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RESUMO

FONTES, Milena Ramos Vaz. Fibras ultrafinas produzidas a partir de poli (acido
latico), lignina e 6leo essencial de pimentarosa (Schinus terebinthifolius Raddi)
sobrepostas em filmes de amido para aplicagdo em embalagens de alimentos.
2021. Tese de Doutorado (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

O presente estudo teve como objetivo produzir filmes bicamadas a base de amido de
trigo ou feijdo, sobrepostos com fibras ultrafinas de poli acido latico (PLA), lignina e
Oleo essencial de pimenta rosa (OEPR). No primeiro capitulo, fibras ultrafinas de PLA
e lignina nas concentragfes de 0,5, 1,5 e 2,5% foram produzidas pela técnica de
electrospinning. Neste estudo, foram obtidas fibras com didametros médios entre 314
e 587 nm e estabilidade térmica com pico de degradacdo em torno de 360 °C. A
analise de molhabilidade mostrou que todos os tratamentos apresentaram superficie
hidrofobica, com angulos de contato acima de 100°. As fibras contendo 2,5% de
lignina exibiram maiores atividades antioxidantes, com inibicdo em torno de 70% para
os radicais DPPH e ABTS. No segundo capitulo, foram produzidas fibras de PLA e
OEPR nas concentragbes de 10, 20 e 30%, sendo caracterizadas pelas mesmas
metodologias do capitulo anterior. Além disso, avaliou-se o efeito antimicrobiano in
vitro e in situ das fibras, que foram aplicadas na tampa de uma embalagem simulada
de cream cheese, substituindo o selo de aluminio convencional. O componente
majoritario do OEPR foi o mirceno e as menores concentragées inibitérias minimas
(CIM) e concentracdes bactericidas minimas (CBM) foram encontradas frente a
Staphylococcus aureus, com 256,9 e 385,3 mg/mL, respectivamente e Listeria
monocytogenes, com CIM de 513,8 e CBM de 642,3 mg/mL. As fibras aplicadas a
embalagem de cream cheese apresentaram efeito inibitorio no vigésimo primeiro dia
de armazenamento, para L. monocytogenes. Para S. aureus, as fibras inibiram o
crescimento das col6nias no décimo quarto e vigésimo primeiro dia, com reducdes de
30 e 62%, respectivamente. No terceiro capitulo, foram produzidas fibras ultrafinas
com 8% de PLA, 2,5% de lignina e 30% de OEPR, caracterizando-as conforme o
primeiro capitulo. Para a formacé&o dos filmes bicamadas, foram elaborados filmes de
amido de trigo (FAT) e feijdo HTC (hard to cook) (FAF) e em seguida, as fibras foram
depositadas sobre eles. Constatou-se que o conjunto de FAT+PLA/lig/OEPR
apresentou maior opacidade, com 71%. O tratamento com FAF+PLA/lig/OEPR
demonstrou ser mais rigido, com resisténcia a tracdo de 6,7 MPa e indicou maior
elongacdo, com 45%, em relacdo ao tratamento com FAT+PLA/lig/OEPR. Também
exibiu menor teor de umidade, com 15%, e menor solubilidade em agua, com 16%.
Em relacdo a permeabilidade ao vapor de agua, o tratamento com FAF+PLA/lig/OEPR
ndo diferiu  estatisticamente do tratamento FAT+PLA/lig/OEPR, com
aproximadamente 2,0 g.mm/m2dia.kPa. Assim, ambos o0s tratamentos s&o
promissores para aplicacdo em embalagens alimentares devido ao sinergismo do
conjunto de polimeros e bioativos utilizados, que demonstraram resultados potenciais
na preservacao de alimentos.

Palavras-chave: amido; electrospinning; bicamadas; embalagens biodegradaveis;

embalagens ativas.



Abstract

FONTES, Milena Ramos Vaz. Ultrafine fibers produced from poly (lactic acid),
lignin and essential oil of pink pepper (Schinus terebinthifolius Raddi) overlaid
on starch films for application in food packaging. Doctoral Thesis (PhD in Food
Science and Technology) — Department of Agroindustrial Science and Technology,
Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

The present study aimed to produce bilayer films based on wheat or bean starch,
overlaid with ultra-fine polylactic acid (PLA) fibers, lignin and pink pepper essential oil
(PPEO). In the first chapter, ultrafine fibers of PLA and lignin at concentrations of 0.5,
1.5 and 2.5% were produced by the electrospinning technique. In this study, fibers with
average diameters between 314 and 587 nm and thermal stability with degradation
peak around 360 °C were obtained. The wettability analysis showed that all treatments
had a hydrophobic surface, with contact angles above 100°. Fibers containing 2.5%
lignin exhibited greater antioxidant activities, with around 70% inhibition of DPPH and
ABTS radicals. In the second chapter, fibers of PLA and PPEO were produced at
concentrations of 10, 20 and 30%, being characterized by the same methodologies as
in the previous chapter. In addition, the in vitro and in situ antimicrobial effect of the
fibers was evaluated, which were applied to the lid of a simulated cream cheese
package, replacing the conventional aluminum seal. The major component of the
PPEO was myrcene and the lowest minimal inhibitory concentrations (MIC) and
minimal bactericidal concentrations (MBC) were found against Staphylococcus
aureus, with 256.9 and 385.3 mg/mL, respectively, and Listeria monocytogenes, with
MIC of 513.8 and MBC of 642.3 mg/ml. Fibers applied to cream cheese packaging
showed an inhibitory effect on the twenty-first day of storage for L. monocytogenes.
For S. aureus, fibers inhibited colony growth on the fourteenth and twenty-first day,
with reductions of 30 and 62%, respectively. In the third chapter, ultrafine fibers were
produced with 8% PLA, 2.5% lignin and 30% PPEO, characterizing them according to
the first chapter. For the formation of bilayer films, wheat starch films (WSF) and HTC
beans (hard to cook) (BSF) were prepared and then the fibers were deposited on them.
It was found that the set of WSF+PLA/lig/PPEO had higher opacity, with 719%.
Treatment with BSF+PLA/lig/PPEO proved to be more rigid, with a tensile strength of
6.7 MPa and indicated greater elongation, with 45%, compared to treatment with
WSF+PLA/lig/PPEOQ. It also exhibited lower moisture content, with 15%, and lower
water solubility, with 16%. Regarding water vapor permeability, the treatment with
BSF+PLA/lig/PPEO did not differ statistically from the WSF+PLA/lig/PPEO treatment,
with approximately 2.0 g.mm/madia.kPa. Thus, both treatments are promising for
application in food packaging due to the synergism of the set of polymers and
bioactives used, which showed potential results in food preservation.

Keywords: active packaging; bilayers; biodegradable packaging; electrospinning;

starch.
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Introducéo

A utilizacdo de novos materiais hanoestruturados vem atraindo consideravel
interesse na industria alimenticia, podendo ser empregados principalmente na area
de qualidade e seguranca dos alimentos (ENESCU et al., 2019). A técnica de
electrospinning ou eletrofiacdo permite o uso de polimeros naturais ou sintéticos para
a producéo de fibras ultrafinas (100 nm < fibras < 1000 nm) e nanofibras (< 100 nm),
apresentando um excelente custo-beneficio, sendo adequada para o0 encapsulamento
de compostos sensiveis a fatores ambientais ou de processamento (BHUSHANI e
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; AHMED et al., 2015). As fibras ultrafinas
formadas exibem uma grande éarea superficial e sdo capazes de formar redes
altamente porosas com interconectividade notavel entre seus poros, tornando-as uma
opcao interessante para uma série de aplicacées em diversas areas (UYAR e KNY,
2017; LIM, 2017).

A técnica de electrospinning, ou eletrofiacdo, utiliza o principio de aplicar um
potencial elétrico a uma solucéo polimérica e fazer com que um jato do liquido acelere
da ponta do capilar em direcdo a um coletor de carga oposta (BHARDWAJ e KUNDU,
2010). Quando o liquido ao qual o potencial é aplicado tem uma baixa viscosidade,
durante a sua trajetéria o jato se rompera devido a tensao superficial, resultando na
formacdo de goticulas poliméricas, se caracterizando como electrospraying, ou
eletropulverizacéo (DEITZEL et al., 2001). No entanto, se o liquido ao qual o potencial
€ aplicado tiver uma viscosidade maior (~ 100 — 20000 cP), havera menor
probabilidade do jato se romper, porque as forgcas viscoeldsticas maiores
amorteceriam o mecanismo de quebra. Assim, o liquido seguird em direcdo ao alvo
aterrado na forma de um jato continuo, finalmente depositando-se como fibras,
constituindo a técnica de electrospinning (BHARDWAJ e KUNDU, 2010). Além da
tensdo superficial e das forcas da solucéo polimérica, existem varias outras variaveis
de processamento que séo fatores decisivos para o resultado final do processo e o
desempenho das fibras ultrafinas fabricadas.

O grande desafio do processo de electrospinning esta na otimizacado dessas
variaveis para alcancar a morfologia e as propriedades desejaveis das fibras
ultrafinas, bem como voltagem aplicada, taxa de fluxo da solug&o e distancia entre o

capilar e o coletor bem como os parametros da solug&o polimérica como concentracao



17

do polimero, viscosidade da solugéo, natureza do solvente e condutividade elétrica da
solucdo (PILLAY et al., 2013). A técnica de electrospinning consiste na utilizacdo de
um equipamento constituido de quatro componentes principais, ou seja, uma fonte de
alta tensdo, uma bomba para seringa, seringa com agulha de ac¢o inoxidavel e um
coletor que pode ser uma placa fixa ou tambor rotativo (BHUSHANI e
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). O esquema do equipamento pode ser visto ha
Figura 1.

\

Cone de
Taylor

Fonte de alta tensdo

Figura 1 - Exemplo de estagao de electrospinning.

Fonte: FRANCO et al., 2010.

No processamento e embalagem de alimentos, fibras desenvolvidas através da
técnica de electrospinning sdo utilizadas para estabilizar ou controlar compostos
bioativos visando preservar a integridade do produto embalado (VEGA-LUGO e LIM,
2009). Dentre esses bioativos, estdo os Oleos essenciais (OEs), que sdo extraidos
diretamente de plantas e possuem abundancia de misturas complexas de varios
metabdlitos secundarios como os compostos fendlicos que apresentam atividades
antioxidantes e antimicrobianas (PRAKASH et al., 2018). A pimenta rosa € fruto da
arvore de Schinus terebinthifolius Raddi, também conhecida como aroeira,
amplamente distribuida na América do Sul (GILBERT e FAVORETO, 2011), e alguns
estudos da literatura relataram o potencial antimicrobiano e antioxidante do 6leo
essencial extraido dos seus frutos e folhas (ULIANA et al., 2016; DANNENBERG et
al., 2016; DANNENBERG et al., 2017; ROMANI et al., 2018). Entretanto, ainda nao
existem pesquisas acerca da utilizacdo desse 6leo essencial no desenvolvimento de

fibras ultrafinas via electrospinning e sua aplicacédo em embalagens com bicamadas.
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Diversos polimeros podem ser utilizados para a fabricacdo de fibras ultrafinas,
incluindo o poli (acido latico) (PLA), o qual € um polimero sintético derivado de fontes
naturais e possui boas propriedades mecanicas, sendo biodegradavel e biocompativel
(LIU et al, 2018). Caracteristicas como durabilidade durante o0 uso e
biodegradabilidade ap6s o descarte tornam esse polimero atraente, pois possibilita
minimizar problemas ambientais e ao mesmo tempo atender as exigéncias do
mercado (GROSS e KALRA, 2002). Com o intuito de aprimorar algumas propriedades
desse material, como resisténcia e dureza, é possivel formar blendas com outros
polimeros, tal como a lignina.

Recursos naturalmente abundantes e renovaveis, como a biomassa
lignoceluldsica, possuem grande potencial para substituir materiais nao-renovaveis
provenientes de combustiveis fosseis (THARANATHAN, 2003). A lignina € um
polimero heterogéneo e amorfo que compde de 20 a 30% das paredes celulares das
plantas, fornecendo suporte mecéanico para os tecidos como protecao contra estresse
fisico/quimico e resisténcia a doencas, sendo o segundo polimero natural mais
abundante ao lado da celulose (SAITO et al., 2012). A estrutura quimica da lignina
depende de varios fatores, incluindo a sua origem boténica, as condigcbes ambientais
de crescimento e as condi¢cOes de extracdo da rede de lignina in situ (DONG et al.,
2011). A lignina € uma macromolécula polifendlica de estrutura complexa, que é
formada por trés mondmeros principais (alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool
sinapilico) como pode ser observado na Figura 2, e diferentes grupos funcionais (tais
como hidroxilas fendlicas e alifaticas, metoxilas e carboxilas) que interagem com

varios polimeros e formam um complexo polimérico estavel (AADIL et al., 2014).
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Figura 2 - Alcoois precursores de fenilpropandides guaiacila (G), siringila (S) e p-
hidroxifenila (H).

Fonte: COLLINS et al., 2019.

Aproximadamente 20% da casca de arroz, considerada residuo agroindustrial,
€ composta de lignina e na maior parte dos casos, o principal destino da casca é a
combustdo (WANG et al., 2013; ROSA et al., 2017). No entanto, essa pratica gera
substancias perigosas para a saude, causando também sérios problemas ambientais
(EL DAMATTY e HUSSAIN, 2009). Destaforma, a extracao de lignina e sua utilizagao
no desenvolvimento de novos materiais se tornam uma alternativa para agregar valor
a casca de arroz, visto que a lignina exibe propriedades avancadas, tais como rigidez,
alto teor de carbono, estabilidade térmica e protecéo contra radiacao ultravioleta (UV)
(BHAT et al., 2009; KAI et al., 2016). Além disso, as caracteristicas antioxidantes e
estabilizadoras da lignina ja foram avaliadas em conjunto com diversos polimeros,
como polietileno (PE) (SADEGHIFAR e ARGYROPOULQOS, 2015), polipropileno (PP)
(PUCCIARIELLO et al., 2004) e PLA (GORDOBIL et al., 2014), mostrando 6timo
desempenho.

A unido de biopolimeros e compostos bioativos € um horizonte promissor para
criar embalagens ativas para alimentos. Além disso, por sua biodegradabilidade é
considerada uma solucado para as questdes ambientais (CERQUEIRA et al., 2016). A
guantidade de estudos relatados na literatura tendo o amido como matéria-prima na
producdo de filmes é significativamente alta. Porém, algumas fontes especificas,
como trigo (BONILLA et al., 2013) e feijao (ROY et al., 2020), ainda s&o pouco
exploradas. No Brasil, ambas as culturas possuem grande importancia econémica e
social. Devido a ampla capacidade de adaptacao, o trigo é cultivado tanto em regides

subtropicais como tropicais. Segundo Zhang et al. (2010), nos gréos de trigo, o0 amido
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representa de 64 a 74% do endosperma, sendo o maior constituinte do grado. De
acordo com Heinemann et al. (2017), o feijdo é cultivado o ano todo e seus graos
ficam armazenados em silos no periodo entre as safras aguardando a
comercializacdo. Nesta etapa, ficam suscetiveis a alteragdes nas suas propriedades
tecnolégicas, envolvendo escurecimento e endurecimento, sendo que essas
alteracbes pos-colheita resultam na depreciacdo dos gréos e perdas de producao
(BENTO et al., 2020). Com o intuito de reaproveitar os graos depreciados, a extracao
do amido surge como opc¢édo para ndo os descartar e a partir deles, produzir novos
materiais

O amido € o polissacarideo de reserva dos vegetais e esta armazenado sob a
forma de granulos, que apresentam uma organizacdo molecular especifica, o que
confere aos mesmos um carater parcialmente cristalino, ou semicristalino, com graus
de cristalinidade que variam de 20 a 45%. O amido € formado por dois tipos de
polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina, com estruturas e funcionalidade
diferentes. Variacbes nas proporcdes entre estes componentes podem resultar em
granulos de amido com propriedades fisico-quimicas e funcionais diferenciadas, as
guais podem afetar suas aplicagdes industriais (PFISTER e ZEEMAN, 2016). Para a
producdo de filmes, por exemplo, o uso do amido nativo € bastante frequente na
literatura, mas possui desvantagens relacionadas a propriedades mecanicas e de
barreira (RIBBA et al., 2017). Os filmes de amido podem ser elaborados por diferentes
técnicas como termomoldagem, extrusdo, sopro, moldagem por injecao e de casting
(MERINO et al., 2018), sendo esta ultima a mais utilizada em escala laboratorial e
consiste no espalhamento de uma solucdo filmogénica (polimero, solvente e
plastificante) em um suporte, seguido de evaporacdo lenta a baixa temperatura
(ROSSETO et al., 2019).

Uma das abordagens mais utilizadas para aprimorar estas questdes e
incorporar compostos funcionais em filmes é o desenvolvimento de sistemas
multicamadas (FABRA et al.,, 2013). Isso pode ser feito através do uso do
electrospinning, onde as fibras ultrafinas produzidas podem ser aplicadas em uma ou
mais camadas, permitindo o aprisionamento de compostos funcionais (TORRES-
GINER et al.,, 2011). Assim, como na literatura nao foram constatados estudos
especificos acerca da formacao de blenda de lignina, éleos essenciais e PLA, optou-

se por focar na caracterizacdo destes conjuntos aliando as tecnologias de
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electrospinning e casting, para desenvolver materiais com funcionalidades bioativas a
partir de seus componentes, com desempenho antioxidante e antimicrobiano.

Como hipoteses, temos que a lignina e o OEPR, juntos ou separados, aliados
ao PLA, adicionam carater antimicrobiano e antioxidante as fibras ultrafinas e que a
adicao das fibras ultrafinas ao filme de amido na forma de bicamadas, configura uma
estrutura viavel para desenvolver uma embalagem ativa que pode prolongar a vida util
de alimentos, garantindo a seguranca e qualidade do produto.

O grupo de pesquisa onde o presente estudo esta inserido vem trabalhando ha
aproximadamente cinco anos com a técnica de electrospinning e electrospraying,
desenvolvendo investigacdes acerca de encapsulacao de compostos bioativos, como
0s Oleos essenciais, para aplicacdo em embalagens de produtos alimentares, tendo
publicado dezenas de artigos nessa area. Nesse contexto, o objetivo geral do trabalho
foi desenvolver e caracterizar fibras ultrafinas compostas de diferentes blendas de
PLA/lignina, PLA/OEPR e PLA/lignina/OEPR pela técnica de electrospinning e sua
aplicacdo em filmes de amido produzidos pela técnica de casting, formando
bicamadas visando a aplicacdo em embalagens para alimentos. Entre os objetivos
especificos, estdo a definicdo dos parametros 6timos da técnica de electrospinning
para a formacao de fibras ultrafinas; avaliar diferentes concentragdes de PLA, lignina
e OEPR na producéo de fibras ultrafinas; avaliar a condutividade elétrica e viscosidade
das solucdes poliméricas; caracterizar as fibras ultrafinas quanto a morfologia,
propriedades térmicas e mecanicas, grupos funcionais e molhabilidadade; avaliar a
atividade antimicrobiana e antioxidante das fibras ultrafinas e aplica-las em alimentos;
definir as melhores condicOes para a formacao dos filmes de amido de feijao e de trigo
pela técnica de casting e caracterizar os filmes bicamadas quanto a morfologia,
propriedades mecénicas, cor e opacidade, umidade e solubilidade em &gua e

permeabilidade ao vapor de agua (PVA).
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CAPITULO 1

Estabilidade térmica, hidrofobicidade e potencial antioxidante de fibras

ultrafinas de poli(acido latico) e lignina de casca de arroz

¢ Artigo publicado na revista Brazilian Journal of Chemical Engineering
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1.1 Introducéo

O uso de nanomateriais tem despertado interesse na inddstria alimenticia, uma
vez que estes materiais podem ser usados na area de qualidade e seguranca
alimentar (PETERS et al., 2016), em aplicacdes envolvendo a embalagem e
armazenamento de alimentos (DUDEFOI et al., 2018). A técnica de electrospinning
surgiu como uma alternativa para a producdo de fibras ultrafinas em escala
nanomeétrica, com vantagens estruturais e funcionais (BHUSHANI e
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Também possui potencial para encapsulagcéo de
compostos bioativos com agentes antimicrobianos e propriedades antioxidantes
(WEN et al., 2017).

Uma grande variedade de polimeros pode ser usada para a producéo de fibras
ultrafinas, mais notavelmente o poli (acido lactico) (PLA), o poli (etileno éxido) (PEO)
e o poli (&lcool vinilico) (PVA), devido as excelentes propriedades requeridas para o
processo de electrospinning (MOREIRA et al., 2018; ALHARBI et al., 2018). Por outro
lado, alguns polimeros apresentam limitacdes. Como exemplo temos a quitosana,
devido a sua natureza policatibnica em solucdo (NASERI et al., 2014), celulose por
ser sollvel apenas em liquidos i6nicos (HARDELIN et al., 2013) e lignina por
apresentar menor viscosidade em solugdo (POURSORKHABI et al., 2015). Portanto,
uma alternativa para a formacdao de fibras ultrafinas neste ultimo caso, seria 0 uso de
PLA como polimero auxiliar, sendo combinado com a lignina para aumentar a
capacidade de eletrofiacdo da solucéao.

A lignina € uma macromolécula amorfa encontrada na parede celular das
plantas, geralmente associada a celulose. Ela fornece rigidez, impermeabilidade,
resisténcia microbiologica e a ataques mecanicos em tecidos vegetais (KALAMI et al.,
2018). Depois da celulose, a lignina é considerada o segundo polimero aromatico
natural mais abundante na natureza. Existem varios grupos funcionais em sua
estrutura que sdo suscetiveis a mudancas, como hidroxilas alifaticas e fendlicas e
grupos carbonila. Tal composicdo quimica se enquadra em varias aplicacdes para o
desenvolvimento de materiais, devido a caracteristicas como complexacéao, ligacao,
disperséo e estabilizagdo de emulsdes (LIAO et al., 2020). A lignina representa
aproximadamente 20% da casca de arroz, sendo considerada um residuo

agroindustrial ainda pouco explorado (GAO et al., 2019). Entre as propriedades da
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lignina, estdo a alta estabilidade térmica, potencial antioxidante e atividade
antimicrobiana (ZHANG et al., 2015; DONG et al., 2011; AADIL et al., 2018).

Para lignina ser obtida de uma matéria-prima lignoceluldsica, necessita passar
por processos de extracdo de diferentes tipos, que techicamente podem originar
quatro tipos de lignina: lignossulfonada, kraft, soda e organossolve (SHANKAR et al.,
2018). A extracdo por meio do processo organossolve convencional usa solventes
organicos, catalisadores, pressao e altas temperaturas. No entanto, modificacdes no
método podem ser feitas para gerar um baixo custo, lignina quimicamente homogénea
e com melhor aproveitamento de residuos (RAMAKOTI et al.,, 2019). O processo
organossolve produz lignina de alta pureza (baixo teor de impurezas inorganicas e
livre de enxofre) com baixo peso molecular, oferecendo novas possibilidades para
aplicacdes de alta qualidade (MICHELIN et al., 2018). De acordo com Yang et al.
(2016), os principais fatores que contribuem para o potencial antioxidante da lignina
sdo baixo peso molecular e uma grande quantidade de fracGes fendlicas, além de
conter uma série de unidades de fenilpropano com grupos CH: posicionados na
cadeia lateral. A producéo de fibras ultrafinas contendo lignina via electrospinning ja
foi relatada em outros estudos, em associacdo com outros polimeros. Essas
pesquisas investigaram novos materiais que podem aproveitar a abundancia de
grupos funcionais na lignina (SALAS et al.,, 2014), como o desenvolvimento de
nanofibras de carbono para sistemas de armazenamento de energia (DALTON et al.,
2019), aplicacdes biomédicas (KAl et al., 2015) e a preven¢do da contaminacao
ambiental através de membranas de filtracdo adsorvente (BECK et al., 2017). Apesar
das 6timas propriedades oferecidas pela lignina, as solu¢des poliméricas de lignina
pura ndo sao capazes de formar fibras ultrafinas devido a sua estrutura complexa
(AADIL et al., 2018), requerendo a adicdo de outro polimero.

Como citado anteriormente, nota-se que o PLA é amplamente utilizado em
processos de eletrofiagdo, com o intuito de desenvolver materiais que tenham
diferentes funcdes (OLIVEIRA et al., 2013). Com foco na preservacao de alimentos,
Altan et al. (2018) desenvolveu fibras de PLA e zeina incorporadas com carvacrol e
relataram que a membrana fibrosa aumentou a propriedade de liberacdo do composto
bioativo, com potencial para uso em embalagem antifiingica para preservacao de
paes. Outro estudo realizado por Radusin et al. (2019) produziram filmes de PLA
ativos carregados com extrato de Allium ursinum L. Verificou-se que o material

apresentava alta atividade antibacteriana contra Escherichia coli e Staphylococcus
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aureus, sendo capaz de estender efetivamente a vida Gtil dos alimentos. Dentro desse
mesmo contexto, Kim et al. (2019) fabricaram membranas fibrosas baseadas em
nanoparticulas de PLA e ZnO que podem ser aplicadas em embalagens de alimentos,
proporcionando protecao frente a luz ultravioleta.

O uso de dois ou mais polimeros na mistura polimérica € uma alternativa para
otimizar o aspecto fisico e propriedades quimicas do produto final, proporcionando
desempenho desejavel (NOFAR et al., 2019). De acordo com Collins et al. (2019), a
lignina ja foi misturada com varios outros polimeros para obter materiais para
aplicacbes com alto valor agregado. No entanto, € dificil encontrar uma mistura
eficiente devido a alta complexidade e reatividade de lignina. Para tanto, a unido de
lignina e PLA parece ser uma alternativa promissora para desenvolver materiais
plasticos renovaveis, ja que segundo Silva et al. (2019), a lignina acelera o processo
de degradacdo do PLA no ambiente, sem afetar suas propriedades térmicas e
mecanicas.

Este estudo relata a fabricacdo de fibras ultrafinas pela técnica de
electrospinning utilizando PLA e lignina proveniente de casca de arroz extraida pelo
processo organossolve. Sobre esta especifica forma de producéo de fibras ulrafinas,
na literatura ha apenas o estudo relacionado ao capitulo | desta tese (Fontes et al.,
2021), o que explica a relevancia da pesquisa. As fibras ultrafinas produzidas foram
caracterizadas em termos de morfologia, distribuicdo de diametro, grupos funcionais,

estabilidade térmica, hidrofobicidade e capacidade antioxidante.
1.2 Material e Métodos

1.2.1 Material

O PLA na forma de pellets (Ingeo ™, CAS 4032D, biopolimero de alto peso
molecular) foi adquirido na NatureWorks. A lignina foi fornecida pelo Laboratério de
Materiais Lignocelulésicos (LAMALI, FURG) e foi extraida da casca de arroz pelo
processo organossolve, seguindo a metodologia descrita por Singh e Dhepe (2016),
apresentando as seguintes caracteristicas: massa molar de 2,06 Da e temperatura de
transicdo vitrea (Tg) em uma faixa de 80-90 ° C (ROSA et al., 2017). Cloroférmio e
acetona foram utilizados como solventes das soluc¢des poliméricas. Para a avaliacédo

da atividade antioxidante, os reagentes utilizados foram ABTS (2,2’-azino-bis 3-
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etilbenzo-tiazolina-6-acido-sulfénico) (Sigma-Aldrich, CAS 30931-67-0), e DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila, Sigma-Aldrich, CAS 1898-66-4).

1.2.2 Preparo das soluc¢des poliméricas

Experimentos preliminares baseados no estudo de Moreira et al. (2018),
indicaram que solucdes poliméricas contendo concentracdes inferiores a 8% (p/v) de
PLA nao produziram fibras ultrafinas. Portanto, solu¢bes poliméricas foram
preparadas usando 8% PLA [8 g de PLA em 100 mL de mistura de cloroférmio:acetona
(3:1)], variando as concentracdes de lignina em 0, 0,5% (0,5 g/100 mL de solucéo),
1,5% (1,5 g/100 mL de solucéo) e 2,5% (2,5 g/100 mL de solucdo) em base seca. As
solucbes foram agitadas por 24 h em agitador magnético (Fisatom, modelo 752/6,

Brasil) a temperatura ambiente (23 £ 2 ° C).

1.2.3 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solucfes poliméricas

Para a analise da viscosidade aparente das solucdes, foi necessario usar uma
aliquota de 10,0 mL que foi inserida em um viscosimetro digital Brookfield (Modelo
DV-Il, EUA), utilizando spindles de numero 18, com agitacdo de 100 rpm. A
condutividade elétrica das solucbes foi avaliada usando um condutivimetro
(MSTECNOPON, modelo mCA 150P, Brasil) (SILVA et al., 2018). Ambas as medices
foram realizadas em temperatura ambiente (24 + 2 ° C).

1.2.4 Producdao das fibras ultrafinas por electrospinning

A producédo de fibras ultrafinas foi realizada pela técnica de electrospinning,
otimizando os parametros por meio de testes. As solucdes poliméricas foram inseridas
em seringa de 3 mL com agulha metélica de 0,7 mm de didmetro. Os parametros
usados no processo foram: tensdo de 20 kV para o eletrodo positivo e 1 kV para o
eletrodo negativo, controlada através de uma fonte de alimentacdo DC (INSTOR,
INSES-HV30, Brasil); taxa de alimentacdo, 0,5 mL/h, controlada através de uma
bomba de infusdo (KD Scientific, Model 100, Holliston, Inglaterra) onde a seringa foi
colocada; distancia horizontal entre a ponta da agulha da seringa e o coletor, 30 cm;
temperatura controlada a 23 + 2 ° C por ar-condicionado; e umidade relativa, ajustada

em 45 + 2% com desumidificador.
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1.2.5 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas

A morfologia das fibras ultrafinas de PLA/lignina foi analisada utilizando um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) (Jeol, JSM-6610LV, EUA) com voltagem
de aceleragédo de 15 kV (EL HALAL et al., 2017). Para a avaliagdo, uma pequena
porcdo das fibras ultrafinas foi inserida na superficie de um stub e revestida com ouro.
O diametro médio e a distribuicdo do diametro das fibras ultrafinas foram avaliados a
partir das imagens das micrografias, sendo medidas aproximadamente 60 fibras

selecionadas aleatoriamente, usando o software ImageJ (versao 2015).

1.2.6 Estabilidade térmica das fibras ultrafinas

A estabilidade térmica das fibras ultrafinas e dos compostos puros (PLA e
lignina) foi avaliada utilizando um analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS,
Shimadzu, Kyoto, Jap&o). As amostras (aproximadamente 5 mg) foram aguecidas em
cépsulas de platina na faixa de 30-600 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min
e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min (BRUNI et al., 2020). Uma capsula de platina vazia

foi usada como referéncia.

1.2.7 Grupos funcionais das fibras ultrafinas

Os espectros FTIR-ATR das fibras ultrafinas e dos polimeros puros (PLA e
lignina) foram investigados usando um espectrometro infravermelho (IRPrestige21,
Shimadzu, Japdo). A andlise espectral foi realizada na regido do infravermelho médio
com a faixa de comprimento de onda de 4000-500 cm~ ! e resolucéo espectral de 4
cm™ (FONSECA et al.,, 2020). Os sinais foram processados usando o software
GRAMS (Galactic Industries Corp., Salem, NH, EUA).

1.2.8 Molhabilidade das fibras ultrafinas

A medicdo da molhabilidade foi realizada conforme descrito por Fombuena et
al. (2013), aplicando uma gota de agua na superficie da membrana formada pelas
fibras ultrafinas de PLA/lignina. A imagem foi obtida via microscopio (Digital Blue, QX5,
EUA) e a quantificacdo foi feita por meio de cinco medi¢cdes de cada imagem,
utilizando cinco pontos diferentes dispostos ao redor da gota, com posterior avaliacao

pelo software Surftens 3.0.
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1.2.9 Atividade antioxidante in vitro das fibras ultrafinas

1.2.9.1 DPPH

A atividade antioxidante das fibras ultrafinas de PLA/lignina foi medida usando
0 ensaio de eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), conforme
descrito por Brand- Willians et al. (1995), com algumas modificacbes. Uma amostra
de 1 mg de fibras ultrafinas foi misturada com 3,9 mL de solu¢gdo DPPH (preparada a
partir de uma solucéo estoque de 0,24 mg/mL de DPPH) e em seguida foi agitada por
30 s, permanecendo no escuro por 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida com espectrémetro UV-Vis (UV Mini 1240, Japao) em 515 nm. A atividade de
eliminacao radical foi expressa como porcentagem de inibic&do e foi calculada usando

a Equacéo 1.

0/ = (Abs controle-Abs amostra)*100 1
/o) Abs controle ( )

Inibicdo (

1.2.9.2 ABTS

Para o método de descoloracdo com ABTS, a atividade antioxidante das fibras
ultrafinas foi medida seguindo metodologia de Re et al. (1999). O ABTS foi dissolvido
a uma concentracdo de 7 pM e logo misturado a uma solucdo de persulfato de
potassio na concentracdo de 2,45 uM, a temperatura ambiente, sendo deixado em
repouso no escuro por 16 h. Para o ensaio, essa ultima solucéo foi diluida até atingir
um valor de absorbancia de 0,70 £ 0,02, em 734 nm, para em seguida ser retirada
uma aliquota de 3,0 mL sendo misturada a 1 mg de fibras. Logo, foram submetidas a
repouso no escuro durante 6 min. Ao fim da reacdo, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (UV Mini 1240, Japdo) a 734 nm. Os resultados foram expressos

em porcentagem de inibicdo, de acordo com a Equacéo 1.

1.2.10 Andlise estatistica

As determinacdes analiticas foram realizadas em triplicata, exceto para a
andlise TGA e FTIR. Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
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1.3 Resultados e Discussao

1.3.1 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solu¢cdes poliméricas
A viscosidade aparente e condutividade elétrica das solu¢des poliméricas com
diferentes concentracdes de lignina sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Viscosidade aparente e condutividade elétrica de solugdes poliméricas

com diferentes concentracdes de lignina.

Lignina Viscosidade aparente Condutividade elétrica
(p/v; %) (mPal/s) (uS/cm)
0 92,1 +1,6¢ 0,62 + 0,019
0,5 100,1 +0,7°¢ 0,76 £ 0,01¢
1,5 120,3 £ 0,5 0,83 £ 0,01°
2,5 130,6 + 0,62 0,87 £ 0,012

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre médias
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

O aumento da concentracdo de lignina na solucdo polimérica aumentou a
viscosidade e também proporcionou um aumento na condutividade elétrica,
mostrando diferenca estatisticamente significativa entre tratamentos (p<0,05). Este
comportamento contribui para a producdo de fibras ultrafinas sem beads, e altas
condutividades elétricas requerem for¢cas de campo elétrico menores para esticar a
solucdo polimérica (YANG et al.,, 2008). Isto pode ser explicado pela estrutura
molecular da lignina, que pode liberar ions que interagem com o solvente (cloroférmio
e acetona), favorecendo a condutividade elétrica da solugéo. Dalton et al. (2019)
avaliou nanofibras de poliacrilonitrila e lignina, verificando uma clara tendéncia de
aumento de condutividade com o aumento do teor de lignina.

De acordo com Deitzel et al. (2001), a viscosidade tem uma grande influéncia
no processo de electrospinning, afetando a morfologia das fibras eletrofiadas. Pelissari
et al. (2012) relataram que a viscosidade de uma solugdo est4 associada com
interacdes entre as moléculas dos componentes e depende das concentracbes e
natureza dos solutos e reagentes envolvidos. No presente estudo, observou-se que o
maior valor de viscosidade foi de 0,87 uS/cm para o tratamento com 2,5% de lignina,
0 que pode estar atribuido a maior quantidade de lignina em massa de solucéo,

comparado com as outras solugoes.
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1.3.2 Morfologia das fibras ultrafinas

As caracteristicas morfolégicas e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas
sdo mostradas na Figura 3, indicando comportamento de distribuicdo homogéneo e
orientadas aleatoriamente. Apenas o tratamento com 0,5% de lignina apresentou
beads (Figura 3c) e tal fato pode estar relacionado a instabilidade do jato da solugéo
polimérica (OLIVEIRA et al., 2013). De acordo com Xue et al. (2019), para evitar a
formacédo de beads, a viscoelasticidade de uma solucdo polimérica deve aumentar
com o aumento da concentracdo de polimero. Contudo, isso também favorece o
aumento do diametro das fibras, fato que pode ser observado em nosso estudo: as
fibras ultrafinas contendo 0,5, 1,5 e 2,5% de lignina apresentaram diametros médios
de 345, 387 e 587 nm, respectivamente (Figura 3d, 3f e 3h). Esse comportamento
esta de acordo com o estudo de Haider et al. (2013), que descobriram que
concentracbes mais altas de polimero sdo menos propensas a formar beads,
resultando em fibras uniformes.

Assim, a morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas foram
afetadas pela viscosidade e condutividade elétrica da solu¢do polimérica, onde os
maiores diametros médios foram obtidos com a incorporacdo das maiores
concentracdes de lignina. Resultados semelhantes foram encontrados por Ago et al.
(2012), que relataram que o aumento em lignina em solu¢des contendo alcool
polivinilico (PVA) produziu uma quantidade maior de nanofibras uniformes. Salas et
al. (2014) também observaram um aumento no didmetro das nanofibras apos a adicao
de lignina em uma mistura contendo proteina de soja e poli (etileno) éxido (PEO).
Dallmeyer et al. (2010) avaliaram a formacg&o de nanofibras com PEO e diferentes
tipos de lignina, relatando um aumento linear em seus diametros com o0 aumento da

concentracéo de lignina.
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Figura 3 - Morfologia, frequéncia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas de
PLA com: (a, b) 0% de lignina, (c, d) 0,5% de lignina, (e, f) 1,5% de lignina e (g, h)
2,5% de lignina.

1.3.3 Propriedades térmicas das fibras ultrafinas

A analise termogravimétrica (TGA) e sua primeira derivada (DTG) foram
realizadas para investigar a degradacdo térmica das fibras ultrafinas e seus

constituintes e as curvas estéo apresentadas na Figura 4.
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dos constituintes isolados e das fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de

lignina.
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A lignina pura mostrou dois picos sutis de degradacgédo, o primeiro estando em
torno de 200 °C, atribuido a fragmentacao de ligacfes entre unidades, liberando fendis
monomeéricos na fase vapor (TEJADO et al., 2007), com 13,1% de perda de massa.
O segundo pico ocorreu em torno de 350 °C, provavelmente envolvendo a formacéao
de novas ligacbes como consequéncia de reagdes de reticulagdo (KLAPISZEWSKI et
al., 2016), com perda de massa de 23,8%. De 400 a 600 °C, a lignina permaneceu
nao volatilizada, fato atribuido a formacdo de estruturas aromaticas condensadas
(TEJADO et al., 2007). De acordo com Sen et al. (2015), a lignina € moderadamente
estavel em altas temperaturas devido a sua estrutura aromatica, o que foi comprovado
no presente estudo pela alta estabilidade térmica encontrada.

O PLA puro mostrou apenas um pico de degradacédo em torno de 360 °C, com
perda de massa de 90%. Thangaraju et al. (2012) relataram que a temperatura de
decomposicdo de PLA fica em torno de 300 °C, e essa degradacgdo térmica ocorre
principalmente pela quebra aleatéria na cadeia principal, envolvendo reacdes como
hidrélise, despolimerizacdo e oxidacdo. Todas as curvas termogravimétricas das
fibras ultrafinas de PLA/lignina mostraram comportamento semelhante a curva
produzida com fibras de PLA puro. No entanto, a adicdo de lignina,
independentemente da concentragdo, fez com que a temperatura de degradacao
térmica inicial fosse discretamente diminuida.

Além disso, as fibras ultrafinas ndo apresentaram vestigios de solvente utilizado
na solucéo polimérica, pois o cloroférmio e a acetona tém um ponto de evaporagao a
temperaturas de 61,2 °C e 56 °C, respectivamente, onde ndo se observam picos. Este
dado pode provar que durante o processo de electrospinning ocorreu total evaporacao
dos solventes das solu¢des poliméricas, como afirmado anteriormente por Bhushani
e Anandharamakrishnan (2014). Ainda, as fibras ultrafinas apresentaram
comportamento termicamente estavel até aproximadamente 360 °C. De acordo com
Arrieta et al. (2014), esta estabilidade térmica é favoravel para uma aplicacdo em
embalagens de produtos alimenticios que sdo conservados usando processos de alta
temperatura, como pasteurizacdo e esterilizacdo. Esses autores também relataram
gque as fibras poderiam ser usadas como componentes de embalagens
termoformadas, na qual o material € aquecido sob certas condi¢cbes de tempo e
temperatura (BOURGIN et al., 1995).
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1.3.4 FTIR das fibras ultrafinas

As interacdes quimicas entre PLA e lignina foram investigadas usando FTIR, e

0s espectros sdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5 - Espectro FTIR-ATR das fibras ultrafinas de PLA com 0, 0,5, 1,5 e 2,5% de

lignina.

O espectro do PLA foi caracterizado pelas seguintes bandas de absorc¢ao:
1083,9 cm™, relacionada ao estiramento de —C-O; 1747,5 cm™, atrelada ao
alongamento de —C=0 (SCAFFARO et al., 2018); 755 e 869 cm™, devido a trechos
de ligacdo C-H; 1182 cm™, relacionado ao alongamento de C-O-C; 1213 cm™,
relacionado a estiramentos C-C; e 1360 e 1452 cm™, associado a flexdo e vibracéo
de ligacBes —CHs, respectivamente (MULLER et al., 2017).

A lignina organossolve possui bandas caracteristicas em 1456,26 cm™, sendo
relacionada a deformacéo de C-H em —CHs e —CH2 e também em 2943 cm, sendo
associado ao estiramento de C-H em —CHsz e —-CH2 (GORDOBIL et al., 2014). Segundo
Oroumei et al. (2015), a banda de 850 cm é originada de deformacdes C-H. Além
disso, ligacbes de alongamento C-O podem ser atribuidas ao pico em torno de 1211
cm. As duas bandas em torno de 1515 e 1600 cm™ correspondem a vibragGes de
aneéis aromaticos em unidades de fenilpropano, isto é, deformagdes do anel aroméatico
e alongamento das bandas, respectivamente. De acordo com Lisperguer et al. (2009),
as bandas observadas por volta de 1712 e 1365 cm! estdo associadas a grupos

carbonila ndo conjugados e grupos hidroxila fendlicos, respectivamente, que segundo
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Tejado et al. (2007) s&o originalmente formados durante o processo de isolamento da
lignina organossolve de madeira.

Em fibras ultrafinas de PLA/lignina, a presenca de mais bandas pronunciadas
observadas em 1747 e 1084 cm! estéo relacionadas ao PLA. Por outro lado, a banda
em 1510 cm™ refere-se aos grupos C=C dos anéis aromaticos da lignina, indicando
interacdes dos biopolimeros e seu sinergismo, formando as fibras ultrafinas. A ligacao
de grupos alcodlicos primarios e secundarios relacionados a banda de 1090 cm™ na
lignina pura (GUO et al., 2020) foi deslocada para 1100 cm™, indicando ligacées de
hidrogénio entre a lignina e as moléculas de PLA. Portanto, os resultados indicam a
compatibilidade entre PLA e lignina: estes dois biopolimeros, originados de diferentes
processos, sdo adequados para a producdo de fibras ultrafinas utilizadas como

matéria-prima para embalagens alimentares.

1.3.5 Angulo de contato das fibras ultrafinas

A molhabilidade das membranas formadas por fibras ultrafinas de PLA/lignina
foi determinada pelas medi¢cbes de angulos de contato com a agua, conforme Figura
6.

1003 =05 ® 100.6 = 0.4

Figura 6 - Angulos de contato das fibras ultrafinas de PLA com diferentes
concentracdes de lignina: (a) 0%, (b) 0,5%, (c) 1,5% e (d) 2,5%.

As fibras ultrafinas apresentaram angulos de contato maiores que 90° para
todos o0s tratamentos, indicando superficies hidrofébicas de acordo com a
classificacdo relatada por Ahmad et al. (2015). As fibras ultrafinas de PLA puro
apresentaram valor de 100,3° (Figura 6a), semelhante ao valor encontrado por Liu et
al. (2018), de 114,5°, em estudo similar. O maior angulo de contato (101,8°) foi
encontrado para fibras ultrafinas produzidas com 2,5% lignina (Figura 6d). Portanto, a
incorporacédo da maior quantidade de lignina (2,5% lignina) promoveu maior

comportamento hidrofobico.
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A lignina contém grupos hidrofilicos e hidrofébicos em sua estrutura. O caréater
vai depender da origem e tipo de extracdo (GORDOBIL et al., 2014). De acordo com
Espinoza-Acosta et al. (2015), o processo organossolve produz lignina de maior
pureza, menor massa molar e maior hidrofobicidade quando comparada a lignina
obtida pelo processo kraft. Gao et al. (2019) descobriu que a adi¢cdo de lignina extraida
pelo processo organossolve proporcionou maior hidrofobicidade aos compdsitos de
PLA. Isto é justificado pela possivel reducdo dos grupos OH hidrofilicos no PLA, pois
esses grupos presentes no final da cadeia podem reagir com grupos OH presentes na
lignina para formar C—O aromatico.

No entanto, a adi¢do de lignina em nosso estudo forneceu apenas um aumento
ligeiramente significativo nos valores do angulo de contato, provavelmente devido a
baixa concentracdo de lignina presente na superficie da membrana (PARIT et al.,
2018). Fibras ultrafinas com caracteristicas hidrofobicas tém aplicacdo potencial as
embalagens de alimentos devido a capacidade de gerenciar a transferéncia de vapor
de agua, oxigénio e dioxido de carbono, desacelerando para baixo a difusdo de agua
na embalagem (ZHAO et al., 2020).

1.3.6 Atividade antioxidante das fibras ultrafinas

A atividade antioxidante das fibras ultrafinas € mostrada nas Figuras 7a e 7b,
onde verificou-se que as fibras de PLA puro ndo apresentaram potencial antioxidante.
A lignina pura apresentou a maior atividade antioxidante, com 82,2% e 83,6% de
inibicdo para DPPH (Figura 7a) e ABTS (Figura 7b), respectivamente. Ocorreu uma
tendéncia de acréscimo (p<0,05) na atividade antioxidante das fibras ultrafinas a
medida que o conteudo de lignina aumentou (0,5, 1,5 e 2,5%). No tratamento contendo
PLA e 2,5% de lignina, ocorreu aumento de aproximadamente 70% na inibicdo para
ambos radicais avaliados. Assim, observou-se que a lignina foi a principal responsavel
pelo efeito antioxidante, provavelmente devido aos seus compostos fendlicos. De
acordo com Ramezani e Sain (2018) a lignina extraida pelo processo organossolve
exibe atividade antioxidante intensificada, pois este processo de extracao fornece
maior conteudo fendlico em comparacao com outros métodos de extracdo. Durante o
processo organossolve, as ligagdes —O—4 sdo clivadas, gerando grupos fendlicos
hidroxila (1365 cm™1) e carbonila (1700 cm™ 1) (MICHELIN et al. 2018).
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Figura 7 - Atividade antioxidante das fibras ultrafinas com diferentes concentracdes

de lignina.

A estrutura quimica das ligninas é caracterizada por uma rede amorfa, sendo
resultado da polimerizagdo de monolignois (p-cumaril, coniferil e &lcoois sinapilicos),
contendo varios grupos funcionais e sitios reativos, por exemplo, grupos fendlicos,

alifaticos ou carboxilicos, bem como sitios aromaticos substituidos ou ligagbes C=C
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(LAUBERTE et al., 2019). Estes grupos quimicos foram encontrados no presente
estudo pela analise FTIR (Figura 5) e sédo responsaveis pelo potencial antioxidante,
principalmente no final da reacdo de propagacao de oxidacédo através da doacédo de
hidrogénio e reacdes de transferéncia de elétrons para os radicais DPPH e ABTS.
Resultados semelhantes foram encontrados por Kai et al. (2015), em um estudo
com nanofibras de PLA e lignina alcalina gerada por eletrofiacdo. Estes autores
observaram os maiores valores de inibicdo do radical DPPH, com o aumento da
concentracdo de lignina. Wang et al. (2018) também mostrou que a adi¢ao de lignina
a policaprolactona (PCL) para a formagdo de nanofibras pela técnica de
electrospinning melhorou as propriedades mecéanicas e antioxidantes, atingindo
capacidade de inibicdo do radical DPPH até 98%. Kai et al. (2016) relataram que a
lignina é considerada um antioxidante ideal para compor materiais de embalagem de
alimentos e materiais biomédicos devido a sua baixa toxicidade, sua
biodegradabilidade e biocompatibilidade. A adi¢céo de lignina pode reduzir ndo apenas
a taxa de degradacdo do material, mas também €& capaz de atrasar a oxidacdo de

produtos sensiveis ao oxigénio, em aplicacdes de embalagem.

1.4 Conclusdes

Fibras ultrafinas de PLA/lignina foram produzidas com sucesso por meio da
técnica de electrospinning e apresentaram diametros médios menores que 600 nm. A
membrana de fibras ultrafinas indicou estabilidade térmica, superficie hidrofébica e
alta atividade antioxidante. A presenca de 2,5% de lignina provou ser o resultado mais
promissor, produzindo visualmente fibras mais homogéneas e também apresentando
maior condutividade elétrica com 0,87 uS/cm, facilitando o processo de eletrofiacéo.
Além disso, influenciou ligeiramente no aumento na hidrofobicidade da membrana,
com um angulo de contato de 101,8 + 0,4°, e mostrou alta atividade antioxidante,
indicando inibicdo acima de 70% para ambos os radicais avaliados (DPPH e ABTS).

Embalagens contendo antioxidantes, como lignina, podem ser uma alternativa
para minimizar a oxidacao lipidica dos alimentos, inibindo os radicais livres e danos
oxidativos. A lignina desempenha um papel importante na inddstria de alimentos,
principalmente quando aplicado a formacdo de embalagens bioativas. Assim, as
fibras ultrafinas desenvolvidas neste estudo foram consideradas promissoras para

aplicacdo em embalagens de alimentos.
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CAPITULO 2

Fibras ultrafinas de poli (acido latico) com éleo essencial de pimenta rosa

(Schinus terebinthifolius Raddi) e sua aplicacdo em cream cheese

e Artigo a ser submetido na revista International Journal of Biological

Macromolecules
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2.1 Introducao

A embalagem de alimentos desempenha seu papel principal na protecdao do
produto alimentar da influéncia do ambiente externo, atendendo as necessidades
industriais e do consumidor, garantindo a seguranca dos alimentos e minimizando 0s
efeitos ambientais (SHARMA et al., 2021). A embalagem ativa é um novo método
utilizado para prolongar a vida atil de alimentos pereciveis, manter ou melhorar a
gualidade e seguranca de alimentos preparados, por apresentar interacdo com o
produto. Além disso, a embalagem ativa tem potencial para substituir a adicdo de
compostos ativos aos alimentos, e reduzir a migragdo de particulas dos materiais da
embalagem para os produtos (SCHAEFER e CHEUNG, 2018).

Sistemas de embalagens antimicrobianas estdo sendo usados para reduzir o
desperdicio de alimentos. A contaminacdo alimentar durante o armazenamento e
transporte ocorre principalmente devido & acdo de micro-organismos deteriorantes
como bactérias e fungos que afetam varios aspectos dos alimentos, como aparéncia
visual, sabor e odor, e podem causar doencas transmitidas por alimentos (THAKALI e
MACRAE, 2021). A presenca e o desenvolvimento destes micro-organismos nos
alimentos, como Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Penicillium sp, entre outros, depende de
varios fatores como pH, presenca de oxigénio, temperatura, tempo e umidade relativa
de armazenamento (LOPEZ-PEDEMONTE et al., 2007).

Dos muitos agentes antimicrobianos sintéticos e naturais que podem ser
usados, o0s Oleos essenciais estdo ganhando cada vez mais importancia
principalmente por conter propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Os 6leos
essenciais sao liquidos volateis extraidos de varias partes de plantas aromaticas como
cascas, sementes, flores, frutos, raizes e folhas (PANDEY et al., 2017). A composicao
€ diversa e consiste principalmente de terpenos (principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos), terpendides (compostos oxigenados como fendis, alcoois, aldeidos,
cetonas ou éteres) e compostos aromaticos. Os 0leos essenciais podem ser extraidos
por diferentes métodos, como hidrodestilacédo, destilacdo a vapor, hidrodifuséo e
extracdo por solvente (AZIZ et al., 2018). A hidrodestilacédo € o processo mais simples,
no qual os materiais sao imersos em agua em um recipiente onde a mistura é fervida,
sendo que a principal vantagem deste método € extrair o material vegetal abaixo de
100 °C (EL ASBAHANI et al., 2015). Ademais, deve-se levar em consideracao alguns
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pré-requisitos para aplicacdo dos O6leos essenciais em embalagens, bem como
conhecer as propriedades desses Oleos essenciais, as concentracdes inibitorias
minimas (CIM), os micro-organismos alvo, 0 modo de acao e as provaveis interacdes
com a matriz alimentar, bem como a influéncia na qualidade sensorial do alimento
(HYLDGAARD et al., 2012).

Dentre as diferentes plantas existentes, Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae) € uma espécie nativa do Brasil, conhecida como aroeira-vermelha
(SOUZA et al.,, 2012). Estudos relatados na literatura comprovaram a acao
antimicrobiana (GOMES et al., 2013; ULIANA et al., 2016; DANNENBERG et al., 2016;
DANNENBERG et al., 2017; ROMANI et al., 2018), anti-inflamatéria (MEDEIROS et
al., 2007), antifungica (KHAN et al., 2013), antitumoral (QUEIRES et al., 2013) e
inseticida (SANTOS et al., 2010) do 6leo essencial extraido do seu fruto, denominado
pimenta rosa. Desta forma, vislumbrou-se um potencial no uso do 6leo essencial de
pimenta rosa (OEPR), pois € proveniente de um fruto disponivel em grande
guantidade na regido onde este estudo foi desenvolvido. Entretanto, ainda néao
existem pesquisas acerca da utilizagdo do OEPR no desenvolvimento de fibras
ultrafinas via electrospinning para posterior aplicagcdo em embalagens alimentares.

A aplicacdo de Oleos essenciais em embalagens ativas pode ser utilizada na
forma de filmes e revestimentos. No entanto, Carpena et al. (2021) citam que também
deve ser considerado que o0s Oleos essenciais sao quimicamente instaveis e
facilmente oxidados, sendo sensiveis a luz, oxigénio e alteracdes de temperatura.
Nesse sentido, as técnicas de encapsulagdo podem ser usadas para melhorar a
estabilidade dos 06leos essenciais e aumentar suas propriedades fisico-quimicas,
permitindo assim sua utilizacao nas embalagens alimentares (REHMAN et al., 2020).
Dentro dessas técnicas, encontra-se o electrospinning, que tem como vantagem nao
utilizar condic¢des drasticas de temperatura durante seu processamento (BHUSHANI
e ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Aliado a isso, a preocupacdo com 0 meio
ambiente e a escassez do petroleo estdo impulsionando as pesquisas sobre o
desenvolvimento de membranas a partir de polimeros biodegradaveis, renovaveis e
compativeis com outros polimeros sintéticos, como o poli (acido lactico) (PLA)
(MOREIRA et al., 2018). O PLA é amplamente utilizado em embalagens e também ja
foi citado como matéria-prima na produgcdo de membranas de nanofibras com
potencial biomédico (VALENTE et al., 2016), engenharia de tecidos (XU et al., 2017)
e liberacdo de medicamentos controlados (PREIS et al., 2020).
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Logo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver fibras ultrafinas de PLA
contendo diferentes concentracdes de OEPR pela técnica de electrospinning, e avaliar
suas caracteristicas morfologicas, térmicas, quimicas, de molhabilidade e
antimicrobianas. Para verificar a agdo das fibras ultrafinas produzidas com OEPR
como conservante em alimentos, optou-se por aplicd-las em cream cheese,
substituindo o selo de aluminio presente na embalagem original por um selo de
aluminio contendo as fibras ultrafinas. A escolha por esse alimento se justifica pelo
maior risco de contaminacdo microbiana devido ao elevado teor de umidade e
atividade de &gua, com a possivel incidéncia de bactérias patogénicas, como L.
monocytogenes, S. aureus e E. coli. Como ainda ndo existem trabalhos e pesquisas
relatando uma avaliacdo experimental como esta, ressalta-se a importancia de

investigar novas possibilidades de preservagdo de alimentos na industria.
2.2 Material e métodos

2.2.1 Material

O PLA (Ingeo 4032D) pellets foi adquirido da NatureWorks. A matéria-prima
utilizada para a extracdo do OEPR foram os frutos maduros (coloracdo vermelha)
coletados em maio de 2018 de arvores adultas situadas no Campus da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) no municipio de Capao do Leao/RS, latitude 31°48'0459”
e longitude 52°24’5532”, botanicamente identificadas como Schinus terebinthifolius
Raddi por similaridade com o exemplar registrado sob niamero 25.131 no herbario do
Departamento de Botanica/UFPel, RS, Brasil.

2.2.2 Grau de maturacédo dos frutos de pimenta rosa

A maturagdo dos frutos da pimenta rosa foi avaliada através de colorimetro
(MINOLTA® CR 100), verificando os parametros colorimétricos “L” que se refere a
luminosidade variando do branco ao preto, “a” sendo a coloragdo na regidao do

vermelho ao verde e “b” a coloragdo no intervalo do amarelo ao azul.

2.2.3 Extracédo do 6leo essencial de frutos de pimenta rosa (OEPR)

Para o processo de extracado do OEPR, os frutos foram colhidos manualmente,
separados dos galhos, selecionados e submetidos a uma lavagem prévia para a

retirada de impurezas. Em seguida, os mesmos foram acondicionados em sacos de
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polietiieno e armazenados em freezer vertical com circulagéo de ar (Consul CVU30,
Brasil) sob temperatura de — 20 °C (x 2 °C).

O OEPR foi extraido pelo processo de hidrodestilagcéo através do equipamento
Clevenger seguindo especificagbes definidas por Dannenberg et al. (2016).
Aproximadamente 200 g dos frutos de pimenta rosa foram triturados em liquidificador
(Oster Classic 4126, Brasil) juntamente a 1 L de agua destilada. Essa mistura foi
adicionada em um baldo com capacidade para 2 L, que foi entdo conectado ao
equipamento Clevenger e aquecido até temperatura de ebulicdo por 2 h, utilizando
uma manta de aquecimento. Apos a obtencdo do OEPR, este foi desidratado por
filtracdo em funil com sulfato de sédio (Na:SO4) e armazenado em ultrafreezer
(CL200-86V, Brasil) a— 80 °C (x 2 °C) em frasco de vidro ambar devidamente vedado
com parafiime até o momento das andlises. Foram mensurados o rendimento e a
densidade do OEPR.

2.2.4 Composicao quimica do OEPR

A determinagdo da composicdo quimica do OEPR foi realizada em
cromatdgrafo a gas acoplado ao detector de massas (GC/MS - QP 2010SE -
Shimadzu®), seguindo método descrito por Victoria et al. (2012), com adaptacdes. O
equipamento foi preparado com uma coluna capilar RTX-5MS (Restek®) (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). O detector seletivo de massas operou no modo de ionizagdo por
impacto de elétrons (IE) com um intervalo de varredura de massa de 40 a 700 m/z a
70 eV. Foi utilizado hélio como gas de arraste a um fluxo de 0,98 mL/min. As
temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 250 e 280 °C; respectivamente.
A temperatura do forno foi programada partindo de 60 °C por 3 min, seguido de um
aumento de 3 °C/min até 280 °C, na qual permaneceu por 10 min. A identificacdo dos
compostos foi baseada no espectro de massas (em comparagdo com a biblioteca
espectral Wiley 275, 62 edi¢do), e as concentracdes apresentadas como porcentagens

relativas da area de cada pico sobre a area total.

2.2.5 Preparo das solugfes poliméricas

As solucdes poliméricas foram preparadas utilizando PLA 8%, [8 g PLA
dissolvido em 100 mL da mistura cloroférmio:acetona (3:1)] e submetidas a agitacao
(Fisatom, modelo 752/6, Brasil) por 3 h, até a total dissolugcdo dos pellets de PLA,
definida por meio de testes preliminares. Em seguida, foram adicionadas
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concentracdes de 10, 20 ou 30% (v/v, em base seca) de OEPR e uma nova agitagcéo
foi realizada por mais 3 h. A concentracdes de 6leo foram definidas baseando-se em

testes preliminares. A solugcéo contendo somente PLA foi usada como controle.

2.2.6 Viscosidade aparente e condutividade das solu¢des poliméricas
Conforme capitulo 1, item 1.2.3.

2.2.7 Producao das fibras ultrafinas por electrospinning
Conforme capitulo 1, item 1.2.4.

2.2.8 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas
Conforme capitulo 1, item 1.2.5.

2.2.9 Estabilidade térmicas das fibras ultrafinas por TGA
Conforme capitulo 1, item 1.2.6.

2.2.10 Caracterizacao estrutural das fibras ultrafinas por FTIR-ATR
Conforme capitulo 1, item 1.2.7.

2.2.11 Angulo de contato (molhabilidade)
Conforme capitulo 1, item 1.2.8.

2.2.12 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do OEPR e das fibras ultrafinas contendo OEPR foi
avaliada frente a quatro bactérias patogénicas relevantes para alimentos. As bactérias
Gram-positivas testadas foram Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Staphylococcus
aureus ATCC 12598. As bactérias Gram-negativas foram Salmonella enteritidis ATCC
13076 e Escherichia coli ATCC 11230.

2.2.12.1 Teste de disco-difusdo do OEPR e das fibras ultrafinas

A eficacia do OEPR contra os micro-organismos foi avaliada pela técnica de
disco-difusdo (CLSI, 2015a). As culturas bacterianas foram diluidas em agua
peptonada (0,1%) a partir de 108 UFC/mL (0,5 McFarland) obtendo-se a concentragéo
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de 10 UFC/mL.. Este in6culo foi espalhado com swabs estéreis na superficie de Agar
Mueller-Hinton (Kasvi®), em placas de Petri. Discos de papel esterilizados foram
dispostos sobre o agar e adicionou-se 10 uL de OEPR em cada um, para cada bactéria
testada. Em seguida, as placas de Petri foram incubadas a 37 °C. Apés 24 h, foi
verificada a existéncia ou auséncia de halos de inibicdo e medidos com paquimetro
digital, expressos em mm.

A eficacia das fibras ultrafinas de PLA/OEPR também foi avaliada pelo mesmo
procedimento, apenas substituindo os discos de papel filtro por amostras circulares
de membranas de fibras (2,4 £ 0,1 cm de didmetro, =3 mg), que foram expostas sob

luz ultravioleta por 15 min de cada lado.

2.2.12.2 Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) do OEPR

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de OEPR foi avaliada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015b). O OEPR foi diluido em caldo Brain Heart
Infusion suplementado com tween 80 a 3%. As bactérias foram inoculadas para atingir
concentragdes iniciais de 10* UFC/mL em cada pogo. As placas de microtitulacédo
foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e as leituras foram realizadas com leitor de
placas (placa Robonik® Readwel) no comprimento de onda de 625 nm, considerando
o CIM como a maior diluicdo onde nao houve crescimento celular visivel.

Para detectar a concentracdo bactericida minima (CBM), aliquotas de 10 pL de
cada poc¢o onde ndo ocorreu crescimento visivel a olho nu no teste de CIM foram
inoculadas em placas contendo meio BHI. A concentracdo onde ndo houve

crescimento neste novo meio foi considerada a CBM.

2.2.12.3 Atividade antimicrobiana do OEPR em micro-atmosfera

A avaliacdo antimicrobiana dos compostos volateis presentes no OEPR foi
avaliada seguindo a metodologia de Ghabraie et al. (2016), para cada bactéria
separadamente. Aliquotas de 0,1 mL de células bacterianas (1x10* UFC/mL) foram
inoculadas em agar BHI (Merck®). Na tampa de cada placa foram dispostos trés
discos de papel filtro estéreis aos quais adicionou-se 15 pL de OEPR puro ou 15 pL
de 6leo a uma concentracdo de 30%, mesma concentracdo contida nas fibras. O
controle negativo continha discos de papel de filtro estéreis impregnados com agua
destilada estéril. As placas foram lacradas com parafilme, invertidas e incubadas a 37
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°C por 24 h. A acdo antimicrobiana foi expressa como um percentual de reducgéo de

UFC apos o tratamento com OEPR, em relac&o ao controle.

2.2.12.4 Aplicagéo das fibras ultrafinas em cream cheese

Com base nos resultados encontrados na analise antimicrobiana por micro-
atmosfera, realizaram-se ensaios para a avaliacdo microbiolégica do efeito da
volatilizacdo do OEPR sobre cream cheese contaminado experimentalmente com L.
monocytogenes ou S. aureus (APHA, 2001). A concentragcdo dos componentes das
fibras ultrafinas foram 8% de PLA e 30% de OEPR devido a melhor atividade
antimicrobiana encontrada, com relacédo as concentragdes de 10 e 20% de OEPR. A
partir do cream cheese adquirido do mercado local, foram retiradas 30 g de amostra
de cada pote, sendo transferidas para tubos de ensaio com rosca, previamente
esterilizados. Apds, inoculou-se 102 UFC/g das bactérias, separadamente, na

superficie do agar. A disposi¢do das amostras encontra-se na Figura 8.

Figura 8 - Simulag&o das embalagens de cream cheese no ensaio de avaliagao

antimicrobiana.

No controle, ndo ocorreu inoculacdo e o selo de vedacao usado foi apenas
papel aluminio, com posterior fechamento da tampa. No controle positivo, ocorreu
inoculacdo e o selo de vedacdo também foi apenas papel aluminio. J& nos
experimentos, ocorreu inoculagdo e o selo de vedacdo usado foi papel aluminio
contendo as fibras ultrafinas do tratamento PLA/OEPR 30%. Todos os tubos foram
armazenados em refrigeracdo (5 = 1 °C). O processo foi monitorado ao longo do
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tempo, sendo retirada uma aliquota de 5 g um dia apos a inoculacéo, e apés 7, 14 e
21 dias. A cada ponto retirado, a amostra foi inserida em sacos de homogeneizacao
estéreis e diluida com agua peptonada 0,1%, sendo submetida ao homogeneizador
de amostras (MA440, Marconi).

Apds, foi utilizado o método de plaqueamento direto em superficie das diluicées
seriadas (107! até 107%) previamente preparadas. Inoculou-se 0,1 mL de cada diluigédo
na superficie do meio solidificado nas placas de Petri, sendo estas incubadas a 35° +
2 °C por 26 h £ 2 h. Para L. monocytogenes o meio utilizado foi Oxford modificado
(MOX, Neogen®) e para S. aureus, 0 meio Baird Parker suplementado (Merck®).

2.2.13 Andlise estatistica

As determinacgdes analiticas foram realizadas em triplicata, e os dados foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey com nivel de significancia de 5%.
2.3 Resultados e discusséao

2.3.1 Grau de maturacéo dos frutos de pimenta rosa, rendimento de extracao e

composicao quimica do OEPR

A cor é um atributo importante para a determinacdo do estagio de maturacéo
de frutos. A andlise colorimétrica possui a vantagem de nado ser destrutiva, que no
caso da avaliacdo de estagios de maturacdo de frutos permite determinar
caracteristicas sem remocfes de amostras (MOTTA et al., 2015). Neste estudo,
verificou-se que os frutos da pimenta rosa apresentaram valores médios de L= 36,48;
a* = 17,52; b* = 7,13, estando de acordo com os resultados de Dannenberg et al.
(2016) que também avaliaram os frutos de pimenta rosa e mostraram valores de L =
36,42, a* = 17,19 e b* = 6,75, caracterizando-os como maduros.

O rendimento de extracdo do OEPR foi de aproximadamente 6,7% em base
umida e a densidade foi de 0,85 g/mL. Investigacdes de Ribeiro et al. (2015) com fruto
de mesma espécie indicaram 4,0% de extracdo e densidade de 0,87 g/mL. De forma
similar, Dannenberg et al. (2016) encontraram rendimento de 3,6% e densidade do
OEPR de 0,87 g/mL. Dessa forma, observou-se que o estudo em questdo mostrou
maior rendimento de extracdo em comparacdo a outros relatos da literatura,

apresentando densidade analoga.
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De acordo com a Tabela 2, OEPR apresentou 25 constituintes tendo como
principais o mirceno (28,26%) como composto majoritario seguido por a-pineno
(20,27%), germacreno D (15,32%) e limoneno (10,57%).

Tabela 2 - Perfil da composicéo quimica do 6leo essencial de frutos maduros de

pimenta rosa (OEPR).

Tempo de i
Composto fendlico . Area do pico (%)
retencao (min)
4-Careno 4,1 0,1
a-pineno 4,2 20,2
p-Menth-8-en-2-ol acetate 4,6 0,1
(+)-Sabineno 5,2 1,5
(-)-B-Pineno 5,3 3,0
Mirceno 5,8 28,2
Limoneno 6,9 10,5
o-Elemeno 19,4 0,7
a-Copaeno 20,9 1,1
I-Gurjuneno 22,3 0,6
B-Caryophyllen 22,6 2,7
a-Caryophyllene 24,0 0,2
Germacreno D 25,1 15,3
(+)-Ledeno 25,7 1,6
a-Muuroleno 26,0 0,8
Y-Muurolene 26,5 0,6
0-Cadineno 26,9 5,6
Di-epi-a-cedreno 27,1 0,4
Germacreno B 28,0 0,3
Germacreno D-4-ol 28,8 0,8
14-Methylcholest-8-ene-3,6-diol 29,9 0,3
o-Cadinol 31,3 1,4
T-Muurolol 31,5 0,1
a-Cadinol 31,8 1,4

58B,7BH,10a-Eudesm-11-en-1a-ol 33,0 1,6
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A composicdo do OEPR foi similar ao de Oleos essenciais de frutos
provenientes da mesma localidade, como encontrado por Dannenberg et al. (2019),
que detectaram [B-mirceno em maior quantidade (41,0%) seguido de [(-cubebeno
(12,2%) e limoneno (8,9%). Ainda relacionando aos frutos da mesma localizagao,
Dourado (2012) também relatou a presenca destes compostos ao analisar frutos
maduros de S. terebinthifolius Raddi, identificando mirceno (48,1%) como
predominante seguido de 5,14% de a-Pineno, 1,9% de limoneno, e 0,3% de (-

cubebeno.

Por outro lado, Barbosa et al. (2007) observaram como composto majoritario
de OEPR A3-careno (30,0%), seguido por B-felandreno (18,5%) e a-pineno (14,3%).
Santos et al. (2010) também avaliaram OEPR e obtiveram 20,4% de mirceno, 17% de
limoneno e 10,8% de germacreno D. Ennigrou et al. (2011) encontraram
predominantemente germacreno (27,1%) seguido por a-felandreno (22,1%) e [-
cubebeno (10,0%). Santos-Cavalcanti et al. (2015) indicaram concentracdes de 44,9%
de a-pineno, 17,6 % de germacreno D e 15,1% de B-pineno.

A variabilidade na composicdo dos fitoquimicos dos 6leos essenciais desta
espécie pode ser influenciada pelo tipo de solo da localidade, idade da planta e
diferentes métodos de extracdo (TLILI et al., 2018). Na busca por moléculas bioativas,
a exploracao de recursos naturais aparece como uma alternativa promissora e ha uma
grande reserva dessas substancias em 0Oleos essenciais. A complexidade de seus
constituintes quimicos torna extremamente dificil o desenvolvimento de resisténcia em
micro-organismos (SALEM et al., 2018).

A atividade antimicrobiana varia com o tipo de 6leo essencial e a cepa do
micro-organismo que serad inibida sendo que a composi¢cdo quimica dos Oleos
influencia diretamente nesse processo. A acao antimicrobiana dos 6leos pode ser
atribuida a sua capacidade de penetrar através das membranas para o interior da
célula, exibindo atividade inibitoria sobre as propriedades funcionais (HUANG et al.,
2014). O uso de moléculas antioxidantes naturais, ao contrario dos sintéticos, &
preferencial pelos consumidores para evitar deterioracdo oxidativa de alimentos. De
fato, o uso de antioxidantes sintéticos como butil hidroxitolueno (BHT) e terc-
butilhidroquinona (TBHQ) séo suspeitos de causar efeitos colaterais carcinogénicos
(CALEJA et al., 2017).
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De acordo com Inoue (2004), o mirceno, componente majoritario do OEPR
encontrado neste estudo (28,26%), contribui em grande proporcéo para a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial, principalmente frente a S. aureus. Desta forma, o
perfil cromatogréfico de OEPR encontrado indica o possivel efeito antimicrobiano,
podendo ser aplicado potencialmente para o desenvolvimento de novos materiais,

como embalagens bioativas para alimentos.

2.3.2 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solug¢fes poliméricas
contendo PLA e OEPR

A viscosidade aparente das solucfes e a condutividade elétrica das solucfes
de PLA com diferentes concentracdes de OEPR estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Viscosidade aparente e condutividade elétrica de solucfes poliméricas

com PLA e diferentes concentracdes de OEPR.

OEPR (%) Viscosidade aparente Condutividade elétrica
(mPa/s) (uS/cm)
0 128,8 + 1,62 0,62 + 0,012
10 100,1 + 0,2° 0,38 + 0,01°
20 69,9 + 0,3° 0,34 + 0,02°
30 60,3 + 0,6¢ 0,28 + 0,01¢

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre médias pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. OEPR = Oleo essencial de
pimenta rosa

A incorporagdo do OEPR reduziu estatisticamente a viscosidade da solugao
polimérica, diminuindo conforme o aumento na concentragdo de OEPR. Silva et al.
(2018) também reportaram que a adicdo de Oleo essencial de gengibre (Zingiber
officinale) diminuiu a viscosidade da solucéo polimérica contendo isolado de proteina
de soja, 6xido de polietiieno (PEO) e zeina. Similarmente, Teilaghi et al. (2020)
encontraram o mesmo comportamento em solu¢des de zeina adicionadas de 5, 10 e
15% de 6leo essencial de semente de cominho (Nigella sativa). Pelissari et al. (2012)
relataram que a viscosidade de uma solucédo esta associada as interacdes entre as
moléculas componentes e depende das concentracdes e naturezas dos solutos e dos
reagentes utilizados. Desta forma, possivelmente a presenca do OEPR interfere nas
interacdes e ligacdes inerentes entre as moléculas da solugédo de PLA, enfraquecendo
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assim as ligagOes entre seus componentes constituintes, resultando em uma menor
viscosidade da solucao.

A presenca do oOleo também reduziu a condutividade elétrica das solucdes
significativamente, em todas as concentracdes. Rafiq et al. (2018) avaliaram o efeito
da incorporacao de 6leo essencial de lavanda (Lavandula officinalis), cravo (Eugenia
caryophyllus) e canela (Cinnamomum cassia) na formacédo de nanofibras de PVA e
alginato de sodio, onde verificaram que a presenca deles influenciou na diminuicdo da
condutividade elétrica. Em outro estudo, Mori et al. (2015) observaram que a adi¢do
de Oleo essencial de candeia (Eremanthus erythropappus) para desenvolver
nanofioras de PLA mostrou desempenho semelhante aos estudos citados,
apresentando a mesma caracteristica de reducdo da condutividade com o aumento
da concentracao de 6leo.

Assim como a viscosidade, a condutividade elétrica é afetada por diferentes
fatores, como a forca ibnica do meio e o tipo de polimeros e solvente (GHORANI et
al.,, 2015). Com isso, para um sistema de solvente constante no processo de
electrospinning, a modificagdo na razdo de massa das misturas de polimeros e
bioativos presentes ou no tipo de polimeros sdo os principais fatores para as

alteracdes da condutividade elétrica.

2.3.3 Morfologia e distribuicdo de diametro das fibras ultrafinas com PLA e

diferentes concentracdes de OEPR

As fibras ultrafinas contendo apenas PLA (controle) exibiram morfologia livre
de beads, com diametro médio de 426 nm. A adi¢cdo de OEPR propiciou a reducéo do
didmetro das fibras ultrafinas nos tratamentos contendo 10, 20 e 30% de OEPR em
relacdo ao controle, apresentando valores de 239, 226 e 167 nm, respectivamente,
como indicado na Figura 9. Comportamento similar foi encontrado em estudo
realizado por Unalan et al. (2019), que desenvolveram nanofibras de policaprolactona
carregadas com 06leo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita) pela técnica de
electrospinning, mostrando que a adi¢cao do 6leo levou a uma ligeira diminuicdo no
didmetro das fibras.

A presenca do OEPR na formulagéo promoveu a formacéo de beads e grumos,
provavelmente decorrentes da insuficiente evaporacao do solvente utilizado. Mori et
al. (2015) relataram que em misturas de PLA e 6leo essencial de candeia (Eremanthus

erythropappus), o acréscimo do 6leo influenciou no aumento do didmetro das
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nanofibras e redugcdo na quantidade de beads. Ainda, Scaffaro et al. (2018)
observaram que a presenca de carvacrol nas membranas funcionais de PLA afetaram
a morfologia das nanofibras induzindo ao acréscimo nos seus diametros.

A presenca de beads (Figuras 9c, 9e, 9g) geralmente é associada
negativamente a formacao do material. Porém, supfe-se que eles podem ser ndo tdo
negativos assim, ja que as suas estruturas podem abrigar alguma porcentagem do
composto bioativo presente na estrutura e ser liberado gradativamente no ambiente
em que estiver em contato (GREENFIELD et al., 2019).
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Figura 9 - Morfologia e distribuicdo de frequéncia das fibras ultrafinas com poli (&cido

latico) (PLA) e diferentes concentracdes de 0leo essencial de pimenta rosa (OEPR).

Em nanofibras compostas por PEO e proteina de soja, Silva et al. (2018)
verificaram que a adicdo de 6leo essencial de gengibre também proporcionou o
aumento o diametro das mesmas. De acordo com Bhardwaj e Kundu (2010), solucbes
gue possuem condutividades baixas resultam no alongamento insuficiente do jato a

ser eletrofiado pelas forcas elétricas e levam a producao de nanofibras com didmetros
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maiores. Entretanto, foi observado que no presente estudo, o comportamento se
mostrou oposto aos dados da maior parte da literatura. Tal fato pode ser explicado
pela inconstancia do estiramento da solugcéo, por algumas vezes fazendo com que
ocorresse até o entupimento da agulha, influenciando na heterogeneidade do material
formado, sendo que ora a solucéo foi depositada no coletor na forma de fibras e ora
na forma de beads. Segundo Haider et al. (2018), a presenca dos beads ¢é atribuida a
influéncia da forca gravitacional e outro fator importante que pode causar estas
distor¢des na estrutura das fibras é a densidade de carga superficial, j& que qualquer
mudanca neste parametro também pode afetar a morfologia da nanofibra.

2.3.4 Estabilidade térmica das fibras ultrafinas com diferentes concentra¢cdes de
OEPR

A Tabela 4 mostra a temperatura de decomposic¢ao inicial (Toi) e final (Tor)
juntamente com o percentual de perda de massa.

Tabela 4 - Perfis de temperatura e perda de massa dos constituintes isolados e das

fibras ultrafinas avaliadas por TGA.

Perda de

Amostra Toi (°C) Tor (°C) T (°C)
massa (%)

Componentes individuais

OEPR 44,9 120,5 82,3 58,4
119,1 181,2 1514 27,1

PLA 305,4 382,6 360,7 89,8

Fibras ultrafinas
OEPR (%)

131,8 164,5 148,6 2,2

10 282,1 376,5 355,6 77,7
120,2 173,2 154,5 11,5

20 321,0 382,3 362,8 56,3
106,2 172,3 145,9 13,7

30 301,6 376,2 356,1 62,4

Toi = Temperatura de decomposicao inicial; Tor = Temperatura de decomposicao final; T =
temperatura onde ocorreu a maior perda de massa. OEPR = Oleo essencial de pimenta rosa;
PLA = poli (4cido latico).
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Como pode ser visto, o0 OEPR apresentou dois picos de degradacdo, um
proximo a 82,3 °C, indicando 58,4% de perda de massa, sendo caracteristico de
desidratacédo (LOCALI-PEREIRA et al., 2020), e outro proximo a 151,4 °C, mostrando
27,1% de perda de massa, que se refere a decomposi¢cdo do composto (LOCALI-
PEREIRA et al., 2019). O PLA mostrou um estagio de decomposicdo a 360,7 °C e
aproximadamente 90% de perda de massa. A temperatura de degradacdo do PLA
puro em torno de 300 °C foi relatada por Thangaraju et al. (2012), sendo caracteristica
deste polimero. De acordo com a Figura 10, a incorporacdo do OEPR proporcionou
menor estabilidade térmica nos tratamentos com 10, 20 e 30%, indicando perdas de

massa a partir de 106 °C, em comparacao com fibras produzidas com PLA puro.
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Figura 10 - Curvas da analise termogravimétrica (TGA) (a) e da primeira derivada (b)

dos constituintes isolados e das fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de
OEPR.

Ainda, observou-se gque nas fibras ultrafinas, o PLA protegeu o OEPR pois as
Toi apresentadas foram de 131,8, 120,2 e 106,2 para 10, 20 e 30% de OEPR frente a
Toi de 44,9 °C do OEPR puro. Dessa forma, ressalta-se a importancia de encapsular
0 OEPR, pois ele no seu estado natural, comeca a se degradar antes. Com isso, este
material pode ser aplicado em embalagens alimentares que ndo serdo submetidas a
processos que exijam temperaturas acima de 100 °C.
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2.3.5 Caracterizagdo estrutural das fibras ultrafinas com OEPR através da

espectroscopia FTIR

As interacdes quimicas entre o PLA e o OEPR foram averiguadas pelo espectro
de FTIR o qual se encontra na Figura 11. As absorcfes caracteristicas do PLA sdo
trés fortes bandas devido as vibracdes do grupo C-CO-0O-C, ou seja, a banda derivada
ao estiramento do C=0 em 1747 cm, a banda proveniente ao estiramento
assimétrico do C-O em aproximadamente 1195 cm™ e, em 1110 cm™, proveniente do
estiramento simétrico C-O-C. A inexisténcia de uma banda intensa na regido 3500-
3000 cm? (estiramento do grupamento O-H) é um indicativo de auséncia de
subprodutos de hidrélise do PLA (PALMIERI et al., 2020).

1083.99

1747 51 |
L 4

1456.26
3649.32 2943.37 . PLA

OEPR
PLA + 10% OEPR

Absorbancia

PLA + 20% OEPR

PLA + 30% OEPR

/ L
7 T T T

T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™')

Figura 11 - Espectro FTIR-ATR dos constituintes isolados e das fibras ultrafinas com

PLA e diferentes concentracfes de OEPR.

Para o OEPR puro, o espectro exibiu banda caracteristica em torno de 750 cm-
! relacionado a ligacdo C-H aromética. Ainda, bandas entre 1400 e 1500 cm™
correspondem a ligacbes C=C provenientes de anéis aromaticos caracteristicos do
oleo (MUKHERJI e PRABHUNE, 2014). Bandas que aparecem entre 2750 e 3000 cm"
1 provavelmente estdo relacionadas a ligagbes O-H de compostos terpendides
(BOUGHENDJIOUA e DJEDI, 2017).

Foi possivel observar que nas bandas em torno de 900 cm™, relacionada a
compostos monoterpénicos do 6leo, e 2943 cm’?, atribuida a ligagcdes C-H de metilas

e metilenos (OREFICE et al., 2004), as bandas se apresentaram mais acentuados no
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OEPR puro em comparagdo as menores intensidades mostradas nos tratamentos
com 10% (quase imperceptivel), 20 e 30% nas fibras ultrafinas. Desta forma, pode-se
inferir que provavelmente ocorreu determinada perda do OEPR durante o processo

de electrospinning, por meio de volatilizacéo.

2.3.6 Molhabilidade das membranas formadas por fibras ultrafinas com

diferentes concentracdes de OEPR

Para determinar o carater de molhabilidade das membranas de fibras ultrafinas,

foram medidos os angulos de contato com a agua, conforme Figura 12.

Figura 12 - Ensaio de molhabilidade para fibras ultrafinas de PLA (a), PLA +
10% OEPR (b), PLA + 20% OEPR e PLA + 30% OEPR.

Independente da composicéo, todos os tratamentos apresentaram angulo de
contato maior do que 90°, implicando em carater hidrofébico das membranas de fibras
ultrafinas formadas. Este desempenho era esperado devido ao fato de o PLA possuir
um carater hidrofébico, de acordo com a maior parte da literatura (SUN et al., 2020).
Como os Oleos essenciais sdo compostos por moléculas altamente hidrofébicas
(DHIFI et al., 2016), esperava-se que a presenca do OEPR incrementaria a repulséao
pela dgua. Entretanto, ndo ocorreu aumento significativo nesse aspecto ao adicionar

0 OEPR nas diferentes concentragdes.
2.3.7 Atividade antimicrobiana

2.3.7.1 CIM, CBM e disco-difusao

Os resultados de CIM e CBM do OEPR estdo apresentados na Tabela 5. O
menor valor de CIM observado foi para S. aureus, com 256,9 mg/mL, sendo a menor

concentracdo de Oleo capaz de impedir o crescimento desta bactéria.
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Tabela 5 - CIM e CBM do OEPR e halos de inibicdo do OEPR e das fibras ultrafinas
contendo 30% de OEPR.

. CIM CBM Halos
Bactéria
(mg/mL) (mg/mL) (mm)
OEPR Fibras ultrafinas
L. monocytogenes 513,8 642,3 11,5+1,12 5,6+1,2°
S. aureus 256,9 385,3 13,2+1,7?2 79+1,28
E.coli - - 0,0 £0,0° 0,0 £0,0°
S. enteritidis 770,7 770,7 9,6 +0,9° 0,0 £0,0°

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa entre médias
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. CIM = Concentracao inibitéria minima; CBM=
Concentragéo bactericida minima; OEPR = Oleo essencial de pimenta rosa.

Para E. coli, o OEPR néo indicou efeito antimicrobiano, provavelmente porque
bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos 6leos essenciais do que as Gram-
positivas. No entanto, S. enteritidis que também é uma bactéria Gram-negativa,
apresentou uma peguena sensibilidade ao OEPR, com CIM e CBM de 770,7 mg/mL.
A sensibilidade das bactérias Gram-positivas aos 6leos essenciais se deve as
caracteristicas da sua estrutura. Aproximadamente 90% - 95% da parede celular das
bactérias Gram-positivas consiste em peptideoglicano, ao qual outras moléculas,
como &cido teicoico e proteinas, estdo ligadas (NAZZARO et al., 2013). A estrutura
da parede celular das bactérias Gram-positivas permite que as moléculas hidrofébicas
penetrem facilmente nas células e atuem tanto na parede celular quanto no
citoplasma. Os compostos fendlicos, que também estdo presentes nos 6leos
essenciais, comumente apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas. Seu efeito depende da quantidade do composto presente: em baixas
concentracdes, podem interferir com enzimas envolvidas na producdo de energia e,
em concentracfes mais elevadas, podem desnaturar proteinas (TIWARI et al., 2009).
Dannenberg et al. (2019) desenvolveram investigagdes acerca do 6leo essencial de
pimenta rosa e constataram que a CIM para S. aureus (ATCC 6538) e L.
monocytogenes (ATCC 7644) foi de 0,68 e 1,36 mg/mL, respectivamente e a CBM foi
de 2,72 mg/mL, para ambas. Dourado (2012) também pesquisou sobre o potencial
antimicrobiano e antioxidante de OEPR e obteve CIM frente a L. monocytogenes
(ATCC 7644) foi de 2,73 e CBM de 5,46 ug/mL, e frente a S. aureus (ATCC 23235), a
CIM foi de 10,92 e CBM de 21,84 ug/mL. Em comparagéo ao presente estudo, estes
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valores estdo bem abaixo, fato que pode ser justificado pela época da colheita dos
frutos, clima, situac&o do solo, precipitacdes e tipos diferentes de cepa utilizadas.

Quanto aos halos de inibicdo, aqueles maiores ou iguais a 10 mm foram
considerados satisfatérios, indicando atividade antimicrobiana. Observou-se que o
efeito do OEPR n&o mostrou diferenga significativa entre L. monocytogenes e S.
aureus, com halosde 11,5+ 1,1 e 13,2 + 1,7 mm, respectivamente.

A partir dos resultados da CIM e CBM, selecionaram-se as concentracdes para
aplicar nas solucdes poliméricas que posteriormente produziram as fibras ultrafinas.
Tais concentragbes foram fixadas em 10, 20 e 30% de OEPR, visto que estas
condicles, em testes preliminares, indicaram sucesso na formacéo de fibras. Quanto
aos halos de inibicdo desenvolvidos pela presenca de fibras contendo 30% de OEPR,
tanto para L. monocytogenes quanto para S. aureus, ficaram abaixo de 10 mm, sendo
considerados insatisfatérios. Entretanto, € importante ressaltar que durante o
processo de electrospinning, pode ter ocorrido perda dos 30% de OEPR ou de parte

dessa quantia, diluicdo bem inferior ao OEPR puro, por volatilizacéo.

2.3.7.2 Andlise por micro-atmosfera do OEPR

O teste de micro-atmosfera é baseado na acdo de compostos volateis, que
podem inibir significativamente o crescimento de algumas bactérias. As reducdes na
carga microbiana neste ensaio foram realizadas apenas para as bactérias Gram-
positivas, jA que as Gram-negativas ndo apresentaram resultados positivos para a
acdo antimicrobiana no ensaio de disco-difusdo das fibras ultrafinas. Foi possivel
observar que o OEPR puro (100%) indicou reducdes em torno de 90% para ambas as
bactérias. Por outro lado, a concentracdo de 30% de OEPR mostrou reducédo da
contagem de células por volta de 40% para L. monocytogenes e 50% para S. aureus,
conforme Figura 13. Em uma situacao hipotética de aplicacdo das mesmas condi¢des
em alimentos, dependendo da carga microbiana inicial contida no produto alimentar,

esse resultado de reducéo poderia proporcionar a garantia de seguranca.



61

[ L. monocytogenes
S. aureus

a

100 ~

80

Reducéo (%)
3

40

20

30 100
Concentracéo de OEPR (%)

Figura 13 - Atividade antimicrobiana do OEPR por acao de volateis por meio do

ensaio de micro-atmosfera sobre o crescimento de L. monocytogenes e S. aureus.

Em estudo similar utilizando OEPR, Dannenberg et al. (2017) verificaram que
em micro-atmosfera a reducédo foi de 100% no desenvolvimento de S. aureus e L.
monocytogenes e, 16 e 15% para E. coli e S. Typhimurium. Antunes et al. (2017)
desenvolveram nanofibras com 6leo essencial de eucalipto e observaram que nas
concentracfes de 0,25, 0,38 e 0,63 pL/cm?3 houve total inibicdo do crescimento de
células viaveis de S. aureus e L monocytogenes. Silva et al. (2018) avaliaram a
aplicacdo de nanofibras com PEO, proteina isolada de soja e 6leo essencial de
gengibre, constatando que este ultimo influenciou na reducdo de aproximadamente
43% na contagem de L. monocytogenes, ao usar concentracdes de 0,2 e 0,3 pL/cm3.

De acordo com Trombetta et al. (2005), bactérias Gram-positivas sdo mais
suscetiveis a fase vapor que contenha terpenos, fato que pode ser observado neste
estudo, j& que o OEPR apresentou maior quantidade de mirceno, considerado um
monoterpeno. O fato de um mesmo 6leo essencial agir de formas distintas frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode ser explicada pela estrutura desses
micro-organismos, tendo o primeiro grupo uma parede celular Unica, de camada

espessa contendo em sua maior parte peptideoglicano, e o segundo, contendo parede
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celular de peptideoglicano além de mudltiplas camadas bastante complexas, com
lipoproteina e lipopolissacarideos (SAIDA et al., 2020).

No presente estudo, provavelmente os principais componentes majoritarios,
gue foram mirceno, a-pineno e limoneno, podem ter agido em sinergismo para efetivar
a atividade antimicrobiana. Porém, os mecanismos de a¢do sdo complexos e exigem
investigacdes mais aprofundadas sobre a matéria-prima e substrato ao qual ira atuar.
De acordo com Saad et al. (2013), os mecanismos de acdo dos 6leos irdo depender
da sua composicao quimica. A localizacdo de um ou mais grupos funcionais pode
influenciar na sua atividade antimicrobiana. Como exemplo, o timol e o carvacrol
possuem efeitos antimicrobianos semelhantes, mas tém mecanismos de acao
diferentes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Reyes-Jurado et al.
(2019) relataram que na fase vapor, o 6leo se dispersa livremente, tendo um impacto
particular contra 0s micro-organismos devido a sua acao superficial, tornando-os mais
suscetiveis aos volateis.

Desta forma, a capacidade antimicrobiana volatil do OEPR, sem necessitar
contato direto com o alimento, impulsiona investigacdes para o desenvolvimento de
sistemas de embalagens que podem controlar a multiplicacdo de bactérias

patogénicas e deteriorantes.

2.3.7.3 Aplicacéo das fibras ultrafinas em cream cheese

Para a avaliagdo do efeito das membranas de fibras ultrafinas desenvolvidas,
foi escolhido o tratamento com a concentragdo que continha 30% de OEPR por ter
apresentado melhores resultados nas avaliagdes antimicrobianas frente as bactérias
Gram-positivas. A analise para a verificacao e quantificacdo de unidades formadoras
de colbnias (UFC/g) também foi realizada 24 h ap6s o inicio do experimento. No
entanto, os resultados ndo foram expressos porque nao ocorreu crescimento
suficiente de ambas as bactérias.

Para L. monocytogenes, observou-se que a presenca das fibras ultrafinas no
periodo de 7 dias ndo indicou inibicdo de crescimento, relacionado ao controle
positivo. O mesmo comportamento foi mostrado no periodo de 14 dias. Entretanto, em
21 dias, notou-se uma reducgédo significativa na contagem de colbnias, por volta de

26%, conforme indicado na Figura 14.
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Figura 14 - Avaliacéo do efeito da aplicacéo das fibras ultrafinas e do tempo de
armazenamento na presenca de L. monocytogenes. C (-) = Controle negativo; C (+)
= Controle positivo; 30% = Fibras ultrafinas com 30% de OEPR.

Para S. aureus, a presenca das fibras ultrafinas no periodo de 7 dias indicou
uma reducédo no conteudo de células, mas ndo foi significativa. Por outro lado, em 14
dias ocorreu uma reducgéo significativa de aproximadamente 30%. Comportamento
analogo foi identificado pos 21 dias, com reducéao significativa ainda maior, por volta

de 62%, conforme apontado na Figura 15.
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Figura 15 - Avaliacdo do efeito da aplicacéo das fibras ultrafinas e do tempo de
armazenamento na presenca de S. aureus. C (-) = Controle negativo; C (+) =
Controle positivo; 30% = Fibras ultrafinas com 30% de OEPR.

Considerando que o prazo de validade indicado no alimento avaliado é de 5
dias ap0s a abertura da embalagem, os resultados obtidos para ambas as bactérias
mostraram que até o término do prazo, a presenca das fibras na embalagem foi
indiferente. No entanto, se as fibras fossem inseridas na tampa da embalagem no
momento do envase, logo apds a fabricacdo do produto, provavelmente ocasionaria
um efeito positivo, jA& que os compostos volateis ficariam detidos na embalagem
hermeticamente fechada. Os resultados também serviram para mostrar o perfil de
comportamento do produto durante um maior periodo de armazenamento, sugerindo
gue o OEPR tenha sido liberado gradativamente

Dannenberg et al. (2017) estudaram o efeito da presenca de OEPR em filmes
de acetato de celulose produzidos pela técnica de casting e aplicados em queijos,
constatando que a liberac&o do 6leo esté relacionada a afinidade entre os compostos
apolares do 6leo essencial e do alimento avaliado. Silva et al. (2018) produziram
nanofibras contendo 6leo essencial de gengibre e aplicaram em fatias de queijo minas,

verificando que a presenc¢a do material indicou reducgao significativa de colbnias de L.
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monocytogenes no terceiro e nono dia de armazenamento, sendo que neste Ultimo
apresentou cerca de 17% de reducédo em relacéo ao controle positivo.

Logo, supde-se que os volateis do OEPR tenham entrado em contato, em um
primeiro momento, ao menos com a superficie da camada do cream cheese. A medida
gue o tempo de armazenamento foi passando, a retencdo do OEPR foi prolongada
dentro da embalagem, fazendo com que estes compostos agissem mais ativamente.
Com isso, os dados mostrados neste estudo estimulam o desenvolvimento de outras
pesquisas investigativas em alimentos que tenham como caracteristica o prazo de
validade mais prolongado, ja que o0 OEPR se mostrou eficaz na redugéo da contagem
de células no vigésimo primeiro dia.

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais € comumente avaliada por meio
de métodos de contato direto entre patdgeno e o0 agente microbiano, através de
métodos de difusdo e diluicdo. Entretanto, a funcéo dos éleos essenciais na fase vapor
como agentes antimicrobianos vem ganhando mais importancia a cada dia. Tyagi et
al. (2010) sugeriram que os O6leos essenciais na fase de vapor possuem maior
atividade antimicrobiana, uma vez que os compostos ativos sao altamente volateis.
Segundo Kloucek et al. (2012), cada constituinte presente no 6leo tem uma
volatilidade diferente, portanto, quando o 6leo € introduzido em um microambiente
fechado, os volateis comecam a se dispersar em taxas distintas na fase vapor dentro
do espaco em questdo, de acordo com o grau de volatilidade, até atingirem o
equilibrio.

Assim, observou-se que as fibras ultrafinas mostraram um bom resultado,
contribuindo para a reducdo microbiana quando comparado ao controle positivo. Além
disso, a liberacdo dos compostos dos 0leos essenciais para o alimento por meio da
volatilizacdo nao necessitou de contato direto, permitindo a reducéo de caracteristicas

sensoriais indesejaveis que podem vir a ocorrer no alimento.

2.4 Conclusao

Através dos resultados obtidos, verificou-se que o OEPR apresentou um perfil
de compostos quimicos variado, com predominio do mirceno. Entre as bactérias
testadas, apenas a E. coli ndo apresentou sensibilidade ao OEPR. Na analise por
micro-atmosfera, observou-se que o OEPR puro proporcionou a reducdo de 90% da
carga microbiana de L. monocytogenes e S. aureus. Ja o OEPR na concentracéo de

30% propiciou uma reducéo de 40% para L. monocytogenes e 50% para S. aureus.
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As fibras ultrafinas aplicadas a embalagem do cream cheese apresentaram efeito
inibitério somente no vigésimo primeiro dia de armazenamento, para L.
monocytogenes. Para S. aureus, as fibras com 30% de OEPR inibiram o crescimento
das colbnias no décimo quarto e vigésimo primeiro dia, com reducdes de 30 e 62%,
respectivamente.

O OEPR influenciou na reducéo da condutividade e viscosidade das solucdes
poliméricas, afetando a morfologia das fibras, sendo constatada a presenca de beads
nos tratamentos onde estava incluido. A constituicdo quimica estrutural das fibras pelo
FTIR apresentou grupamentos quimicos caracteristicos dos materiais utilizados e foi
possivel observar uma possivel evaporacdo do OEPR nos tratamentos. A analise
térmica constatou que o OEPR puro inicia sua degradacéo térmica e 44,9 °C, sendo
assim, o PLA teve a funcdo de protegé-lo, pois as fibras ultrafinas de todos os
tratamentos com OEPR tiveram o primeiro pico de temperatura de degradacao entre
106 e 131 °C. Por fim, através da analise de molhabilidade por &ngulo de contato, a
hidrofobicidade do OEPR néao influenciou na potencializacdo da hidrofibicidade das

fibras ultrafinas.
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CAPITULO 3

Desenvolvimento e caracterizagcao de filmes bicamada a base de amido

recobertos com fibras ultrafinas contendo 6leo essencial de pimentarosa




68

3.1 Introducéo

O estudo e o desenvolvimento de embalagens de alimentos € multidisciplinar.
Engloba principalmente engenharia, microbiologia, quimica, e outras ciéncias, sendo
promissor, pois visa manter a qualidade dos alimentos e suas matérias-primas devido
a oxidacdo e deterioragdo microbiana (NEMAT et al.,, 2019). O crescimento
populacional acelerado vem promovendo um acréscimo consideravel na geracao de
residuos solidos, sendo que cerca de 40% desses residuos sédo constituidos por
materiais plasticos ndo biodegradaveis derivados de fonte féssil, impactando
altamente o meio ambiente (BORRELLE et al., 2020).

Desta forma, pesquisas utilizando polimeros biodegradaveis para o
desenvolvimento de embalagens alimentares a partir de filmes tém ganhado
importancia na industria. Entre os métodos mais utilizados para a fabricacao de filmes,
esta a técnica de casting, que envolve a difusdo de uma solugdo polimérica em um
substrato e a remocao por evaporacao do solvente, que causa a orientacdo molecular
das moléculas de polimero, resultando na formacéo do filme (DENG et al., 2018). Na
conservagao de alimentos, os filmes agem como uma barreira a elementos externos,
como sujidades, gases, umidade e compostos aromaticos, controlando a transferéncia
de massa (umidade, oxigénio, didxido de carbono) (OTONI et al., 2017).

Dentro da variedade de polimeros biodegradaveis existentes, destaca-se o
amido, visto que além de ser uma matéria-prima abundante, atoxica, biodegradavel,
comestivel e de baixo custo de comercializacdo, esta disponivel em todo o mundo e
possui elevada capacidade de formacdo de gel (DAI et al., 2019). O amido € um
polissacarideo considerado como a principal substancia de reserva para plantas e é
composto por duas macromoléculas, a amilose a amilopectina, as quais a proporc¢ao
se diferencia conforme a fonte boténica, variedades de uma mesma espécie e de
acordo com o grau de maturagéo (THAKUR et al., 2019).

O feijdo e o trigo estdo entre as principais fontes de amido da alimentacao
humana e diversos estudos relatam o uso do amido dessas fontes no desenvolvimento
de filmes biodegradaveis (LIMA et al., 2017; SONG et al., 2018; BRUNI et al., 2018;
VANIER et al., 2019). O elevado teor de amilose no amido de feijao € a principal
caracteristica que leva a rapida retrogradacao, facilitando a formacdo dos filmes,
formando uma pelicula fina, resistente e transparente (ROY et al.,, 2020). O

armazenamento de feijdo em condi¢cOes adversas de alta temperatura e umidade o
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torna suscetivel a um fendémeno de endurecimento, também conhecido como hard-to-
cook (HTC). Feijdes com este defeito sdo caracterizados por longos periodos de
cozimento, sendo de menor valor nutritivo e menos aceitaveis pelos consumidores
(REYES-MORENO et al., 1993). Dessa forma, visto que a maioria das vezes esses
feijdes séo descartados pela falta de mercado comprador, ele se torna um residuo
agroindustrial que pode ser aproveitado para outras funcbes que agreguem valor,
como a producdo de filmes. Ressalta-se, entretanto, que amidos nativos n&o
apresentam propriedades adequadas para o desenvolvimento de embalagens, pois
possuem alta solubilidade em agua, sao muito higroscépicos, tém baixo ponto de
fusdo, alta retrogradacéo e piores propriedades mecéanicas em comparacdo com 0s
materiais baseados em polimeros sintéticos (LOMELI-RAMIREZ et al., 2014).

Para otimizar as propriedades de estruturas baseadas em amido, fibras
ultrafinas produzidas por electrospinning podem ser aplicadas no filme, formando bi
ou multicamadas que podem interagir com o alimento a ser embalado, estendendo
sua vida util ao aprimorar as propriedades de barreira dos filmes, por exemplo
(CHERPINSKI et al., 2018). Os materiais eletrofiados podem ser produzidos com as
propriedades estruturais desejadas pelo controle dos parametros empregados no
processo de electrospinning e nas propriedades da solucdo. Além disso, as fibras
ultrafinas  apresentam maior relacdo superficie-volume e propriedades
estruturalmente ajustaveis, podendo oferecer muitos beneficios em embalagens
alimentares (TANG et al., 2019). Como matérias-primas eletrofiaveis, também ha um
diverso campo de polimeros disponiveis (TORRES-GINER, 2011), como PLA e lignina
de casca de arroz, e também alguns compostos bioativos como 6leo essencial de
pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) (OEPR), todos citados nos Capitulos 1
e 2 deste presente trabalho.

Os sistemas de embalagens multicamadas visam produzir uma estrutura com
propriedades otimizadas, podendo incorporar compostos funcionais (FABRA et al.,
2013). Como exemplo, Figueroa-Lépez et al. (2018) que desenvolveram sistemas
multicamadas contendo filme de gelatina revestido com nanofibras de
policaprolactona (PCL) contendo oleoresina de pimenta preta com o0 objetivo de
melhorar a resisténcia a agua e o desempenho mecéanico dos filmes de gelatina
convencionais, para aplicacdo em embalagem ativas de alimentos. Como resultado,
as multicamadas reduziram a molhabilidade e aprimoraram as propriedades de

barreira, alongamento e ruptura. Por fim, a adicdo da oleoresina no revestimento
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forneceu um forte comportamento antimicrobiano contra S. aureus, resultando em
uma liberacdo controlada dos componentes ativos antimicrobianos durante pelo
menos 0s primeiros dez dias apds o processamento. Fabra et al. (2016) compararam
a adicao de nanofibras de policaprolactona (PCL), PLA e polihidroxibutirato (PHB) nas
propriedades de barreira de oxigénio e vapor de agua quando adicionadas a filmes de
amido de milho. Constataram que a adicdo das nanofibras levou a uma queda
exponencial da permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua a medida que a
guantidade de nanofibras aumentava. Em outro estudo, Tampau et al. (2020)
avaliaram filmes de amido sobrepostos com nanofibras de policaprolactona
carregadas com carvacrol, verificando que a presenca do carvacrol limitou a
biodegradabilidade do sistema multicamadas, aumentando o tempo de decomposicao
do material.

De acordo com o exposto, o objetivo deste trabalho foi unir os estudos acerca
dos capitulos anteriores para desenvolver e caracterizar uma estrutura bicamada
contendo filme de amido de trigo ou feijao produzido pela técnica de casting, aliado as
fibras ultrafinas de PLA/lignina/OEPR produzidas pela técnica de electrospinning. A
composicao escolhida para a producéo das fibras ultrafinas foi 8% de PLA, 2,5% de
lignina e 30% de O6leo essencial de pimenta rosa (OEPR), sendo a solugéo
caracterizada pela viscosidade aparente e condutividade, e as fibras caracterizadas
pela morfologia, composicdo quimica, propriedades térmicas, molhabilidade e
atividade antioxidante. A estrutura bicamada foi caracterizada quanto as propriedades
colorimétricas, umidade e solubilidade em &gua, propriedades mecanicas,

permeabilidade ao vapor de 4gua e atividade antioxidante.
3.2 Material e métodos

3.2.1 Material

Os materiais utilizados nesta etapa do estudo foram PLA (Ingeo 4032D), lignina
extraida de casca de arroz pelo processo organossolve, frutos maduros de pimenta

rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), amidos de trigo Topéazio e de feijao Carioca HTC.

3.2.2 Extracao do oOleo essencial de pimenta rosa (OEPR)

De acordo com o capitulo 2, item 2.2.3.
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3.2.3 Composic¢do quimica do OEPR

De acordo com o capitulo 2, item 2.2.4.

3.2.4 Extracao de amido de trigo e feijao

Primeiramente, foi necessario obter a farinha de trigo. Para isso, os grédos de
trigo foram acondicionados (umidificacdo dos grdos) a umidade de 14%, sendo
colocado em repouso durante 24 h, para posterior moagem (moinho Chopan, CD1).
Logo, o amido foi extraido conforme o processo sugerido por Knight e Olson (1984).
Uma mistura de farinha de trigo e agua foi preparada em uma proporcao de 2:1 (p:v).
A massa formada foi lavada com &gua até completa remocao do amido, e entdo a
mistura de amido e agua foi filtrada em peneira de 200 mesh. O filtrado foi centrifugado
(Centrifuga KASVI®) a 3500 rpm, durante 20 min. Apés a centrifugacdo, a camada
escura na parte superior do material precipitado foi removida e o restante do
decantado foi ressuspenso em agua destilada e centrifugado (especificacdes
centrifuga) novamente. O processo foi repetido por trés vezes. O amido foi seco em
estufa com circulacéo de ar a 40 °C por 16 h até aproximadamente 12% de umidade.

O amido de feijao carioca foi isolado de acordo com Rupollo et al. (2011), com
algumas modificagBes, com a centrifugacédo da camada de amido suspensa em agua
destilada a 4000 rpm por 10 min. A camada superior acastanhada foi descartada e a
camada inferior foi ressuspensa em agua destilada e recentrifugado a 4000 rpm por
10 min. Este processo foi repetido trés vezes. O material resultante foi seco em estufa
com circulacdo de ar (Ethik®) a 40 °C por 16 h até o teor de umidade ficar em torno
de 9%. O amido seco foi moido usando moinho analitico basico (IKA, All, EUA) e

armazenado a 17 £+ 2 °C.

3.2.5 Producéo dos filmes de amido pela técnica de casting

Os filmes de amido de trigo foram elaborados conforme descrito por Bruni et al.
(2018), através do preparo de uma solucéo filmogénica, onde foram utilizados 3 g de
amido, 100 mL de &gua destilada e 0,30 g de glicerol/g de amido seco. As solucbes
foram aquecidas a 90 °C por 30 min. Em seguida, 20 g de cada solu¢&o filmogénica
foram espalhadas em placas de acrilico e secas em estufa com circulagéo de ar a 35

°C por 16 h. Antes das avaliacdes, os filmes foram acondicionados por 4 dias a 25 °C
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+ 3 °C com umidade relativa de 55 + 3% controlada usando solu¢éo saturada de nitrato
de magnésio.

Os filmes de amido de feijao foram preparados pelo método descrito por Biduski
et al. (2017), com algumas modificagdes. As solugcdes foram preparadas com a
seguinte proporcao: 3,0 g amido: 0,3 g de glicerol: 100 mL de &gua destilada e
agitadas a 300 rpm durante 10 min a 90 °C usando um banho termostatizado (Quimis,
Q214M2). Por fim, 20 g da solucdo filmogénica foram espalhados em placas de
acrilico e secos em estufa com circulacéo de ar forcada (Ethik, Brasil) por 20 h a 30
°C. Antes da caracterizacdo, os filmes foram condicionados por 4 dias em um
dessecador a 25 + 3 °C com umidade relativa de 50 + 3% controlada usando uma

solucdo saturada de nitrato de magnésio.
3.2.6 Caracterizagao das fibras ultrafinas

3.2.6.1 Desenvolvimento das fibras ultrafinas via electrospinning

Testes preliminares foram realizados fixando-se a concentracdo do PLA em 8%
e da lignina em 2,5%, pelo fato deste conjunto ter apresentado maior potencial
antioxidante no capitulo 1 deste trabalho. Com este parametro fixado, variou-se as
concentractes de OEPR no capitulo 2 em 10, 20 e 30% e novamente as fibras foram
submetidas a verificac@o da atividade antioxidante, indicando a concentracédo de 30%
como a melhor. Por isso optou-se por utilizar as fibras ultrafinas compostas por 8% de
PLA, 2,5% de lignina e 30% de OEPR para serem depositadas sobre os filmes de
amido. Os parametros utilizados durante processamento do electrospinning foram os

mesmos aplicados nos estudos anteriores, conforme capitulo 1, item 1.2.4.

3.2.6.2 Viscosidade aparente e condutividade elétrica da solugcéo polimérica
De acordo com o capitulo 1, item 1.2.3.

3.2.6.3 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas

De acordo com o capitulo 1, item 1.2.5.

3.2.6.4 Propriedades térmicas

De acordo com o capitulo 1, item 1.2.6.
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3.2.6.5 Caracterizacéo quimica por FTIR-ATR

De acordo com o capitulo 1, item 1.2.7.

3.2.6.6 Angulo de contato

De acordo com o capitulo 1, item 1.2.8.

3.2.6.7 Atividade antioxidante por DPPH e ABTS

De acordo com o capitulo 1, item 1.2.9.
3.2.7 Caracterizacao da estrutura bicamada

3.2.7.1 Elaboracé&o da bicamada

Apos a producao dos filmes de amido de trigo e feijdo, estes foram devidamente
identificados e pesados para saber qual a quantidade de fibras foi depositada em cada
um. Em seguida, foram colocados no alvo coletor das fibras, de acordo com a Figura

16. O tempo decorrente da coleta para cada conjunto de quatro filmes foi de 6 h.

Figura 16 - Filmes de amido de trigo dispostos no coletor de aluminio antes da
sobreposicao das fibras (a) e filmes de amido de trigo com as finas ultrafinas

sobrepostas (b)
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Os tratamentos avaliados neste estudo tiveram a seguinte identificacdo: FAT
(filme de amido de trigo), FAT + PLA (filme de amido de trigo com fibras de PLA), FAT
+ PLA/lig/OEPR (filme de amido de trigo com fibras de PLA, lignina e 6leo essencial
nas concentracoes citadas acima), FAF (filme de amido de feijao), FAF + PLA (filme
de amido de feijao com fibras de PLA) e FAF + PLA/Iig/OEPR (filme de amido de feijao

com fibras de PLA, lignina e 6leo essencial nas concentracdes citadas acima).

3.2.7.2 Morfologia

A morfologia da superficie e da secdo transversal dos filmes bicamada foi
visualizada em microscoépio eletrénico de varredura (MEV) (JEOL, JSM-6610LV, New
Jersey, EUA) com tenséo de aceleracéo de 10 kV, de acordo com Halal et al. (2017).
Para as secdes transversais, as amostras foram fraturadas sob nitrogénio liquido
antes da visualizagdo. Em seguida, as amostras foram entdo colocadas em um stub
e revestidas com ouro usando um sputter Desk V (JEOL, New Jersey, EUA) e

avaliadas com aumento de 50 e 500 vezes.

3.2.7.3 Propriedades Opticas

A cor e a opacidade dos filmes bicamadas foram determinadas em colorimetro
(MINOLTA, CR 400, Japao), acoplado a processador DP-100, com iluminante D65 e
angulo de 10°. Foi utilizado sistema de avaliacdo CIEL*a*b (Comissao Internacional
de lluminacdo), com parametros de cor: L* a* e b* onde L* corresponde a
luminosidade (O=preto e 100 = branco); a* e b* s&o coordenadas de cromaticidade: a*
corresponde a variacdo de cor de verde (-60) a vermelho (+60); b*corresponde a

variacdo de cor de azul (-60) a amarelo (+60).

3.2.7.4 Umidade, solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O teor de umidade dos filmes bicamadas foi determinado medindo-se a perda
de peso do filme, apds secagem em estufa a 105 °C até o peso ser constante. Os
resultados foram expressos como uma percentagem do teor de umidade das amostras
(AACC, 1995).

A solubilidade em agua dos filmes bicamadas foi calculada como a

porcentagem de matéria seca do solubilizado no filme apds imerséo por 24 h em agua
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a 25 °C, conforme Equacao 2, de acordo com o método descrito por Gontard et al.
(1994).

[(massa inicial-massa final)x100]

MS (%) = Eq. (2)

Os testes de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes bicamadas

foram realizados seguindo método padrdo ASTM E96-95 (ASTM, 1995). Cada

amostra foi colocada e selada na abertura circular de uma célula de permeacao

massa inicial (g)

contendo cloreto de calcio anidro (0% UR). As células foram condicionadas em
dessecadores com uma solugdo saturada de cloreto de sodio (75% de UR) a 25 °C
até as amostras atingirem as condi¢des de estado estacionério. A permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) foi calculada através da Equacao 3.

pva=Yx X Eq. (3

t AAP

Onde:

PVA= Permeabilidade ao vapor de agua (g.mm/kPa.dia.m?);
AW= Ganho de massa (Q);

X= espessura do filme (mm);

t= tempo (dias);

A= Area exposta (m?);

AP= Diferenga de pressao parcial (kPa).
3.2.7.5 Propriedades mecanicas

A espessura do filme foi determinada por um micrdmetro com aproximagao de
0,001 mm, em 8 posicOes aleatérias ao redor do filme, onde taxas médias foram
usadas nos célculos.

A resisténcia a tracdo, calculada pela Equacdo 4 e a porcentagem de
alongamento na ruptura dos filmes, calculada pela equacao 5, foram avaliadas por um
ensaio de tragcdo utilizando um Analisador de Textura (TA.XTplus, Stable Micro
Systems) baseado no método ASTM D882-91 (1995).

RT = =% Eq. (4)
Onde:

RT: resisténcia a tracdo (Mpa);
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Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme (N);

A: area da seccdao transversal (m?2).

- ar
E= o Eq. (5)

E = Elongacgéo (%);
di = distancia inicial de separacéo (cm);

dr = distancia no momento da ruptura (cm)

3.2.8 Andlise estatistica

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

foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Caracteristicas da solucéo polimérica e das fibras ultrafinas

A condutividade elétrica e a viscosidade aparente da solucdo polimérica
contendo PLA/2,5%lig/30%0OEPR foi de 0,44 + 0,02 uS/cm e 70,5 £ 0,5 mPa/s,
respectivamente. Comparado aos resultados dos capitulos anteriores, verificou-se
gue a mistura dos trés componentes propiciou a reducdo da condutividade em relagao
ao tratamento com PLA/2,5%lig, que apresentou 0,87 uS/cm. Em contrapartida,
propiciou um aumento na condutividade em relacdo ao tratamento com
PLA/30%0EPR, que teve 0,28 uS/cm. De forma analoga, a viscosidade sofreu uma
diminuicdo em relagao ao tratamento com PLA/2,5%lig, que teve valor de 130 mPa/s.
Entretanto, o tratamento com PLA/30%OEPR apresentou menor viscosidade, de 60
mPa/s. Com isso, este resultado indicou uma menor capacidade de eletrofiagdo em
relac@o aos capitulos anteriores.

A morfologia das fibras estd ilustrada na Figura 17 e apresentou-se semelhante
as desenvolvidas nos capitulos anteriores, com alguns beads e diametro médio de
136 nm, sendo mais fina que as fibras ultrafinas produzidas nos estudos antecedentes
nos tratamentos com PLA/2,5%lig, com 587 nm, e PLA/30%OEPR, com 167 nm.
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Figura 17 - Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas de
PLA/lig/OEPR.

Segundo Jian et al. (2018), os diametros das fibras eletrofiadas podem ser
ajustados alterando as concentracdes dos polimeros utilizados. Neste estudo, a uniao
dos trés componentes influenciou na reducdo do didmetro médio das fibras.
Observou-se a formacdo de gotas, provenientes da propria solucdo polimérica,
provavelmente devido a possiveis alteragdes nas condigdes ambientais relacionadas
ao local onde o equipamento estava no momento da coleta.

Por meio da andlise de FTIR foi possivel observar as mesmas bandas
presentes nos estudos dos capitulos anteriores, pronunciadas em 750 cm®,
caracteristica do PLA, 1500 cm, referente a presenca de lignina e 2943 cm™,
comprovando a presenca do OEPR. Quanto a estabilidade térmica, a Tabela 6 indica
trés picos de perda de massa, sendo o maior detectado com temperatura em torno de

368 °C e perda de 48,6%, fato que indica uma boa resisténcia térmica.

Tabela 6 - Perfis de temperatura e perda de massa da membrana de fibras ultrafinas

de PLA/Iig/OEPR avaliadas por TGA, com trés estagios de decomposicao.

TDi (°C) TDf (°C) T (°C) Perda de massa (%)
118,6 1715 148,4 17,3
207,6 254,5 231,4 8,1
320,2 393 368,3 48,6

TDi = Temperatura de decomposic¢éao inicial; TDf = Temperatura de
decomposicao final; T = temperatura onde ocorreu a maior perda de massa.

A molhabilidade mostrou comportamento similar aos estudos anteriores,
indicando angulo de contato de 103,4 £ 0,4°, ligeiramente maior que o tratamento com
PLA/2,5%lig, que teve 101,8 £ 0,4° e com o tratamento PLA/30%OEPR, com 101,5 £
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0,5°. Tal comportamento pode ser explicado pela natureza hidrofébica dos materiais
utilizados (RAMEZANI et al., 2018; REHMAN et al., 2020; SHARMA, 2021).

Por fim, o ensaio de atividade antioxidante demonstrou que as fibras contendo
0s trés componentes tiveram inibicdo de 77,9 + 0,4 e 77,3 = 0,4%, frente aos radicais
DPPH e ABTS, respectivamente. O tratamento com PLA/2,5% de lignina indicou cerca
de 70 = 0,6% de capacidade inibitéria também para ambos os radicais e nao foi
realizada a analise antioxidante para os tratamentos do capitulo dois, referentes a
presenca do OEPR. Ainda assim, pode-se constatar que tanto a lignina quanto o
OEPR auxiliaram no aumento do potencial antioxidante das membranas de fibras

ultrafinas formadas neste tratamento.

3.3.2 Caracteristicas das estruturas bicamadas

De acordo com Fabra et al. (2013), a analise microestrutural de filmes
multicamadas fornece informacdes sobre o arranjo dos diferentes componentes do
filme e ajuda a entender o mecanismo de transporte de agua e gas através dos filmes,
bem como sua interacdo com a luz que determina propriedades oOpticas. A massa
média de fibras ultrafinas depositadas em cada filme, tanto de PLA quanto de
PLA/lig/lOEPR, foi de 0,61 g. A morfologia da superficie e da secédo transversal dos

filmes esta indicada na Figura 18.
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Figura 18 - Morfologia dos filmes bicamadas referentes a: superficies dos
tratamentos FAT (filme de amido de trigo), FAT + PLA (filme de amido de trigo e
fibras de poli acido latico), FAT + PLA/lig/OEPR (filme de amido de trigo e fibras de
poli &cido latico, lignina e 6leo essencial de pimenta rosa), FAF (filme de amido de
feijdo), FAF + PLA (filme de amido de feijao e fibras de poli acido latico), FAF +
PLA/lignina/OEPR (filme de amido de feijao e fibras de poli acido latico, lignina e
Oleo essencial de pimenta rosa) - (a, ¢, €, g, i, K) e secao transversal dos tratamentos
FAT, FAT + PLA, FAT + PLA/lignina/OEPR, FAF, FAF + PLA, FAF +
PLA/lignina/OEPR (b, d, f, h, j, I).

A superficie do FAT e FAF apresentou algumas descontinuidades, mais
destacadas na Figura g. A disposicado das fibras depositadas sobre o filme foi aleatéria
e heterogénea, formando emaranhados, o que pode ser constatado na Figura 18d,
18f, 18j, 18l. As secdes transversais dos filmes indicaram homogeneidade, exceto
para FAT (Figura 18b), que indicou uma fissura. O maior diametro meédio das fibras foi
encontrado no tratamento com FAF + PLA, apresentando 316 nm e o menor, no
tratamento de FAF + PLA/lig/lOEPR, com 297 nm, conforme indicado na Tabela 7.
Estes resultados apontam fibras ultrafinas de menor diametro comparado aos estudos
dos capitulos anteriores. Ressalta-se que embora tenham sido utilizadas as mesmas
condicOes de processo de eletrofiagdo em todos os tratamentos, foi observada uma
maior quantidade de beads na superficie do FAF + PLA/lig/lOEPR (Figura 18k).

Tabela 7 - Diametros das fibras ultrafinas depositadas na superficie dos filmes

bicamadas.
Diametro Diametro Diametro
Tratamento minimo médio maximo
(nm) (nm) (nm)
FAT + PLA 71 303 784
FAT + PLA/lig/OEPR - - -
FAF + PLA 66 316 751
FAF + PLA/lig/OEPR 59 297 722

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre médias pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. FAT + PLA= Filme de
amido de trigo com fibras ultrafinas de PLA; FAT + PLA/lig/OEPR= Filme de amido
de trigo com fibras ultrafinas de PLA, lignina e OEPR; FAF + PLA = Filme de amido
de feijdo com fibras ultrafinas de PLA e FAF + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de
feijdo com fibras ultrafinas de PLA, lignina e OEPR.
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Neppalli et al. (2010) relataram que a presenca de fibras com didametro muito
pequeno, tipico de produtos eletrofiados, favoreceram uma boa adeséao interfacial
entre a matriz, que seria o filme, e as fibras depositadas sobre ele. Estes autores
observaram que as fibras com diametro maior (cerca de 800 nm) mostraram uma
interface muito mais pobre em adesdo nos filmes compostos preparados com
policaprolactona e fibras de nailon. Portanto, eles concluiram que a real vantagem de
usar a eletrofiacdo para a fabricacdo de fibras de reforco, foi a possibilidade de
produzir, na estrutura, um subconjunto de fibras com um diametro muito fino, que
foram capazes de interagir de forma muito eficiente com a matriz em que foram
dispersas.

As propriedades Opticas dos filmes sao relevantes para embalagens, pois
influenciam, principalmente, na apresentacdo do produto embalado e estédo
relacionadas a cor, brilho e transparéncia (BERTUZZI et al., 2007). A opacidade de
um filme é um indicador da quantidade de luz que o atravessa e quanto maior o valor
de opacidade, menor sera a quantidade de luz que atravessa o filme podendo esta
barreira ser importante para controlar a incidéncia de luz nos produtos alimentares
(REICHERT et al., 2020).

Visualmente, observou-se que o FAF apresentou uma transparéncia maior em
comparacdo ao FAT, que indicou maior opacidade, resultados diferentes
significativamente e confirmados através da Tabela 8. Fakhouri et al. (2007)
desenvolveram filmes e coberturas a base de amidos nativos para aplicagdo em uvas
Crimson, constatando aproximadamente 11,5% de umidade. Em estudo realizado por
Evangelho et al. (2021), foi verificado que o filme de amido de feijao carioca nativo
indicou cerca de 8,5% de opacidade. Com isso, vemos que a opacidade pode variar
em funcao do teor de amilose dos amidos, pois suas moléculas em solucédo, devido a
linearidade, tendem a orientar-se paralelamente, aproximando-se o suficiente para se
formarem pontes de hidrogénio entre hidroxilas de cadeias adjacentes. Como
resultado, a afinidade do polimero por agua é reduzida, favorecendo a formacao de

pastas opacas e filmes resistentes (THAKUR et al., 2019).



Tabela 8 - Propriedades 6pticas dos filmes bicamadas.

Propriedades 6pticas

Tratamento L o> b+ Opacidade
(%)

FAT 89,78 +0,52 +1,44+0,012 -1,46+0,03* 13,4+0,2¢
FAT + PLA 89,58 + 1,22 +0,94 +£0,07° -0,94 +0,07° 67,5+ 0,6°
FAT + PLA/lig/OEPR 86,58 +0,2° +0,65 + 0,06° +9,01 +0,102 71,3 +0,42
FAF 90,46 + 0,12 +1,50+0,032 -0,50+0,05¢ 10,1+0,1f
FAF + PLA 90,28 + 0,42 +0,86 +0,03> +0,84 + 0,05 64,8 +0,9¢
FAF + PLA/lig/OEPR 86,78 +0,1° +0,06 +0,02¢ +8,89 +0,162 68,6 + 0,3°
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Letras minUsculas diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa entre médias
pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. FAT= Filme de amido de trigo FAT + PLA= Filme de
amido de trigo com fibras ultrafinas de PLA; FAT + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de trigo com
fibras ultrafinas de PLA, lignina e OEPR; FAF = Filme de amido de trigo; FAF + PLA = Filme de
amido de feijdo com fibras ultrafinas de PLA e FAF + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de feijdo com
fibras ultrafinas de PLA, lignina e OEPR.

Segundo Fabra et al. (2013), a transparéncia dos filmes esta diretamente
relacionada com a superficie e estrutura interna do material. Dependendo da
aplicacao, é importante que os filmes apresentem baixa opacidade, ou seja, maior
transparéncia para visualizacdo do produto na embalagem (ZAVAREZE et al., 2012).
Como a deposicéo das fibras sobre os filmes de amido proporcionaram uma maior
barreira, observou-se que a opacidade das bicamadas contendo as fibras tanto de
PLA quanto de PLA/lig/lOEPR apresentaram maior valor. Com isso, as bicamadas
desenvolvidas com PLA/lig/OEPR podem ser uma boa alternativa para serem
aplicadas na preservacéo de alimentos suscetiveis a deterioragcdo pela luz, bem como
oxidacao lipidica e degradacéo de pigmentos naturais.

O parametro de luminosidade apresentou valor médio de 90, exceto para 0s
tratamentos FAT + PLA/lig/OEPR e FAF + PLA/lig/OEPR, que mostraram valor médio
de 86. Embora tenham ocorrido diferencas significativas, o aspecto visual foi bem
semelhante entre os tratamentos. Os valores de croma b* dos filmes bicamada
contendo lignina foram significativamente maiores em relacdo aos outros,
apresentando coloracdo mais amarelada, fato também comprovado visualmente. Os
valores do croma a* proximos de zero mostram que os filmes n&o tenderam as cores
verde e vermelha.

A resisténcia a tragdo € a maxima tensdo suportada pelo filme até o momento

da sua ruptura. Neste parametro, as bicamadas de FAF tanto com PLA quanto com
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hY

PLA/lig/lOEPR apresentaram maior resisténcia a tracdo quando comparadas as

bicamadas de FAT, conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Propriedades mecanicas dos filmes bicamadas.

Tratamento Resisténcia a tragéo Elongacao
(MPa) (%)

FAT 3,3+1,0° 49,5+ 1,4°
FAT + PLA 3,4+ 1,10 76,0 + 1,228
FAT + PLA/lig/OEPR 1,7 +0,2¢ 34,0 + 1,44
FAF 5,9+ 1,4 49,1 +0,8°
FAF + PLA 4,3 + 0,230¢ 4477 + 1,5
FAF + PLA/lig/OEPR 6,7 £ 0,12 44,9 + 0,8°

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia. FAT= Filme de amido de
trigo FAT + PLA= Filme de amido de trigo com fibras ultrafinas de PLA; FAT +
PLA/lig/OEPR= Filme de amido de trigo com fibras ultrafinas de PLA, lignina e
OEPR; FAF = Filme de amido de trigo; FAF + PLA = Filme de amido de feijdo com
fibras ultrafinas de PLA e FAF + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de feijao com
fibras ultrafinas de PLA, lignina e OEPR.

Suh et al. (2020) compararam as caracteristicas de filmes de amidos nativos
extraidos de feijdo, batata, mandioca e castanha, verificando resisténcia a tracéo
maior no filme de amido de feijao, com valor de aproximadamente 4 MPa. Lima et al.
(2017) constataram que o filme de amido de feijdo mostrou resisténcia a tragédo de 3,5
MPa e apés adicao de 40% de tetrahidrossilicato (TEOS), esse valor subiu para 6,6
MPa. Por outro lado, Baranzelli et al. (2019) avaliaram filmes com amido de trigo
germinado e verificaram que o filme de amido nativo, sem germinacéo, teve 1,5 MPa
de resisténcia a tracdo. Ainda, Bruni et al. (2020) produziram filmes biocompdésitos de
amido de trigo adicionados de nanocristais de celulose provenientes de arroz, aveia e
casca de eucalipto, verificando que o filme de amido de trigo nativo teve 2,6 MPa de
resisténcia a tracdo. Dessa forma, observou-se que geralmente, os filmes de amido
de trigo possuem menor resisténcia a tracdo. Com isso, o filme bicamada contendo
amido de feijdo, lignina e OEPR, pelo fato de ser mais denso e robusto, seria uma boa
alternativa para ser aplicado em embalagens que necessitam de maior resisténcia
mecanica.

Em outro aspecto, a maior porcentagem de elongacdo foi observada no

tratamento com FAT+PLA, indicando 76%. FAT e FAF nativos ndo apresentaram
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diferenca significativa, ambos com cerca de 49%. Wilfer et al. (2021) avaliaram o efeito
do tipo de amido nas propriedades de filmes comestiveis, verificando que o filme de
amido de trigo apresentou 10% de elongacédo, menor taxa frente a outras fontes de
amido, como arroz, milho e batata. Em contrapartida, Song et al. (2018) investigaram
sobre o efeito da adicdo de Oleo essencial de orégano em filmes de amido de trigo,
constatando que o filme de amido nativo teve 30% de elongacéo. A presenca das
fibras ultrafinas em FAT e FAF parece ter reduzido o potencial de elongacéao, talvez
por formarem uma membrana muito fina. Além disso, o PLA é um polimero que tem
baixas propriedades de alongamento (EL-HADI, 2017), o que pode ter contribuido
para essa reducdo da taxa de elongacdo. O tratamento com FAF+PLA/lig/OEPR
apresentou cerca de 45% de elongacéo frente a 34% de elongacao do tratamento com
FAT+PLA/lig/OEPR, diferindo estatisticamente. Esse resultado indica que o
tratamento com FAF+PLA/lig/OEPR proporcionou uma estrutura mais flexivel e
elastica que pode se moldar ao produto embalado e pode facilitar o manuseio no
cotidiano, podendo ser aplicada por exemplo em embalagens de frios fatiados, como
salame, queijos e presunto.

As caracteristicas quanto a espessura, umidade, solubilidade em agua e PVA
estdo apresentadas na Tabela 10. A espessura dos filmes é um parametro importante,
pois afeta diretamente as propriedades de barreira. As bicamadas que continham as
fibras se mostraram mais espessas em relacdo ao FAT e FAF, justamente pelo fato
de possuirem uma maior porcentagem de massa sobre elas.

Quanto a umidade, menores valores foram constatadas nos FAF, com cerca de
18% em comparacao ao conjunto de FAT, com cerca de 26%. Luchese et al., (2018)
avaliaram o impacto da fonte de amido nas propriedades fisico-quimicas e
biodegradabilidade de diferentes filmes, encontrando valores entre 19 e 24% de
umidade nos filmes de amido de trigo com diferentes tratamentos. Em outra pesquisa,
Fang et al. (2020) verificaram 15% umidade em filmes de amido de feijdo. No presente
estudo, notou-se que a adicao das fibras ndo ocasionou diferenca significativa dentro
do conjunto de tratamentos apenas com FAT, nem do conjunto de tratamento apenas
com FAF.



85

Tabela 10 - Parametros de espessura, umidade, solubilidade em agua e PVA dos

filmes.
) Solubilidade PVA
Espessura Umidade ]
Tratamento em agua (g.mm/m2
(mm) (%) .
(%) dia kPa)
FAT 0,134 +£0,002¢ 26,4+1,22 31,5+0,92 2,6+0,43¢
FAT+PLA 0,144 +0,001¢ 27,1+0,3* 295+0,6% 2,3+0,2%
FAT+PLA/lig/OEPR 0,174 +0,0022 25,0+0,22 27,3+0,6° 1,9+£0,2°
FAF 0,156 + 0,004¢ 18,8+0,6° 18,1 +1,0° 3,5+0,32
FAF+PLA 0,165 +0,004> 17,4+0,6° 15,7+0,6° 3,2+0,3%®

FAF+PLA/lig/OEPR 0,172 +0,0022 18,1 +0,5° 16,0 +0,4° 2,1+0,3%

Letras minlsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entre médias pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. FAT= Filme de amido de trigo; FAT + PLA= Filme de amido de
trigo com fibras ultrafinas de PLA; FAT + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de trigo com fibras ultrafinas
de PLA, lignina e OEPR; FAF = Filme de amido de trigo; FAF + PLA = Filme de amido de feijao com
fibras ultrafinas de PLA e FAF + PLA/lig/OEPR= Filme de amido de feijao com fibras ultrafinas de
PLA, lignina e OEPR.

A solubilidade em agua é uma propriedade importante dos filmes a base de
amido. As aplica¢cBes potenciais podem exigir insolubilidade na 4gua para aumentar a
integridade do produto e a resisténcia a agua. No entanto, em outros casos, a
solubilidade do filme em agua antes do consumo do produto pode ser Gtil, como no
encapsulamento de alimentos ou aditivos (BERTUZZI et al., 2007). Neste estudo,
composi¢gdes com FAT indicaram maior solubilidade em agua, por volta de 30%
guando comparado as composi¢cdes com FAF, que apresentaram aproximadamente
16%, diferindo estatisticamente. Com este resultado, sugere-se que a combinacao
com FAT+PLA/lig/OEPR pode ser uma boa alternativa para embalagens alimentares
de produtos com menor teor de 4gua na sua composi¢cdo, como arroz, feijdo e
macarrao.

Segundo Domene-Lopez et al. (2019), a solubilidade tem uma ligacéo direta
com 0s componentes estruturais do filme e interfere na propriedade de PVA. A
obtencao de filmes com boas propriedades de PVA, isto é, com baixa permeabilidade
dentro de uma grande faixa de umidade relativa, implica na utilizagdo de material
insoltvel ou de pouca solubilidade em agua, mas isto ndo desqualifica o filme, que
dependera do produto a ser aplicado. Na Tabela 10, podemos observar que o PVA

diminuiu na presenca das fibras de PLA e de PLA/lig/OEPR, tanto para FAT como
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para FAF, provavelmente porque ambos 0s materiais componentes das fibras
possuem carater hidrofobico, atuando como uma barreira ao vapor de agua. De
acordo com Debeaufort et al. (1998), filmes com baixa PVA podem ser indicados para
embalagem de alimentos com alta umidade, para evitar a desidratacdo da superficie,
perda de peso, alteracfes fisicas, quimicas e organolépticas como em vegetais,

carnes e queijos.

3.4 Conclusao

A partir de resultados prévios, foram desenvolvidas fibras ultrafinas com 8% de
PLA, 2,5% de lignina e 30% de OEPR. A estrutura quimica das fibras indicou bandas
caracteristicas dos componentes, indicando a real incorporacédo dos mesmos. Ainda,
apresentaram boa resisténcia térmica, visto que a maior perda de massa encontrada,
de 48,6%, se deu em 368,3 °C. Além disso, indicaram caréter hidrofébico, com angulo
de 103° e alta atividade antioxidante, com 77,9 e 77,3% de inibicao frente aos radicais
DPPH e ABTS, respectivamente.

Os filmes bicamada dos tratamentos com a adi¢do de fibras ultrafinas de PLA
e PLA/lig/lOEPR mostraram através da analise morfologica, superficie rica em fibras,
distribuidas heterogénea e aleatoriamente. Os diametros médios das fibras
depositadas na superficie dos filmes de amido ficaram entre 297 e 303 nm. O filme
bicamada do tratamento FAT+PLA/lig/OEPR apresentou maior opacidade, com 71%,
sendo indicado para embalar alimentos sensiveis a exposi¢cdo da luz tanto natural
como artificial.

Por outro lado, o tratamento com FAF+PLA/lig/OEPR demonstrou ser uma
estrutura mais rigida, com resisténcia a tracdo de 6,7 MPa, servindo para embalagens
gue devem fornecer maior protecéo ao produto. Além disso, indicou maior elongacéo
em relagdo ao tratamento com FAT+PLA/lig/OEPR, com aproximadamente 45%.
Ainda, também apresentou menor teor de umidade, com 15%, e menor solubilidade
em agua, com 16%, indicando afinidade para formar embalagens que envolvam
alimentos com alto teor de &gua. Em relacdo a PVA, o tratamento com
FAF+PLA/lig/lOEPR né&o diferiu estatisticamente do tratamento FAT+PLA/lig/OEPR,
com aproximadamente 2,0 g.mm/m2dia.kPa. Logo, ambos os tratamentos s&o
promissores para aplicacdo em embalagens alimentares, pois 0 conjunto de polimeros
e compostos bioativos utilizados neste estudo mostraram resultados potenciais na

preservacgdo de alimentos.
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Consideragdes Finais

Foram produzidas fibras ultrafinas de PLA, PLA/lignina, PLA/OEPR,
PLA/lignina/OEPR e dentre elas, a que foi julgada com maior potencial de preservagao
de alimentos, foi aplicada sobre filmes de amido de trigo e feijao, formando uma
estrutura bicamada que servira de base para futuras embalagens alimentares.

No primeiro capitulo, caracterizou-se as fibras ultrafinas de PLA/lignina, onde
foi verificado que a lignina foi a maior responsavel pela atividade antioxidante. No
segundo capitulo, reconheceu-se principalmente o efeito antimicrobiano do OEPR
incorporado as fibras ultrafinas de PLA e no terceiro capitulo, demonstrou-se a unido
dos dois estudos anteriores ao desenvolvimento de filmes bicamada, tendo como base
filmes biodegradaveis de amido.

O estudo geral apresentado nesta tese diz respeito a busca e mistura de
diferentes compostos bioativos e biopolimeros para desenvolver novas estruturas de
embalagens alimentares. Estes resultados foram apenas o principio de uma gama de
investigacdes que ainda sdo necessarias para aprimorar a tecnologia de filmes que

apresentem mais de uma camada.
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