinas sob o

ponto de vista nutricional, suas propriedades funcionais normalmente tém maior
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valor tecnolégico. O concentrado protéico de soja apresenta cerca de 70% de
proteina. No caso de isolado proteico, o produto deve conter no minimo 90% de
proteina, em base seca. Essa proteina é utilizada industrialmente e também na
elaboracdo de embalagens de alimentos (VAZ et al., 2003).

De maneira geral, 90% das proteinas da soja sdo globulinas, e podem ser
divididas em fracdes 7S e 11S que representam cerca de 70% das proteinas
contidas no grao de soja (LAKEMOND et al., 2002). A fracdo 11S, conhecida como
glicinina, representa cerca de 37% da proteina da soja e massa molar de 360 kDa, ja
a fracdo 7S é composta por enzimas (b-amilase, lipoxigenase) e pela b-conglicinina
que representa cerca de 91% da fragdo 7s com peso molecular médio de 180 kDa.
(LAKEMOND et al., 2002). As proteinas da soja sdo abundantes em aminoacidos
como, acido glutamico, glicina, alanina, valina, leucina, lisina, arginina e menos de
1% de cisteina. Em geral, a fracdo 11S contém 3 ou 4 vezes mais metionina e
cisteina por unidade de proteina do que a fragcado 7S (KITAMURA,1995).

Diversos autores vém relatando a utilizacdo de proteina isolada de soja para
producdo de fibras por electrospininning e encapsulagdo de compostos bioativos
(CHO; NETRAVALI; JOO, 2010; SONG et al., 2011). No entanto, este biopolimero
apresenta baixa solubilidade em solventes organicos, além disso, € necessario a
utilizacdo de um polimero auxiliar na solugcédo de proteina de soja para producéo das
fibras. A estrutura polielétrolitica, de polimeros naturais como a proteina isolada de
soja pode aumentar as repulsdes intra e intermoleculares devido a forca repulsiva
entre os grupos idnicos dificultando o emaranhamento das cadeias que deve ser
suficiente a fim de assegurar viscosidade da solugéo para produzir um jato uniforme
durante o electrospinning (TAN et al., 2005; LU et al., 2006; CHO et al.,2010).

Desta forma, para melhorar tais caracteristicas, as proteinas de soja foram
combinadas com outros polimeros. Fabra; Lopez; Lagaron, (2014) utilizaram, a
combinacdo de proteina isolada de soja, proteina do trigo e zeina para o
desenvolvimento de embalagens alimenticias. SETT et al., (2015) avaliaram a
proteina de soja, juntamente com alcool polivinilico ou policaprolactona, no
desenvolvimento de membranas biodegradaveis que poderiam ser usadas para

proteger plantas do ataque de fungos.
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3.4.2 Zeina

A Zeina é uma prolamina que compde 60% (base seca) da farinha de glaten
de milho (LAI; GEIL; PADUA, 1999). A composicdo de aminoacidos da zeina explica
sua insolubilidade em condi¢cdes aquosas. As altas quantidades de residuos de
aminoacidos nédo-polares e a deficiéncia de aminoacidos carregados contribuem
para o comportamento de solubilidade da zeina (SHUKLA; CHERYAN, 2001).
Embora a zeina contenha uma maior abundéncia de aminoacidos hidrofébicos e nédo
carregados, a estrutura da proteina compreende dominios hidrofébicos e hidrofilicos,
permitindo que ele se comporte como um polimero anfifilico em condi¢bes
especificas (WANG; YIN; PADUA, 2008).

As multiplas fragdes da zeina, incluem a, 3, y- ou &-, onde as zeinas a e 3 séo
as duas principais fracdes. A a-zeina é definida como soluvel em etanol a 95% e
representa aproximadamente 80% da prolamina total presente no milho. Em
comparagao com a B-zeina, a fracdo a-zeina contém menos histidina, arginina,
prolina e metionina (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

Devido as caracteristicas como boa elasticidade, biodegrabilidade, alta
resisténcia térmica, barreira ao oxigénio e capacidade de formacdo de filme,
diversos estudos foram feitos em relagdo a producdo de fibras de zeina por
electrospinning, principalmente no ramo de embalagens e revestimentos para
alimentos, assim como encapsulamento de compostos bioativos (NEO et al., 2013;
MOOMAND; LIM, 2014, 2015).

3.4.3 Poli ( 6xido de etileno) (POE)

Entre os polimeros que foram investigados, o POE tem sido bem estabelecido
pela técnica de eletrospinning. Quimicamente, € um polimero linear que consiste em
segmentos de etileno e éter (Figura 3). O oxigénio com éter permite que este
polimero interaja com outras espécies hidréfilicas, enquanto a parte de etileno
participa de interacdes hidrofobicas. O POE é soluvel em agua e forma ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio do grupo éter e as moléculas de hidrogénio da agua
(BEKIRANOV; BRUINSMA; PINCUS, 1997)
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Devido a caracteristicas de: solubilidade em &gua, biodegradabilidade e
facilidade em formar fibras no processo de electrospinning, o POE tem sido utilizado
como aditivo em solucdes de biopolimero para permitir a formacdo de fibras
(ALBORZI et al., 2010; VEGA-LUGO; LIM, 2012; WANG et al., 2013).

A incorporacdo de POE foi investigada em solugbes de polimeros
polielétroliticos, como, a proteina de soro e o0 alginato de sédio respectivamente
(ALBORZI et al., 2010; VEJA-LUGO; LIM, 2012). Nesses estudos, os autores
relataram que a adicdo do POE reduziu a forca de repulsdo entre os poliions
estabilizando o jato para producao de fibras por electrospinning. Além disso, o POE
hidrofilico pode por exemplo, ser misturado com polimeros hidrofébicos como a
zeina, para adaptar a sensibilidade a umidade das fibras controlando a liberacdo de
compostos por umidade, como por exemplo, em embalagens ativas (DAI; LIM,
2015).

Figura 3- Estrutura quimica do poli (6xido de etileno).
Fonte: Huang, 2016.

3.5 Embalagens ativas antimicrobianas

As embalagens de alimentos tradicionais séo destinadas a protegerem o0s
alimentos das influencias exteriores como calor, luz, presenca ou auséncia de
umidade, oxigénio, pressao, enzimas, odores, micro-organismos, insetos, sujeira e
particulas de poeira, emissdes gasosas, entre outras (ROBERTSON, 2006).

Prolongar a vida util dos alimentos envolve a aplicacdo de varias estratégias,

como controle de temperatura; controle de umidade; adicdo de produtos quimicos,
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diéxido de carbono ou &cidos; remocgédo de oxigénio; ou uma combinacdo destes
(ROBERTSON, 2006).

As embalagens ativas interagem com o0s alimentos ou ambiente
interno/externo da embalagem para melhorar a sua funcéo de protecao, aumentando
a a vida util do poduto, e contribuindo para a seguranca do alimento (LIM, 2011). As
técnicas de embalagens ativas podem ser divididas em duas categorias. A primeira
categoria € dos absorventes ou catadores, onde os sistemas removem compostos
indesejaveis tais como oxigénio, didéxido de carbono, etileno e agua em excesso. A
segunda categoria sdo os sistemas de liberacdo, que adicionam ativamente ou
emitem compostos para os alimentos embalados, tais como didxido de carbono,
antioxidantes e antimicrobianos (WANG, 2016).

Entre as embalagens ativas, as antimicrobianas tem se destacado nos ultimos
anos. A embalagem antimicrobiana € um tipo promissor de embalagem ativa que
apresenta substancia antimicrobiana incorporada ou imobilizada no material da
embalagem e € capaz de eliminar ou inibir micro-organismos deterioradores e, ou
patogénicos. Esta forma tende a ser mais vantajosa do que a abordagem
convencional, que consiste em adicionar conservantes diretamente em alimentos
pois as embalagens ativas podem fornecer efeitos antimicrobianos principalmente
nas superficies dos alimentos, onde a maior parte da deterioracdo dos alimentos
ocorre (SIRO, 2012).

Diversos estudos vem sendo feitos utilizando compostos antimicrobianos em
nanomateriais para o desenvolvimento de embalagens ativas antimicrobianas para
alimentos. Na busca por alimentos seguros e preocupacdes com a saude, 0S
consumidores vem preferindo conservantes de fontes naturais, como o0s 0leos
essenciais que apresentam atividades antimicrobianas e antioxidantes (BURT, 2004,
PELTZER et al., 2009; SIRO, 2012).

3.6 Micro-organismos em alimentos

Os micro-organismos podem desempenhar papé€is muito importantes nos
alimentos como os que causam alteracdes benéficas modificando as caracteristicas
originais do alimento de forma a transforma-lo em um novo alimento. No entanto
existem 0Ss micro-organismos indesejaveis como aqueles que alteram as

caracteristicas sensoriais dos alimentos resultam em alteracfes de cor, odor, sabor,
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textura e aspecto do alimento, como as bactérias deteriorantes, ou aqueles
causadores de doencas podem apresentar risco a saude.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem importantes
problema de saude publica tanto para os paises desenvolvidos como para 0os em
desenvolvimento, apesar das constantes melhorias no controle da qualidade e
seguranca dos alimentos e manifestam-se de diversas formas, desde ligeiras
indisposicdes até situagcbes mais graves. Ha varias dificuldades em relacdo a
vigilancia das DTA, primeiramente, pela diversidade dos quadros, em que distintas
sindromes se manifestam. Outro problema é o grande numero de patégenos
envolvidos nas DTA (OLIVEIRA, 2013).

O consumo de alimentos saudaveis é um direito do consumidor e dever das
grandes industrias processadoras de alimentos. As autoridades de saude tém o
dever de elaborar e fazer cumprir as leis para proteger a saude da populacdo. O
fornecimento de alimentos livres de riscos a saude é realmente um desafio, e, sua
negligéncia pode causar infeccdes graves, prejudiciais ao consumidor, causando
desde um simples desconforto intestinal a distirbios neurolégicos e morte.
Bactérias, fungos, protozoarios e virus sdo o0s principais grupos de micro-organismos
que causam distUrbios alimentares e devido a sua diversidade e patogenicidade, as
bactérias, sdo de longe, o grupo mais importante (MIRANDA; BARRETO, 2012).

Entre as bactérias que causam doencas transmitidas por alimentos, a Listeria
monocytogenes € um importante patégeno de origem alimentar, uma vez que a
presenca desse micro-organismo em alimentos pode causar a doenca listeriose, que
representa relevante risco a saude publica, pela severidade das sequelas e do alto
indice de mortalidade principalmente para pessoas pertencentes ao grupo de risco,
como gestantes, individuos com sindrome de imunodeficiéncia adquirida ou
portadores de HIV, cirrose, carcinoma e outras doencas que provocam
comprometimento do sistema imunologico (LUBER et al., 2011).

A capacidade da bactéria se multiplicar em temperatura de refrigeragdo e em
ambientes com oOtima aw > 0,97 contribui para a transmissao da listeriose. A Listeria
pode se multiplicar em temperaturas de 2,5 a 44 °C, com temperatura étima entre
30-37 °C, sobrevive em uma ampla faixa de pH (4,3 a 9,4) (MARTINEZ; DESTRO,
2008). Outro fator relevante a sua sobrevivéncia é a capacidade de adaptacdo a

ambientes com altas concentragdes de NaCl (até 20%) (JAY, 2005).
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Os alimentos de origem animal principalmente leite e produtos lacteos como
0s queijos sdo a principal fonte da transmissdo de Listeria. Dentre aqueles
consumidos no Brasil, o queijo minas frescal & tipicamente nacional e entrou
definitivamente para a dieta do brasileiro, sendo consumido em lanches, café da
manha e até mesmo como sobremesa (BARCELLOS, 2006).

Por possuir alta aw, baixa acidez e intensa manipulagdo, o queijo minas
frescal € susceptivel a contaminacdo e proliferacdo bacteriana. Além disso, é
ofertado ao consumidor em embalagens plasticas lacradas com fecho metélico, sem
vacuo, que acumulam o soro liberado pelo alimento, conferindo um ambiente
propicio ao crescimento de micro-organismos (ISEPON; SANTOS; SILVA, 2003). A
associacao desses fatores contribui para a baixa durabilidade do produto, reduzindo
seu prazo de validade, que corresponde a aproximadamente 7 dias, se mantido sob
refrigeracao até 8°C (PERRY, 2004).

Na industria de alimentos, o0s conservantes sintéticos tradicionalmente
empregados para o controle microbiano, vém encontrando crescente rejeicdo por
parte dos consumidores, que tem buscado alimentos mais préximos ao natural
(CALO et al., 2015). Ambos fatores, tém impulsionado nos Ultimos anos pesquisas
com antimicrobianos naturais, como o0s Oleos essenciais. A utilizacdo de O6leos
essenciais no controle de Listeria em alimentos, como queijos vém sendo relatada
com sucesso (CARVALHO et al., 2015; CUI; WU; LIN, 2016; DANNENBERG et al.,
2017; ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI; MARTIN-BELLOSSO, 2017)
principalmente, devido a maior sensibilidade a ag¢&do dos Oleos essenciais das
bactérias Gram-positiva quando comparadas com as Gram-negativa aos 6leo
essenciais (BURT, 2004).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O Oleo essencial foi extraido das raizes de gengibre (Zingiber officinale
Roscoe), adquiridas do comércio na cidade de Pelotas, RS, Brasil. A proteina
isolada de soja - proteina 90,0% b.s. (da empresa N4 natural), poli (6xido de etileno)

e zeina da Sigma-Aldrich. A atividade antimicrobiana do OEG foi avaliada contra
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cinco bactérias relevantes para alimentos. As bactérias Gram-positiva avaliadas
foram Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC
25923), e as Gram-negativa foram Escherichia coli O157:H7 (NCTC 12900),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15443).

O queijo utilizado para a atividade antimiccrobiana in situ foi o queijo Minas frescal.

4.2 Métodos

4.2.1 Extracao do 6leo essencial de gengibre (OEG)

O dleo essencial de gengibre foi extraido pelo método de hidrodestilacédo
descrito por Dannenberg et al., (2017). As raizes do gengibre foram congeladas e
depois trituradas em blender. Cerca de 300 g de gengibre e 1 L de a&gua destilada
foram adicionados a um baldo de 2 L, o baldo foi entdo conectado ao equipamento
clevenger e aquecido até temperatura de ebulicdo (100°C) por uma manta de
aquecimento durante 2h. Apds sua obtencdo o 6leo essencial de gengibre foi
armazenado a -20°C (¥2) em frasco de vidro ambar devidamente vedado com

parafilme, até o momento das analises.

4.2.2 Caracterizacao do 6leo essencial de gengibre

4.2.2.1 Composicao quimica

A composi¢cdo do OEG foi avaliada utilizando um cromatdgrafo gasoso
acoplado a um espectrémetro de massa (GC-MS, Shimadzu QP2010 Ultra, Japéo)
de acordo com o método descrito por Juliani et al., (2011). Em um frasco de 1,5 mL,
20 pL do déleo foram misturados com 480 uL de hexano e 50 uL de uma solugéo de
1-nonanol em hexano (5 mg.mL™). A amostra foi preparada em duplicata e cada
duplicata foi injetada duas vezes no GC-MS, utilizando um auto-injetor. Os
parametros utilizados no GC-MS foram: temperatura do injetor 200 °C no modo sem
divisdo; taxa de fluxo de gas portador de hélio 1,08 mL.min™; coluna capilar Rtx-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Restek, EUA); forno GC a 60 °C durante um minuto e
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depois rampa a 5 ° C.min™ a 180 °C seguido de retencdo durante 1 min; fonte e
interface de ions a 200 °C; e varredura em massa de 40 a 450 m/z a 0,2 varredura
por segundo. O indice do tempo de retencéo foi determinado utilizando uma série
homologa de alcanos e o calculo do indice de retencdo foi realizado
automaticamente pelo software MS.

A quantificagao foi realizada em relagdo a um padré&o interno, 1-nananol. Os
compostos foram identificados usando a biblioteca espectral de massa AOC 20-i do

Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia NIST, 2011.

4.2.2.2 Atividade antimicrobiana

4.2.2.2.1 Difusdo em agar

A atividade antimicrobiana do 6leo foi avaliada primeiramente pela técnica de
disco difusdo em agar, de acordo com CLSI (2015a). Placas com Agar Mueller-
Hinton (MH - Oxoid®) foram inoculadas com suspensdes bacterianas, as quais
foram ajustadas a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10® UFC.g ™). Posteriormente,
discos de papel filtro estéreis foram dispostos sobre o meio e impregnados com
10uL do d6leo essencial, como controle negativo foi utilizado discos embebidos com
agua destilada estéril e como controle positivo discos de Gentamicina (10 pg), sendo
incubados por 24 h a 37 °C. Ap6s esse periodo o diametro dos halos de inibicdo
foram aferidos com paquimetro digital (King.tools®). Os testes foram realizados em

triplicata.

4.2.2.2.2 Concentracdao inibitéria minima (CIM)

A CIM do OEG foi determinada através da micro-diluicdo em caldo utilizando
placas estéreis com 96 pocos (CLSI, 2015b), sendo avaliada frente a S. aureus
ATCC 25923, L. monocytogenes ATCC7644, P. aeruginosa ATCC 15443, S.
Typhimurium ATCC 14028 e E. coli O157:H7. NCTC 12900. Foram preparadas
diluicbes seriadas de 75 pL.mL™ a 0,58 pL.mL*.do OEG em caldo Brain Heart
Infusion (BHI-Oxoid®) adicionado de 1% do emulsificante tween 80 (Vetec®). Os

indculos bacterianos utilizados no teste foram preparados obtendo a concentracao
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final de 10* UFC.mL™, por poco de placa. Como controle negativo foi utilizado
apenas 0 meio de cultura, para o controle positivo foi utilizado o meio de cultura
acrescido do inoculo bacteriano, e foi feito ainda um controle de esterilidade do
OEG. Apds o periodo de incubacéo (24 h a 37°C), foi adicionado 10 yL do corante
revelador Resazurina em todas as cavidades da placa e o surgimento da coloragao
rosa indica possivel atividade bacteriana, sendo considerada a CIM a menor
concentracdo do 6leo em que nado foi possivel observar crescimento bacteriano

visivel.

4.2.2.2.3 Concentracao bactericida minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir dos resultados obtidos na CIM. Foram
semeadas em agar BHI aliquotas de 10 yL de cada pogo das microplacas que nao
demonstraram crescimento bacteriano visivel apés 24h a 37 °C. A CBM foi
considerada como a menor concentracdo na qual ndo foi observado crescimento
bacteriano ap6s a exposicao frente as concentracdes de OEG (CLSI, 2015). A partir
dos resultados de difusdo em agar, concentracao inibitéria minima e concentracao
bactericida minima foi escolhida a bactéria mais sensivel a acdo do 6leo essencial
de gengibre (Listeria monocytogenes) para continuar as analises seguintes de

atividade antimicrobiana.

4.2.2.2.4 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera

A atividade antimicrobiana em micro-atmosfera foi determinada conforme
proposta por Ghabraie et al., (2016). Aliquotas de 0,1 mL de suspensfes celulares
(10* UFC.mL™Y) de L. monocytogenes ATCC 7644, que foi a bactéria que se
demonstrou mais sensivel a acdo do 6leo essencial, foram inoculadas na superficie
de placas com Agar BHI (15 mL — camada de 6 mm). Na tampa de cada placa de
petri foram posicionados discos de papel filtro estéreis, sendo adicionados diferentes
volumes do OEG (0.10, 0.21 and 0.31 pL/cm3) as placas vedadas, invertidas e
incubadas a 37 °C por 24 h. Como controle, foi utilizado discos de papel filtro

estéreis embebidos com agua destilada estéril. A acdo antimicrobiana foi expressa
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pelo percentual de redug&do na contagem celular (UFC) dos tratamentos com OEG
comparados com um controle. A analise foi realizada em triplicata. A concentracao
de 6leo essencial foi expressa em funcdo do volume de 6leo e do espaco livre na
placa (M x r2 x h = 3,14 x 4,52x 1,5 = 95 cm®, 95 - 15 mL de &gar = 80 cm® de

espaco livre).

4.2.3 Preparo das solucdes poliméricas e das fibras ultrafinas pela técnica de

electrospinning

As solucdes poliméricas foram preparadas separadamente, utilizando 10 g de
proteina isolada de soja em 100 mL de &cido acético (PA), 3 g de poli (6xido de
etileno) em 100 mL de etanol a 70% (p / v) e 30 g de zeina em 100 mL de etanol a
70% (p / v). Posteriormente, as solucfes poliméricas foram misturadas na proporcao
de 1: 1: 1 (v: v: v) e foram adicionadas diferentes volumes de 6leo essencial de
gengibre (0, 3, 6, 9 e 12 mL) em 100 mL de solucéo polimérica, com subsequente
agitacdo magnética (FISOTOM, MODELO 752/6) durante 5 min. Para a producao
das fibras ultrafinas por eletrospinning, as solugbes foram colocadas em uma
seringa de 1 mL, com uma agulha metélica de 0,7 mm de didametro externo. Os
parametros utilizados no processo foram: tensédo + 24 Kv do eletrodo positivo e -3,4
Kv do eletrodo negativo e controlados na fonte de energia DC (INSTOR, INSES-
HV30, Brasil). A taxa de alimentacdo de 1 mL.h™ foi controlada em uma bomba de
infusdo (KD Scientific, Model 100, Holliston, Inglaterra), onde a seringa foi colocada.
A distancia horizontal entre a ponta da agulha da seringa e o coletor estacionario foi
de 15 cm. No processo, a temperatura foi controlada a 23 + 2 °C por um aparelho de

ar condicionado e a umidade relativa ajustada em 38-44% com um desumidificador.

4.2.4 Caracterizacdo das solucdes poliméricas

4.2.4.1 Viscosidade aparente e condutividade elétrica

A viscosidade aparente das solucdes foi avaliada com um viscosimetro digital

Brookfield (Model DV — II, USA). Aproximadamente 10 mL de solugcdo foram
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colocadas no recipiente de aco inoxidavel do viscosimetro que foi acoplado ao
equipamento utilizando um spindle n° 18. A condutividade elétrica das solucdes foi
determinada utilizando um condutivimetro (MS TECNOPON, model mCA 150P,
Brazil) e expressa em pS/cm. Todas as medidas foram realizadas a temperatura

ambiente (23 = 2 °C), em triplicata.

4.2.5 Caracterizacdo das fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de

Oleo essencial de gengibre

4.2.5.1 Morfologia e distribuicdo de diametro

A morfologia das fibras foi analisada utilizando um microscopio eletrénico de
varredura (Jeol, JSM-6610LV, USA) com uma voltagem de aceleracdo de 15 kV.
Uma pequena porcdo das fibras foi colocada na superficie de um stub e foram
revestidas com ouro através de um revestidor por crepitacdo e examinados com
ampliacdo de 1000x. O diametro médio e a distribuicdo do didmetro das fibras com
diferentes concentracbes de 6Oleo foram avaliados a partir das imagens do MEV,

sendo medidas cerca de 60 fibras utilizando o software ImageJ.

4.2.5.2 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das fibras ultrafinas, assim como dos compostos puros
(proteina isolada de soja, poli (6xido de etileno), zeina e 6leo essencial de gengibre),
foi avaliada por um analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto,
Japao). As amostras (aproximadamente 5 mg) foram aquecidas em capsulas de
platina em uma faixa de 30 a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C.min™* e um
fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™, utilizando uma capsula de platina vazia como

referéncia.
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4.2.5.3 Espectroscopia com Transformada de Fourier (FTIR) das fibras

ultrafinas

A interacao entre os polimeros proteina isolada de soja, poli (6xido de etileno)
e zeina com o Oleo essencial de gengibre nas fibras foi investigada utilizando
espectrometro com transformada de Fourier na regido do infravermelho (FTIR —
ATR) (IRPrestige21, Shimadzu, Japéo). A andlise dos espectros foi realizada na
regido do infravermelho médio com intervalo de niimero de onda de 4000-500cm™ e
resolucéo espectral de 4 cm™. Os sinais foram processados utilizando o software
GRAMS (Galactic Industries Corp., Salem, NH , EUA ).

4.2.5.4 Cristalinidade relativa

Os difratogramas de raios-X dos polimeros e das fibras foram obtidos
utilizando um difratdmetro de raios X (XRD-6000, Shimadzu, Brasil). A regido de
varredura da difracdo variou entre 5° e 70°, com uma tensdo alvo de 30 kV, uma
corrente de 30 mA e uma velocidade de varredura de 1°.min™. A cristalinidade
relativa (CR) foi calculada como descrito por Rabek (1980) pela equacédo: RC (%) =
(Ac/(Ac + Aa)* 100; onde Ac € a area cristalina e Aa é a area amorfa nos

difratogramas de raios-X.

4.2.6 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre encapsulado em
fibras ultrafinas

A atividade antimicrobiana do OEG encapsulado em fibras ultrafinas foi
avaliada pela técnica de micro-atmosfera. As placas de agar de MH foram
inoculadas com a bactéria mais sensivel ao 6leo essencial, ou seja, com
suspensdes celulares de L. monocytogenes (10* UFC.mL™Y). As fibras foram
adicionadas na parte interna da tampa da placa de petri e depois foram seladas,
invertidas e incubadas a 37 ° C durante 24 h . Cada fibra foi produzida a partir de 3
mL de solug&o polimerica para padronizar a area de superficie presente em cada
placa. A fibra sem adi¢cdo de Oleo foi utilizada como controle negativo, e apenas a

adicdo do in6culo como controle positivo.
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Os resultados foram expressos como percentual de inibicdo do crescimento, obtidos
através da diferenca entre o tratamento de controle positivo (GHABRAIE et al.,
2016).

4.3 Aplicacédo de 6leo essencial de gengibre encapsulado em fibras ultrafinas

em queijo Minas Frescal

O Oleo essencial de gengibre encapsulado em fibras ultrafinas com os
melhores resultados de inibicdo de Listeria monocytogenes definidos em testes
preliminares foi escolhido para aplicacdo na embalagem de queijo minas Frescal.
Portanto a atividade antibacteriana das fibras com 12% de 6leo foi avaliada através
do método de micro-atmosfera de acordo com Marques et al., (2017), com algumas
modificagcdes. Pecgas de 1 g de queijo Minas frescal foram esterilizados através da
exposicdo a luz ultravioleta por 15 minutos (LEE; LEE; SONG, 2015). Foram
colocados 5 pedacos de queijo em placas de petri 90x15 mm. Posteriormente, 0s
pedacos foram contaminados com 10 pL de suspensao da bactéria mais sensivel ao
6leo essencial (10* UFC.mL™), ou seja L. monocytogenes. As fibras ultrafinas com
0leo essencial de gengibre foram adicionadas nas tampas de placas de petri
contendo pedacos de queijo contaminado. O sistema foi armazenado durante 12
dias sob refrigeracéo a 4 °C e analisado em 0, 3, 6, 9 e 12 dias pela contagem de
células viaveis. Para isso, 0s queijos contaminados foram diluidos em agua peptona

(0,1%) e inoculados em placas de agar de Oxford.

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.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de gengibre

5.1.1 Composicao quimica

O rendimento de extracdo de 6leo essencial de gengibre foi de 3,7% em base
umida. O 6leo essencial apresentou 56 constituintes e os principais foram o a-
zingibereno (16,1%), seguido de geranial (14,4%), (£) citral (9,2%), B-cedreno
(8,6%), acetato de geranilo (8,4 %), (1R) a-pineno (6,1%), a-curcumeno (5,3%) e a-
farneseno (4,4%). Os outros constituintes apresentaram percentual inferior a 3%
(Tabela 1). Noori; Zeynali; Almasi, (2018) avaliaram o 6leo essencial de gengibre e
também relataram composigao similar, sendo o a -zingibereno, o principal composto
organico. Por outro lado, Menut et al., (1994) identificaram citral como o principal
constituinte do 6leo essencial de gengibre. As variacbes na composicdo entre 0s
Oleos essenciais obtidos a partir desta espécie podem ser devido a diferentes
métodos de extracdo, fatores genéticos e ambientais. A composi¢cdo dos Oleos
essenciais influencia diretamente sua atividade antimicrobiana, uma vez que cada
composto tem capacidade especifica para penetrar na estrutura bacteriana
(BAKKALI et al., 2008).
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Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da composi¢do quimica do
Oleo essencial de gengibre.

Tabela 1- Composicdo quimica do 6leo essencial de gengibre (Zingiber Oficinalle Roscoe)
Tempo de retencéo

Composto Quimico ] Concentracao (%)
(min)
3-Methyl-1,3,5-hexatriene 2,7 <0,1
Hexanal 3,0 <0,1
2,5-Dimethyl-1,5-hexadien-3-
o 3,6 <0,1
2-Heptanone 4,3 <0,1
Heptenal 4,5 0,2
Tricyclene 5,0 0,1
(1R) a —Phellandrene 51 29
(1R) a-Pinene 52 6,1
Camphene 55 0,1
1,8-Diphenyl-1,3,5,7-
octatetraene >8 01
B —Phellandrene 6,0 0,7
B.-Pinene 6,1 1,4
6-Methyl-5-hepten-2-one 6,3 2,6
B.-Myrecene 6,4 0,2
Octanal 6,7 0,5
(1S) a —Phellandrene 6,8 0,1
(+)-3-Carene 6,9 0,1
Terpinolene 7,1 0,8
0-Cymene 7,3 1,5
3-Carene 7,4 2,2
Eucalyptol 7,5 0,3
2-Heptanol, acetate 7,6 0,0
B-Ocimene 7,8 0,2
y-Terpinene 8,2 0,6
(+)-4-Carene 9,0 0,1
2-ethylidene-6-methyl-3,5
Heptadienal 92 01
3-(4-methyl-3-pentenyl)-
( Izura: g %3 02
Isobomeol 9,7 0,1
(+)-2-Bornanone 10,6 0,1

(x)-Citronellal 10,7 0,3
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Bicyclo[3.1.1]heptane 111 0,3
4,5-Epoxycarene 11,6 0,7
(2)-citral 13,3 9,2
Continuacéo Tabela 1.
Geranial 14,2 14,4
(-)-Bornyl acetate 14,6 0,3
2-Undecanone 14,7 0,2
(1S,5R)-myrtenyl acetate 15,6 0,1
0-Elemene 16,0 0,1
Citronellyl acetate 16,3 0,9
Cyclosativene 16,8 0,5
a -copaene 17,1 0,6
Geranyl acetate 17,2 8,4
B-Elemene 17,5 0,5
Zingiberene 17,8 0,3
B —caryophyllene 18,3 0,2
Sesquiterpeno 18,6 0,1
(2)-B-Farnesene 19,1 0,2
a —cedrene 19,1 0,1
(-)-Alloaromadendrene 19,4 0,4
a-Curcumene 19,8 5,3
a-Zingiberene 20,2 16,1
y-Cadinene 20,3 2,2
a-farnesene 20,5 4,4
(+)-Epi-
bicyclosesquiphellandrene 20.7 07
B-Cedrene 20,9 8,6
1,5-Cyclodecadiene 21,8 1,1

5.1.2 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre

5.1.2.1 Difusdo em agar, CIM e CBM

As bactérias utilizadas neste estudo estdo associadas a doencas transmitidas
por alimentos. O 6leo essencial de gengibre exibiu atividade antibacteriana contra as

bactérias avaliadas (Tabela 2). A bactéria mais sensivel a acdo do 0leo essencial do
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gengibre foi L. monocytogenes em comparagcdo com as outras bactérias,
apresentando o maior halo de inibicdo formado (37 mm).

Bag; Chattopadhyay, (2015) observaram atividade antibacteriana de Oleo
essencial de gengibre também contra as bactérias usadas neste estudo, no entanto,
esses autores encontraram resultados de inibicdo abaixo dos do presente estudo,
com halos de inibicdo de 8,9, 9,0, 6,6 e 8,0 mm para S. aureus, L. monocytogenes,
S. Typhimurium e E. coli, respectivamente.

A diferenca da atividade antibacteriana pode estar relacionada as diferentes
composicdes dos Oleos essenciais do gengibre. O OEG tinha uma concentracao
inibitéria minima de 2,3 pyL.mL™ e uma concentracédo bactericida minima de 4,7
uL.mL™ para E. coli 0157:H7 e L. monocytogenes respectivamente. Sa-Nguanpuag
et al., (2011) avaliaram a acdo antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre contra
diferentes bactérias e encontraram valores de concentraco inibitoria minima de 2,5
a 10 mg.L™. Sivasothy et al., (2011) avaliaram a atividade antibacteriana dos
Zingiber officinalle var. rubrum Theilade utilizando a técnica de micro-diluicdo, o que
revelou que tanto as folhas quanto os 6leos do rizoma foram moderadamente ativos
contra as bactérias gram-positivas Bacillus licheniformis, Bacillus spizizenii e
Staphylococcus aureus, e contra as bactérias Gram-negativas Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia e Pseudomonas stutzeri.

Mesmo com a presenca de uma membrana externa de lipopolissacarideos
(LPS) as bactérias gram-negativa também foram susceptiveis a acdo do Oleo
essencial de gengibre. A presenca de ions divalentes (Mg2 +) na camada de LPS
limita a passagem de compostos bioativos aumentando a reticulagdo entre as
moléculas, reduzindo assim o tamanho dos poros diminuindo a acao antimicrobiana
dos 6leos essenciais (DUSSAULT; VU; LACROIX, 2014).
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A Tabela 2 demonstra os resultados da atividade antimicrobiana por difusdo em
agar, CIM e CBM do OEG frente a diferentes bactérias patogénicas.

Tabela 2- Atividade antimicrobiana por difusdo em &gar, concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao bactericida minima (CBM) do OEG frente a diferentes bactérias.

Bacteria Halo de iniabigéo CiM . CBM_l

(mm) (uL.mL™) (UL.mL™)
S. aureus ATCC 25923 19,0+1,2 4,7 9,4
L. monocytogenes ATCC 7644 37,0+1,2 2,3 4,7
P. aeruginosa ATCC 15443 13,0+ 2,0 9,4 18,7
S. Typhimurium. ATCC 14028 15,0+ 3,2 9,4 18,7
E. coli 0157:H7 NCTC 12900 19,0+ 2,0 2,3 4,7

®Resultados expressos em média + desvio padrédo, para o halo de inibigdo.

5.1.2.2 Atividade antimicrobiana em micro-atmosfera

O dleo essencial de gengibre apresentou atividade contra L. monocytogenes
quando testado em micro-atmosfera (Figura 4), promovendo reducbes no
desenvolvimento deste patégeno, sem a necessidade de um contato direto. A adi¢éo
do Gleo essencial nas concentracées 0,1, 0,21 e 0,31 yL/cm3 promoveu reducbes de
20,9%, 43,0% e 43,1% nas contagem de L. monocytogenes, respectivamente.

Apesar dos 6leos essenciais possuirem um grande numero de componentes
quimicos, alguns autores sugerem que sua atividade antimicrobiana é relacionada
com sua estrutura lipofilica a qual facilita sua penetracdo através das membranas,
desestabilizando o transporte dos ions e solutos. A perda de ions é resultado da
reducdo do potencial da membrana celular, com consequente colapso da bomba de
prétons, e o esgotamento de adenosina trifosfato que leva a morte celular (TURINA
et al., 2006). Entretanto, na fase de vapor do 6leo essencial de gengibre ndo ha
necessidade de difusdo em um meio, porque 0s componentes antimicrobianas

chegam diretamente por volatilizacdo (GONI et al., 2009).
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A Figura 4 demonstra a atividade antimicrobiana do o6leo essencial de

gengibre por acdo de volateis sobre o crescimento de L.monocytogenes.

100 -

P =] o
o o o
1 1 1

Redugdo de crescimento (%)
]
o

0,12 0,23 0,35
Oleo essencial de gengibre (uL/cm?)

Figura 4- Atividade antimicrobiana do OEG por agdo de volateis sobre o crescimento de L.
monocytogenes. Os resultados sdo expressos como média (n=3) e a barra nas colunas é o desvio
padréo.

5.2 Caracterizacao das solucdes poliméricas

5.2.1 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solug¢fes poliméricas

A viscosidade aparente e a condutividade elétrica das solugcbes poliméricas
com diferentes concentracfes de 6leo essencial sdo mostradas na Tabela 3. A
solucdo de proteina isolada de soja apresentou menor viscosidade do que as
solucdes de poli (6xido de etileno) e zeina quando comparadas as solucdes
poliméricas separadamente.

Comparando a viscosidade da mistura das solugdo poliméricas de proteina
isolada de soja, poli (6xido de etileno) e zeina com as solugbes dos polimeros
separados, a mistura apresentou caracteristicas mais semelhantes a solucéo de
zeina (Tabela 3). Esse comportamento pode ser atribuido a maior concentracao de
zeina em massa de solu¢cdo em comparacdo com as outras solugdes. O aumento da
concentracdo polimérica causa um maior emaranhamento da cadeia molecular,
tornando a solucdo mais viscosa, causando a estabilizacdo do jato no processo de
electrospining (FONG; CHUN; RENEKER, 1999).
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A adicdo de Oleo essencial na solucdo de proteina de soja, poli (6xido de
etileno) e zeina reduziu a viscosidade, e acarretou em uma diminui¢do gradual da
condutividade elétrica das solucbes (Tabela 3). A condutividade elétrica mede a
capacidade das cargas para migrar para a superficie da solucdo para realizar uma
forca repulsiva eletrostatica fundamental para iniciar o jato (VEGA-LUGO; LIM, 2012;
WANG et al, 2013). Portanto, a adicdo de Oleo essencial as fibras,
independentemente da concentracédo, pode afetar a formacgéo do jato. Além disso, a
condutividade elétrica pode influenciar os diametros das fibras (BHARDWAJ;
KUNDU, 2010).

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da viscosidade aparente e
condutividade elétrica das solucBes poliméricas e das solucdes poliméricas com

diferentes concentracfes de 6leo essencial de gengibre (OEG).

Tabela 3- Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solu¢gBes poliméricas e das solucdes
polimericas com diferentes concentracdes de dleo essencial de gengibre (OEG).

OEG nas solugdes
poliméricas (%, w/v) Viscosidade Condutividade

~ L 1
Solugdes poliméricas Aparente (mPa.s’)  elétrica (uS.cm™)

PIS (10 %; wiv) 0 10,6 +0,1° 34,8 +4,1°

POE (3 %; wiv) 0 2199,3 +20,2" 7.4+0,1°
Zeina (30 %; w/v) 0 118,0 + 10,3° 891,7 +7,6"
PIS-POE-zeina (1:1:1; /v:v:v) 0 199,5 + 1,4° 760,0 + 7,6°
0 199,5 + 1,42 760,0 + 7,6°
3 162,8+0,2 ° 624,8 +1,9°
PIS-POE-zeina (1:1:1; /v:viv) 6 179,3 +£0,5° 582,4+19°
9 187,1+0,1° 550,4 + 0,6°

12 172,2+0,1° 523,7+ 0,4°

'PIS: Proteina isolada de soja
POE: Poli (6xido de etileno)
OEG: Oleo essencial de gengibre
A, B,C,D N: P— . . . .
Diferentes letras mindsculas na mesma coluna representam diferenca significativa entre as
medias submetidas ao teste de Tukey com significAncia de 5%.
abcde | etras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre as medias
submetidas ao teste de Tukey com significAncia de 5%.
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5.3 Caracterizagao das fibras ultrafinas com diferentes concentragdes de 6leo
essencial de gengibre

5.3.1 Morfologia e distribui¢g&do de diametro

A morfologia das fibras ultrafinas com diferentes porcentagens de Oleo
essencial de gengibre € apresentada na Figura 5. As micrografias apresentaram
fibras sem granulos, com forma cilindrica e homogéneas, com diametros variando de
102 nm a 625 nm .

As fibras com maiores concentracdes de 6leo essencial tiveram diametros
maiores. Esse comportamento pode ser associado a condutividade elétrica da
solucéo (Tabela 3), que diminuiu significativamente com o aumento da concentracéo
de O6leo essencial, reduzindo o diametro das fibras (Figura 5). De acordo com
Bhardwaj; kundu, (2010), uma menor condutividade elétrica da solugdo de polimero
resulta em fibras com didmetro médio maior. Além disso o didametro das fibras pode
estar relacionado a concentracao de solidos presente na solu¢cdo que quanto maior,
maior o diametro.

Algumas fibras com 6% de 6leo essencial de gengibre apresentaram forma de
fita aumentando o didametro das fibras. Neo et al., (2012) atribuiram a morfologia da
fita ao colapso da fibra devido a alta volatiidade do solvente na solucdo. As
diferencas na morfologia das fibras podem ser correlacionadas com varios fatores,
tais como mudancas na viscosidade da solucdo, condutividade elétrica, tipo de
polimero e parametros do processo (VEGA-LUGO; LIM, 2012).

A Figura 5 demonstra a morfologia e distribuicdo de diametro das fibras

ultrafinas com diferentes concentracdes de 6leo essencial de gengibre.
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Diametro méaximo: 220 nm
Diametro médio: 291 nm
Diametro minimo: 106 nm

Diametro maximo: 326 nm
Diametro médio: 220 nm
Diametro minimo: 102 nm

Diametro maximo: 534 nm
Diametro médio: 241 nm
Diametro minimo: 100 nm

Diametro maximo: 467 nm
Diametro médio: 304 nm
Diametro minimo: 203 nm

Diametro maximo: 625 nm
Diametro médio: 386 nm
Diametro minimo: 213 nm

Figura 5- Morfologia e distribuicdo de didmetro das fibras ultrafinas com diferentes concentracfes de
Oleo essencial de gengibre (a, b) 0%, (c, d) 3%, (e, f) 6%, (g, h) 9% e (i, j) 12%.
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5.3.2 Propriedades térmicas

A analise termogravimétrica e suas primeiras derivadas foi realizada para
investigar a degradacéo térmica das fibras e de seus constituintes (Tabela 4). A
termogravimetria derivada (DTG) fornece a primeira derivada da curva do TG, em
funcdo da temperatura. A partir da analise da DTG foi verificado que o 6leo essencial
foi degradado em um intervalo de temperatura de 46.2-160,7 °C, e apresentou dois
picos de decomposicdo em 62,3 °C e 149,4 °C. Os picos de degradacédo do Oleo
foram relacionado a perda de agua e a evaporacdo dos componentes volateis.
Observa-se que o poli (6xido de etieno) puro foi degradado em uma Unica fase a
402,0 °C em um intervalo de temperatura de 281, 2 °C a 424,0 °C e sua
decomposicado completa (T4) foi apenas em 424,0 °C. A proteina isolada de soja e a
zeina apresentaram apenas um estagio de decomposicéao, com picos em 302,0 °C e
328,9 °C respectivamente, atribuidas a quebra das ligacdes peptidicas (NEO et al.,
2013).

As fibras com diferentes proporcdes de Oleo exibiram dois estagios principais
de decomposicdo em DTG. Os picos de decomposicdo em intervalos de 309,1 a
323,0° C foram relacionadas a decomposicdo das proteinas e em 407,0 a 418, 5° C
a degradacdo do poli (6xido de etileno). O aumento da concentracdo de 6leo
essencial nas fibras reduziu ligeiramente a temperatura de decomposicao final,
portanto teve uma sucinta alteracdo na estabilidade térmica das mesmas, devido &
baixa temperatura de degradacdo dos compostos volateis dos 6leos. Com isso a
encapsulacdo do 6leo essencial em matrizes poliméricas se torta importante para
melhorar a estabilidade térmica do 6leo, uma vez que os polimeros utilizados no
estudo se decompde em temperatura muito superior ao 6leo essencial puro.

Na tabela 4 est4 apresentada as propriedades termogravimétricas TGA) e
suas primeiras erivadas (DTG) dos constituinstes das fibras ultrafinas e das fibras

ultrafinas com diferentes concentracdes de 6leo essencial de gengibre (OEG).
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Tabela 4- Analises termogravimétricas (TGA) e suas primeiras derivadas (DTG) dos constituintes
das fibras ultrafinas e das fibras ultrafinas com diferentes concentragdes de OEG.

DTG
TGA
Constituintelzs das
fibras Perda de massa de 250
Tdi (OC) Tdf (OC) a 450 oC (%) le sz
PIS 218,8 360,2 40,4 302,0
POE 281,2 424.0 100,0 402,0
Zeina 260,5 393,4 82,0 328,9
OEG 46,2 160,7 87,0 62,3 149,4
Fibras ultrafinas com Perda de massa de 250
OEG (%; p/V) Tai (°C) Tar («C) a 450 °C (%) Ta Tao
0 255,0 436,2 63,3 323,0 407,0
3 267,2 436,4 57,9 317,5 416,3
6 257,0 435,6 64,2 315,7 411,3
9 2535 431,5 56,9 309,1 418,5
12 257,3 430,6 64,3 320,1 414,3

'PIS: Proteina isolada de soja

POE: Poli (6xido de etileno)

OEG: Oleo essencial de gengibre

Tq = Temperatura de decomposicao inicial;
T4 = Temperatura de decomposic¢éo final;
Tq1= Temperatura de decomposigéo 1;

Tq2 = Temperatura de decomposicao 2.

5.3.3 Espectroscopia com Transformada de Fourier (FTIR) das fibras ultrafinas

As possiveis interages entre os constituintes das fibras e o 6leo essencial de
gengibre foram observadas por FTIR-ATR (Figura 6). Faixas de bandas de 6leo
essencial de gengibre estdo associadas aos estiramentos C= C e C= C- C=C, em
1670 e 1447 cm™, respectivamente. Foi observado o estiramento associado &
ligacdo C-H em 2926 cm™ (SCHULZ et al., 2005).

No espectro da proteina isolada e da zeina (Figura 6a), as principais bandas
de interesse foram relacionadas ao estiramento em 1645 cm™ da ligacdo C=0 da
amida | e ao estiramento em 1518 cm™ atribuido a ligacdo C-N da amida IL.
(DASHDORJ et al., 2015; DENG et al., 2018). A banda em 1091 cm™ no espectro de
PEO esta relacionada ao estiramento da ligacdo C-O do éter na da cadeia do POE

(Figura 6a).
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Nos espectros das fibras (Figura 6b) houve a presenca da banda em 3292
cm™, que é atribuido ao estiramento O-H da amida | (MORSY et al., 2017). Todas as
bandas observadas nos espectros das fibras foram relacionadas aos polimeros
presentes, comprovando as interacdes poliméricas. As bandas em 2900 — 2940 cm™
estdo relacionados aos estiramentos C-H para todos os espetros observados. Foi
observado um leve deslocamento na banda do 6leo essencial em 1646 cm™ para
1650 cm™ e, 1446 cm™ para 1543 cm™, confirmando a interacéo entre o composto
majoritario do 6leo essencial a-zingiberene com os grupamentos carboxilico e amino
relacionado aos componentes da fibra, sendo estes o POE, proteina isolada de soja
e a zeina.

Na Figura 6 estd apresentado os espectros ATR-FTIR dos polimeros
constituintes e das fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de 6leo essencial

de gengibre.
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Figura 6- Espectro ATR- FTIR dos (a) polimeros constituintes e das (b) fibras ultrafinas de

proteina isolada de soja (PIS) — poli (6xido de etileno) (POE)- zeina com diferentes
concentracfes de OEG.
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5.3.4 Cristalinidade relativa

Os padroes de difracdo de raios-X e a cristalinidade relativa (CR) dos
constituintes e das fibras ultrafinas com diferentes concentracées de OEG estéo
apresentados na Figura 7.

Analisando apenas os constituintes, foi observado que o poli (6xido de etileno)
exibiu dois picos de difracdo intensos, em 19,16° e 23,38°. Além disso, a proteina
isolada de soja apresentou um pico em 21,5°, e a zeina em 20,64° e 9,14°, 0 que
estd de acordo com outros autores (KAYACI; UYAR, 2012; XU, et al., 2012). Os
picos dos constituintes, com excecdo do POE, também foram observados nas fibras
ultrafinas sem adicao de 6leo e contendo 3% de Gleo essencial.

A partir da adicdo de 6% de Oleo essencial nas fibras, os picos referentes aos
constituintes proteicos foram reduzidos e nenhum dos picos de difracdo do POE
apareceu nos padrbes de difracdo das fibras. Essa reducdo e o desaparecimento
dos picos possivelmente diminuiram a cristalinidade relativa das fibras. Xu et al.,
(2012) relataram que a intensidade dos picos de difracado de proteina isolada de soja
diminuiu em misturas de proteina isolada de soja e poli (6xido de etileno). Deitzel et
al., (2001) e Xu et al., (2012) também relataram o desaparecimento dos picos de
POE em fibras. Segundo Xu et al., (2012) e Zhao et al., (2014), a diminuicdo da
cristalinidade relativa de um material pode ser devido a interferéncia de outros
componentes presentes nos compositos, os quais dificultam a conformacéo das
cadeias do polimero durante a cristalizacao e consequentemente facilita a formacéo
de estrutura mais amorfa.

A cristalinidade de um material polimérico pode definir a sua aplicagdo, uma
vez que uma maior cristalinidade confere aos polimeros maior resisténcia devido ao
empacotamento das macromoléculas Lim; Tan; ng, (2008). A fibra ultrafina com 12%
de Oleo essencial de gengibre apresentou menor cristalinidade, portanto, seria
interessantes para aplicacdo em embalagem ativa na qual a fibra poderia ser usada
apenas como uma etiqueta ativa dentro da embalagem convencional, ndo sendo

necessario alta resisténcia.


http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0268005X17312717#bib36
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Figura 7- DRX dos (a) constituintes e das (b) fibras ultrafinas com diferentes concentragdes de OEG.
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5.3.5 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre encapsulado em
fibras ultrafinas

Em todas as concentracfes de Oleo essencial de gengibre nas fibras
ultrafinas foi observado redug¢des do crescimento de L. monocytogenes, pela acao
de substancias volateis em micro-atmosfera. As diferentes concentracdes de 6leo
essencial (3, 6, 9 e 12%) reduziram o crescimento bacteriano, em 79,5, 75,5, 100 e
100%, respectivamente, sugerindo que a maior atividade do Oleo pode estar
diretamente ligada a sua concentracao.

A atividade de compostos antimicrobianos em fibras também foi estudada por
outros autores. Pan et al.,, (2014) avaliaram o efeito do timol encapsulado no
caseinato de sodio e relatou que o timol encapsulado era mais eficaz do que o timol
nao encapsulado na inibicdo de agentes patogénicos no leite. Antunes et al., (2017)
avaliaram o efeito 6leo essencial de eucalipto encapsulado em fibras de zeina
usando um complexo de inclusdo em B-ciclodextrina e observaram maior atividade
contra bactérias de S. aureus e L. monocytogenes em comparacdo com nao
encapsuladas.

Estudos sobre o encapsulamento de 6leo essencial de gengibre em matrizes
poliméricas por eletrospinning sdo limitados. No presente estudo, observou-se que o
O0leo essencial de gengibre nas fibras teve um efeito significativo contra L.
monocytogenes. Para avaliar a sua eficAcia em embalagens antimicrobianas
alimentares, as fibras ultrafinas contendo 6leo essencial de gengibre foram avaliadas

in situ utilizando queijo Minas frescal como matriz alimentar.

5.4 Atividade antimicrobiana in situ do 6leo essencial de gengibre encapsulado

em fibras ultrafinas

A eficacia do oOleo essencial de gengibre encapsulado em fibras no controle
de L. monocytogenes em queijo minas frescal pode ser observada na Figura 8. Apos
o terceiro dia de armazenamento, as contagens bacteriana foram diminuindo nos
pedacos de queijo armazenados na embalagem que continha a fibra com 6leo
essencial quando comparado com o controle positivo (apenas a adicdo de fibra

Inéculo livre) e com 0s queijos armazenados na embalagem de controle negativo
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(fibora sem adicdo de 0Oleo). Esses resultados podem sugerir que o 6leo foi
gradualmente liberado, prolongando sua atividade antimicrobiana.

De acordo com Dannenberg et al., (2017), a liberacdo do 6leo essencial esta
relacionada a afinidade entre os compostos nao-polares do 6leo e do queijo que
facilita a migracdo do Oleo na fibra para a superficie do produto, permitindo uma
melhor dispersdo do antimicrobiano nos alimentos.

As reducbes mais expressivas de Listeria para 0s queijos armazenados na
embalagem que continha a fibra com 6leo essencial foram observadas no 3° e no 9°
dia de armazenamento sendo que no 9° dia os contagens diminuiram de 4.98 log
UFC.g-* para 3.62 log UFC.g™ (p <0,05) nos queijos armazenados na embalagem
que continha a fibra com Oleo essencial quando comparado com o queijo
armazenado sem fibra ultrafina.

A analise in situ demonstrou que as fibras ativas podem ser uma alternativa
efetiva natural para o controle de L. monocytogenes em queijos minas frescal
durante o armazenamento. Neste estudo, observou-se que o encapsulamento de
0leo nas fibras pode prolongar sua atividade antimicrobiana. Além disso, a liberacéo
dos compostos de 6leos essenciais para os alimentos pela volatilizacdo nao requer
contato direto, o0 que pode permitir a reducdo de -caracteristicas sensoriais

indesejaveis que ele possa possulir.

5 - mC(-) OC (+) O12%

0 - T T T T
0 3 6 9 12

Tempo de armazenamento (Dias)

Figura 8- Atividade antimicrobiana in situ das fibras ultrafinas contendo 6leo essencial de gengibre,
contra L. monocytogenes em queijo Minas frescal.

*Os resultados sdo expressos como media + desvio padrdo. C-: Tratamento controle fibra sem 0leo;
C+: Tratamento controle do crescimento de L.monocytogenes 12%: Tratamento com 12% de 6leo
essencial de gengibre nas fibras.
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6 CONCLUSOES

O oleo essencial de gengibre apresentou atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positiva (Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus) e Gram-
negativa (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, e Pseudomonas aeruginosa) O
constituinte majoritario do 6leo essencial de gengibre foi a-zingiberene. As fibras
elaboradas com a mistura de proteina isolada de soja-poli (6xido de etileno)-zeina,
independente da concentracdo do Oleo essencial, apresentaram morfologia
homogénea, e sem a presenca de beads mas alterou ligeiramente as propriedades
térmicas das fibras e diminuiu a cristalinidade relativa. O 6leo essencial quando
encapsulado em fibras ultrafinas apresentou atividade antimicrobianas contra L.
monocytogenes pela acao dos volateis (micro-atmosfera). A atividade antimicrobiana
in situ das fibras contendo 6leo essencial de gengibre em queijo minas frescal,
também reduziu significativamente a concentracdo de L. monocytogenes durante o
armazenamento refrigerado (4°C) de 12 dias, demonstrando potencial para

aplicacdo em embalagens ativas de alimentos.
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