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Resumo

Os biopolimeros sao considerados uma alternativa aos produtos a base de
petroleo, de forma a minimizar o problema decorrente da deposi¢do destes resi-
duos. No entanto, quando comparados com 0s materiais tradicionais, os bioplas-
ticos apresentam propriedades mecanicas e de barreira inferiores, o que limita a
sua utilizagdo. Desta forma, a incorporacdo de nanoparticulas tem sido testada
no sentido de melhorar estas propriedades e viabilizar a produg&o dos bioplasti-
cos. Por outro lado, a funcionalizacdo dos biopolimeros para embalagens desti-
nadas a alimentos, por incorporacao de extratos naturais, pode vir a substituir 0s
aditivos sintéticos utilizados pela industria alimentar. Assim, pretendeu-se com
este estudo desenvolver uma nova embalagem ativa, a base de quitosano, in-
corporado com extratos naturais e nano reforcado com montmorilonite para uti-
lizacdo como embalagem priméria para produtos carneos.

Foram obtidos filmes com diferentes extratos (6leos essenciais (OES) e ex-
tratos hidroalcodlicos) e diferentes montmorilonites como reforgo, dos quais fo-
ram escolhidos o 6leo essencial de alecrim (OEA) e o 6leo essencial de gengibre
(OEG) e a argila montmorilonite sddica (MMTNa) para producéo dos filmes numa
segunda etapa das experiéncias. A escolha destes 6leos foi baseada na maior
bioatividade que os mesmos conferiram aos filmes de quitosano. A argila foi se-
lecionada devido ao seu maior carater hidrofilico (maior afinidade com o polimero
do que com os compostos ativos, permitindo libertacdo destes para os alimentos
embalados).

Os biopléasticos resultantes foram caracterizados fisica e morfologicamente,
e em termos das propriedades mecanicas e de barreira, assim como da sua bi-
oatividade por meio de ensaios de migracdo com avaliacao da atividade antioxi-
dante e antimicrobiana. As embalagens foram também testadas “in situ” no acon-
dicionamento de carne de frango crua. As imagens de microscopia e 0s resulta-
dos de difracao de raios-x e de espectroscopia no infravermelho demonstram
gue os filmes produzidos apresentaram elevada homogeneidade, tendo ocorrido
grande interacdo entre os componentes dos filmes. A incorporacdo da MMTNa
resultou em melhoria da barreira ao oxigénio, da resisténcia dos filmes e da sua
plasticidade, e os filmes apresentaram menor solubilidade em agua. A incorpo-
racdo dos 6leos essenciais resultou em alteragdes significativas nas proprieda-
des funcionais dos polimeros. Os testes “in situ” demonstraram que as carnes
embaladas nos filmes de quitosano incorporados com os OEs mas sem adicao
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da argila apresentaram menores alteracdes fisico-quimicas ou microbiolégicas
ao longo do armazenamento sob refrigeracdo. Nao foram observadas diferengas
na qualidade das carnes devido aos diferentes 6leos. No entanto, a adicdo dos
Oleos resultou em filmes mais permedaveis tanto ao oxigénio quanto ao vapor de
agua e com menor resisténcia mecanica. A incorporacao de argila aos filmes
contendo OEs atenuou estas altera¢des negativas, mas resultou num maior apri-
sionamento dos compostos ativos dos 6leos essenciais, com diminuigdo das pro-
priedades ativas dos filmes.

Conclui-se que os bio-nanocompaositos foram produzidos de forma satisfa-
toria, tendo sido eficazes na extenséo da vida de prateleira de carne de frango
fresca. Quando nao se procura um polimero refor¢cado, os filmes de quitosano
apenas com incorporacao do 6leo essencial sdo os mais indicados, destacando-
se as peliculas com adicéo de 0,5% OEA ou 1% OEG. Quando sdo necessarias
melhores propriedades mecénicas e de barreira, sugere-se o0 uso dos bio-nano-
compasitos incorporados com 0,5% OEA ou 2% OEG.

Palavras-chave: Biopolimeros, embalagens ativas, quitosano, montmorilonite,
nanotecnologia, 6leos essenciais, carne de frango, extensédo do tempo de prate-
leira.
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Abstract

Biopolymers are considered an alternative to the petroleum-based materi-
als, once they can reduce the disposal problem created by the use of the latter.
However, when compared to traditional materials, bioplastic have poor mechan-
ical and barrier properties, limiting their use. Thus, the incorporation of nano-
material into biopolymers has been used and evaluated as reinforcements to im-
prove these properties and enable the production of bioplastics in large scale. In
the other hand, the functionalization of the biopolymers aiming their use as food
packaging by the incorporation of natural active compounds, which confers them
antioxidant and antimicrobial activity, may substitute the synthetic additives
widely used by the food industry. Thus, the objective of this study was to develop
a new active packaging chitosan-based, a biodegradable renewable biopolymer,
incorporated with natural antioxidant extracts and nanoreinforced with montmo-
rillonite (MMT) for use as primary package of meat products.

Films were prepared using different extracts (essential oils (EOs) and hy-
dro-alcoholic extracts) and different montmorillonites as reinforcements, from
these, the two best essential oils (rosemary essential oil (REO) and ginger es-
sential oil (GEO)) and the best nanoclay (sodium montmorillonite (MMTNa)) were
chosen to produce the films in the second part of the experiment. The selection
of these EOs was based on the highest active function conferred to the chitosan
film. The nanoclay was chosen due to its higher hydrophilicity character (higher
affinity to the polymer than to the active compounds, which enable higher diffu-
sion of the preservatives compounds to the food packaged) when compared to
the other nanoclays tested.

The resulting biopolymers were characterized, physically and morphologi-
cally, mechanical properties and gas and water vapor properties were also eval-
uated, as well as, their bioactivity by migration assays, antioxidant and antimicro-
bial activities. The films were also tested as primary packaging of raw chicken
meat. The images of microscopy, the X-Ray and infrared spectroscopy results
showed that the films produced had high homogeneity, indicating high interaction
between the film components occurred. The incorporation of MMTNa resulted in
improvements on the film oxygen barrier, mechanical strength and its plasticity,
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and the films were less soluble in water. The incorporation of essential oils re-
sulted in significant changes in the functional properties of polymers. “In situ”
studies showed that the meat packed in chitosan films incorporated with the EOs
but without addition of the clay presented minor physical-chemical or microbio-
logical changes over the refrigerated storage. It was not observed relevant differ-
ences between the quality of the meat packaged with films incorporated with dif-
ferent EOs. However, the incorporation of EOs resulted in films with lower barrier
against oxygen and water vapor and mechanical strength. The incorporation of
the clay attenuated these negative changes but resulted in greater imprisonment
of the active compounds of the essential oils, with decrease of the film’s active
properties.

In conclusion the bio-nanocomposites presented satisfactory results, having
been effective in extending the shelf life of fresh chicken meat. When improve-
ment of the mechanical and barrier properties is not an issue, the most indicated
is the use of the chitosan film only incorporated with essential oil, and the films
with 0,5% of REO or 1% of GEO can be highlighted. When better mechanical and
barrier properties are demanded, it is suggested the use of the bio-nanocompédsi-
tos incorporated with 0,5% of REO or 2% of GEO.

Keywords: Biopolymers, active packaging, chitosan, montmorillonite, nan-
otechnology, essential oils, poultry meat, shelf life extension.
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Introducao

No ramo alimentar, a oxidacdo € um processo de deterioracéo, que altera
diversas propriedades, como a qualidade sensorial (sabor, aroma, textura e cor),
valor nutricional e funcionalidade dos alimentos, além de gerar produtos toxicos
que podem representar um risco para a saude dos consumidores (Araujo, 2011;
Kolakowska e Bartosz, 2014). Inibir tais processos € de extrema importancia

para a manutencao da qualidade de alimentos com elevado teor em gordura.

Embalagens ativas antioxidantes podem ser classificadas em (i) absorve-
doras (ex. saquetas absorvedoras de oxigénio) ou (ii) libertadoras (aquelas onde
substancias antioxidantes foram incorporadas intencionalmente na matriz po-
limérica, filmes ativos), e visam proteger o alimento embalado contra a oxidagao
(Tian, Decker, e Goddard, 2013). Esta tecnologia oferece inUmeras vantagens
em comparacdo com a adicéo direta dos aditivos aos alimentos, tais como: ne-
cessidade de menores quantidades do aditivo; da acdo ocorrer na superficie do
alimento, ou seja, onde realmente acontecem 0s processos de deterioracao; di-
fusdo controlada a partir da superficie dos filmes para a matriz alimentar (possi-
bilitando um prolongamento do efeito protetor desejavel do conservante); e a
eliminacdo de passos adicionais dentro de um processo produtivo (Bolumar,
Andersen, e Orlien, 2011).

Nos ultimos anos, com a mudanca dos habitos alimentares e maior preo-
cupacao com a saude, ha uma tendéncia na populacéo e consequentemente na

industria alimentar para se evitar, ou pelo menos reduzir o recurso a aditivos



sintéticos (Pereira de Abreu, Paseiro Losada, Maroto, e Cruz, 2011). Desta
forma, ha uma procura recente por novas tecnologias, como o0 uso de embala-
gens ativas antioxidantes, e aditivos alternativos, como os antioxidantes naturais,

em substituicdo dos produtos sintéticos comerciais até entéo utilizados.

O quitosano € um biopolimero obtido da desacetilacdo da quitina, encon-
trada em exoesqueletos de crustaceos como o caranguejo e o camarao, e tida
como o segundo polissacarido mais abundante na natureza (Assis e Alves,
2002). Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e
capacidade de formar filmes, géis, fibras e particulas, tem sido estudada a utili-
zacao do quitosano em embalagens para alimentos na forma de revestimentos
comestiveis (Souza, Morgado, Marque, Mattiuz, e Mattiuz, 2011) e filmes ativos
(Moradi et al., 2012; Siripatrawan e Noipha, 2012). Além disso, as reconhecidas
propriedades antimicrobianas deste biopolimero (Siripatrawan e Noipha, 2012),
podem representar uma mais valia da sua utilizacdo em embalagem para ali-

mentos pois possibilita esta acdo ativa do filme na matriz alimentar.

Apesar dos biopolimeros terem elevado potencial de uso como embala-
gem de alimentos, algumas das suas caracteristicas ainda limitam a sua utiliza-
cdo. Em geral, estes materiais apresentam propriedades de barreira e mecani-
cas relativamente reduzidas (Gandini e Belgacem, 2013; Rhim, Park, e Ha,
2013). Estudos apontam que tais lacunas podem ser superadas pelo uso da na-
notecnologia, que procura criar novos materiais baseados na incorporagao de

nanocompostos em matrizes poliméricas (Rhim et al., 2013).

A nanoargila montmorilonite (MMT) € um exemplo destes nanocomposi-
tos de potencial uso para melhoria dos biopolimeros, a qual pode ser explicada
pela presenca de camadas esfoliadas da argila entre as cadeias poliméricas que
possibilitam a redugéo da espessura, maior barreira ao vapor de agua e oxigénio

e resisténcia a tracdo (Azeredo, Mattoso, e McHugh, 2011) .

Desta forma, o desenvolvimento de um bio-nanocompasito ativo de quito-
sano/montmorilonite incorporado com extratos naturais € justificado uma vez que

se trata de um produto sustentavel, conveniente, e que tende a agregar maior



confiabilidade e qualidade ao alimento mantendo a sua seguranca, sendo ape-

lativo ao consumidor.

Além disto, com a incorporagdo da nanoargila nos filmes ativos, espera-
se que haja uma melhoria nas propriedades de barreira, mecéanicas e térmicas
do biopolimero, o que pode possibilitar a sua viabilidade a escala industrial como
embalagens para alimentos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver bio-nano-
compasitos de quitosano/montmorilonite na forma de filme ativo incorporado com

extratos naturais para aplicacdo em carnes frescas de aves.
Os objetivos especificos deste estudo foram:

v' Desenvolver bio-nanocompositos quitosano/montmorilonite (QUI/MMT) na
forma de filmes ativos incorporados com extratos naturais e estudar a intera-
cao das diferentes argilas e extratos com o polimero;

v Avaliar as propriedades fisicas, mecanicas, estruturais, colorimétricas e de

barreira dos filmes produzidos;

Avaliar a difusdo dos compostos antioxidantes do filme;

Estudar a atividade antioxidante dos filmes bio-nanocompasitos “in vitro”;

Estudar a atividade antimicrobiana dos filmes bio-nanocompasitos “in vitro”;

<N S X

Estudar a eficacia antioxidante e antimicrobiana dos filmes bio-nanocompo6-

sitos em contacto com carne de frango crua,;






Revisao da Literatura

2.1. Embalagens ativas

Proporcionar uma barreira inerte ao meio exterior assegurando uma maior
vida de prateleira aos alimentos embalados pode ser considerada a principal
funcdo das embalagens alimentares tradicionais. Entretanto, nas ultimas déca-
das, com o desenvolvimento de tecnologias e investigacéo, novas funcdes tém

surgido para as embalagens alimentares (Soares et al., 2009).

Novos materiais de embalagens alimentares sdo capazes de interagir com
o produto embalado (embalagens ativas e inteligentes), desempenhando para
além das funcdes tradicionais de conter, transportar, informar, vender e proteger
os alimentos do meio externo (luz, oxigénio, humidade, etc.), uma vantagem adi-
cional por transmitirem intencionalmente funcionalidades especificas para o sis-
tema embalagem-alimento (Santana, Machado, Silva, Nunes, e Druzian, 2013;
Soares et al., 2009; Tian et al., 2013).

A expressado embalagem ativa foi utilizada pela primeira vez por Labuza e
Breene (1989) para definir as novas tecnologias de embalagens utilizadas na
preservacao / extensdo da vida de prateleira de produtos alimenticios refrigera-
dos que convergiam com a procura dos consumidores em termos de proporcio-
nar produtos de alta qualidade com frescura e seguranca. Como exemplo de tais

inovacgdes tecnoldgicas, os autores citam materiais com capacidade de controlar



a composicao da atmosfera de embalamento dos alimentos (emissores/seques-
tradores de etileno, oxigénio ou didxido de carbono) e filmes finos com incorpo-
racao de agentes conservantes. Atualmente novas aplicacdes para as embala-
gens ativas na industria de alimentos podem ser citadas, como resumido na Ta-
bela 2.1.

Tabela 2.1. Algumas aplicacBes de embalagens ativas na industria alimentar

Classe de embalagem ativa Subclasses

Sequestro / absorcédo de compos- Absorvedores de oxigénio, etileno, humidade, dioxido
tos de carbono, radiacgdo ultravioleta (UV), etc.

Libertagéo / emisséo de compos- Emissor de diéxido de carbono, etanol, antioxidantes /
tos antimicrobianos, aromas, etc.

Remocao de compostos Catalisando a remog¢éo de componentes do alimento,

como colesterol e lactose.

Controlo de temperatura Embalagens com auto aquecimento / arrefecimento,
materiais de embalagens sensiveis a temperatura, etc.

Adaptado de (Lee, Lee, Choi, e Hur, 2015; Prasad e Kochhar, 2014)

As embalagens ativas podem ser destacadas entre as recentes tecnolo-
gias desenvolvidas pois conferem ao alimento embalado protecdo contra pro-
cessos deterioradores por meio dos compostos ativos nelas incorporados que
podem atuar como conservantes (Istv, 2012; Rhim e Ng, 2007; Souza,
Rodrigues, Duarte, e Fernando, 2018; Tang, Kumar, Alavi, e Sandeep, 2012;
Tian et al., 2013, Santos et al., 2018), além da funcao classica de proteger o

produto das condi¢des externas (barreira fisica).

Substituir a adi¢ado direta de aditivos na matriz alimentar pela sua incorpo-
racdo no material de embalagem - para que este desempenhe a fungéo ativa
protetora ao longo do tempo de prateleira - resulta em inUmeras vantagens, no-
meadamente: prolongamento do efeito protetor desejavel do conservante, uma
vez que a difusdo do mesmo ocorre de forma gradual; reducéo das quantidades
ingeridas de aditivos quimicos; acdo mais efetiva, visto que ocorrem na superfi-
cie do alimento, onde realmente acontecem 0s processos de deterioracdo; e

possivel eliminacdo de passos adicionais dentro de um processo produtivo,



como por exemplo uma etapa de mistura ou imersao, para adicdo dos mesmos
(Bolumar et al., 2011; Siripatrawan e Vitchayakitti, 2016).

O desenvolvimento de reagdes oxidativas e de microrganismos deterio-
rantes sdo os principais limitantes na vida util do alimento produzido (Araujo,
2011; Kolakowska e Bartosz, 2014), desta forma, a incorporacdo de compostos
antimicrobianos e / ou antioxidantes nos materiais de embalagem tem vindo a

ganhar destaque (Siripatrawan e Noipha, 2012).

Embalagens ativas antioxidantes sdo aquelas onde substancias antioxi-
dantes foram incorporadas intencionalmente na matriz polimérica com o objetivo

de conferir atividade antioxidante (Tian et al., 2013).
2.1.1. Embalagens ativas antioxidantes
2.1.1.1. Processo oxidativo e antioxidantes

O processo oxidativo pode ser entendido como o resultado da adicao de
oxigénio ou remocao de hidrogénio/eletrées num sistema reacional, podendo ser
catalisado por diferentes fatores, nomeadamente calor, presenca de luz, deter-
minados ifes metalicos, enzimas ou metaloproteinas (Felisberto, Lamas, Lopes,

Sousa, e Rodrigues, 2011).

Em matrizes alimentares, na maior parte dos casos, a oxidacao é consi-
derada um processo deteriorador, responsavel por uma gama de importantes
alteracdes nos produtos ao longo de sua vida de prateleira (Pazos e Medina,
2014). Perdas nutricionais, modificagdes na textura, cor, aroma e sabor devido
ao desenvolvimento de compostos indesejaveis ou mesmo toxicos ao consumo
humano séo alguns dos exemplos das consequéncias deste processo nos ali-

mentos (Marquez-Ruiz, Holgado, e Velasco, 2014; Pazos e Medina, 2014).

A Food and Drug Administration (FDA) define antioxidantes como as subs-
tancias usadas para preservar alimentos por meio da reducdo da deterioragéo,
rancidez e descoloracao resultante de processos oxidativos (FDA, 2012). Na in-
dustria alimentar sédo geralmente adicionados durante o processamento do ali-

mento e de origem sintética, sendo, desta forma, classificados como



antioxidantes sintéticos (Araujo, 2011; Ramalho e Jorge, 2006). Os principais
antioxidantes sintéticos empregados na indastria alimentar s&o butil hidroxianisol
(BHA), butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxiquinona (TBHQ) e galato de propilo
(GP) (Ramalho e Jorge, 2006) (Figura 2.1).
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Figura 2.1.Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos utilizados na industria de
alimentos (Araujo, 2011).

Apesar da excelente agdo conservante dos aditivos sintéticos, o seu con-
sumo vem sendo questionado ultimamente devido ao possivel efeito prejudicial
para a saude atribuido a sua ingestdo em doses superiores aos limites recomen-
dados (Santana et al., 2013). Deste modo, formas alternativas de preservacao
dos alimentos séo investigadas, seja por meio da utilizagdo de compostos anti-
oxidantes de fontes naturais, maioritariamente compostos fenélicos extraidos de
plantas e frutas (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe, e Serna-Saldivar, 2014; Moo-
Huchin et al., 2014, 2015; Manuel Viuda-Martos et al., 2011) ou por meio do
desenvolvimento de novas tecnologias como as embalagens ativas antioxidan-
tes (Barbosa-Pereira et al., 2013; Bolumar et al., 2011; Contini et al., 2011;
Lépez-de-Dicastillo, GGmez-Estaca, Catala, Gavara, e Hernandez-Mufioz, 2012,
Nerin, Tovar, e Salafranca, 2008; Siripatrawan e Noipha, 2012; Souza et al.,
2017; Tian et al., 2013).

Os antioxidantes naturais, extraidos de plantas e frutas, tém sido o foco
de recentes estudos como uma nova estratégia para prevengao dos processos

oxidativos por meio da incorporacdo dos mesmos em matrizes poliméricas para



aplicacdo na induastria de embalagens alimentares (Barbosa-Pereira,
Aurrekoetxea, Angulo, Paseiro-Losada, e Cruz, 2014; Contini et al., 2011;
Siripatrawan e Vitchayakitti, 2016; Tian et al., 2013). Varios autores tém demons-
trado a eficacia na preservacéo de diferentes alimentos com o uso de tal tecno-
logia (Abdollahi, Rezaei, e Farzi, 2014; Barbosa-Pereira et al., 2014; Bolumar et
al., 2011; Calatayud et al., 2013; Contini et al., 2014; Lopez-de-Dicastillo et al.,
2012; Lopez de Dicastillo et al., 2011; Remya et al., 2016; Wang et al., 2017).

Devido ao elevado conteado em compostos fendlicos, frutas (uva (Silva,
Stringheta, Tedfilo, e Oliveira, 2013), jabuticaba (Castro, Silva, Oliveira, Desobry,
e Humeau, 2014; Leite-Legatti et al., 2012), acai (Del Pozo-Insfran, Brenes, e
Talcott, 2004), romé& (Fischer, Carle, e Kammerer, 2011), carambola (Zainudin,
Hamid, Anwar, Osman, e Saari, 2014), amoras (Souza et al., 2014), maracuja
(Assis et al., 2009; Spinola, Pinto, e Castilho, 2015), cajus (Moo-Huchin et al.,
2015), entre outros) e plantas (diferentes extratos de plantas (Balasundram,
Sundram, e Samman, 2006), 6leos essenciais (Regnier, Combrinck, e Du Plooy,
2012; Ribeiro-Santos, Andrade, Melo, e Sanches-Silva, 2017), Pistacia lentiscus
(Dahmoune et al., 2014), kenaf (Pascoal, Quirantes-Piné, Fernando,
Alexopoulou, e Segura-Carretero, 2015), entre outros) sdo reconhecidas como
excelentes fontes de compostos bioativos capazes de estabilizar radicais livres,
como as espeécies reativas de oxigénio (ROS), por meio de diferentes mecanis-
mos onde se inclui a transferéncia de atomos de hidrogénio, reduzindo e estabi-
lizando os mesmos, e consequentemente evitando o processo oxidativo
(Kolakowska e Bartosz, 2014).

Os compostos fendlicos sdo uma extensa classe de moléculas (mais de
800 tipos ja foram registrados), que se encontram amplamente distribuidas no
reino vegetal sendo caracterizadas por possuirem pelo menos um anel aroma-
tico ligado a um ou mais grupos hidroxilo, os quais conferem a capacidade de
doar eletrbes ou atomos de hidrogénio, e desta forma, funcionar como potentes
antioxidantes naturais (Huber e Rodriguez-amaya, 2008; Zamora, Delgado, e
Hidalgo, 2014).



O grande limitador da utilizacdo de extratos naturais ricos em compostos
fendlicos na producdo de embalagens alimentares € a degradacédo térmica so-
frida pelos mesmos (Azmir et al., 2013), o que impede a utilizacao dos processos
de extrusdo tradicionalmente empregues na producdo dos plasticos a nivel in-
dustrial. Desta forma, a incorporacéo destes extratos naturais € geralmente rea-
lizada por meio da sua dispersao na matriz polimérica utilizando-se o método de

confecao a frio (Tian et al., 2013).

O nano-encapsulamento pode ser uma solucao viavel para aumentar a
estabilidade térmica dos compostos fendlicos, possibilitando o seu uso em mé-
todos tradicionais de producao de polimeros, como realizado por Woranuch e
Yoksan (2013). Estes autores nano-encapsularam o eugenol em nanoparticulas
de quitosano para posterior incorporacdo em amido termoplastico extrusado a
155 °C. O plastico produzido apresentou um teor final de eugenol 8 vezes supe-
rior e uma capacidade antioxidante 2,7 vezes superior a do material contendo

eugenol desencapsulado (Woranuch e Yoksan, 2013).

2.1.1.2. Embalagens ativas como agentes antioxidantes em matrizes ali-

mentares

Nos ultimos anos, muitas pesquisas com embalagens ativas antioxidantes
(Tabela 2.2) vém sendo desenvolvidas com aplicacdo nos mais variados alimen-
tos (produtos carneos — carne bovina, suina, aves ou pescado - cereais, 6leos e

seus derivados) (Tian et al., 2013).

Os agentes antioxidantes sdo aplicados nas embalagens de diferentes
formas, nomeadamente: independentemente na forma de saquetas e etiquetas
adesivas; por adsorc¢ao fisica/revestimento na superficie do material de embala-
gem; incorporados na matriz polimérica; através de filmes multicamadas e atra-
vés de imobilizacdo covalente na superficie de contato da embalagem com o
alimento (Almeida et al., 2010; Coma, 2008; Nunes et al.,, 2013; Prasad e
Kochhar, 2014; Soares et al., 2009; Tian et al., 2013).

Inicialmente, os estudos foram conduzidos utilizando antioxidantes sinté-

ticos incorporados nas matrizes poliméricas, porém, para atender a nova
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tendéncia dos consumidores, que procuram cada vez mais reduzir 0 consumo
deste tipo de aditivos, investigacdes recentes tém sido focadas na utilizacdo de
substancias naturais, como tocoferois, extratos vegetais e 6leos essenciais de
plantas como orégdo, canela, cravo-da-india, alecrim, gengibre entre outros
(Gomez-Estaca, Lépez-de-Dicastillo, Hernandez-Mufioz, Catala, e Gavara,
2014; Lépez-de-Dicastillo et al., 2012; Remya et al., 2016; Ribeiro-Santos et al.,
2015; Ribeiro-Santos, Andrade, et al., 2017).

Tabela 2.2. Embalagens ativas e aplicacdes como agentes antioxidantes na industria alimentar

Polimero Antioxidante Alimento Referéncia
Polietileno de baixa den-  BHT e a-tocoferol Flocos de aveia (Wessling,
sidade (PEBD) Nielsen, e

Giacin, 2001)
Acetato de celulose Sulfito e cisteina Macas fatiadas (Oliveira,

Fatima, Soares,
Paula, e Viana,

2008)
Quitosano Extrato de cha Salsicha de porco (Siripatrawan e
verde Noipha, 2012)
Copolimero de etileno e Diferentes antioxi- Sardinhas salgadas (Lépez-de-
alcool vinilico (EVOH) dantes naturais Dicastillo et al.,
2012)
Acetato de celulose Oleo essencial de Peito de frango (Melo et al.,
alecrim 2012)
PEBD a-tocoferol Salméo (Barbosa-
Pereira et al.,
2013)
Quitosano Extrato de urucum Oleo de palma (Santana et al.,
2013)
Quitosano Oleo essencial de Filetes peixe (Abdollahi et al.,
alecrim 2014)
Quitosano Oleo essencial de Peixe (Remya et al.,
gengibre 2016)

De acordo com 0 mecanismo de acédo, os antioxidantes sao classificados
em dois grandes grupos, nomeadamente: antioxidantes primarios ou secunda-
rios (Viuda-Martos e Pérez- Alvarez, Fernandez-Lopes, 2014). Alguns compos-

tos ativos podem ainda ser classificados nos dois grupos devido a capacidade
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de atuar por meio dos dois mecanismos (Tian et al., 2013). Desta forma, de ma-
neira analoga, as embalagens ativas antioxidantes também podem ser classifi-

cadas por meio deste critério (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Mecanismos de agéo antioxidantes dos bio-nanocompdsitos

Os antioxidantes primarios atuam estabilizando radicais livres por meio da
doacdo de um atomo de hidrogénio ou eletrdo para 0s compostos instaveis
(Araudjo, 2011). Desta forma, a reacao oxidativa em cadeia € evitada e/ou retar-
dada, e consequentemente, a vida de prateleira dos produtos € prolongada
(Kolakowska e Bartosz, 2014; Marquez-Ruiz et al., 2014).

As embalagens ativas antioxidantes podem ser classificadas como anti-
oxidantes primarios uma vez que o mecanismo principal de preservacao dos ali-
mentos embalados é realizado através da migracdo gradual dos compostos ati-
vos incorporados na matriz polimérica para o alimento, que, por sua vez, estabi-
lizam os radicais livres, prevenindo o processo oxidativo (Tian et al., 2013). Ma-
teriais de embalagem vém sendo desenvolvidos de forma bem sucedida com a
incorporacdo de antioxidantes naturais (vitaminas, compostos fendlicos ou ex-
tratos naturais com altos teores dos mesmos), como tocoferol reportado por Dias
et al. (2014) e Munteanu et al. (2014), prépolis (Siripatrawan e Vitchayakitti,
2016), extratos de diferentes plantas (Souza, Rodrigues et al., 2018), entre ou-

tros compostos.

Todavia, o sucesso no desenvolvimento deste tipo de embalagens esta

condicionado por dois fatores: a manutencdo da atividade antioxidante do

12




composto ativo apés producéao do flme/embalagem; e ocorréncia da difuséo gra-
dual do mesmo para o alimento embalado (Calatayud et al., 2013), garantindo a
acdo do agente. Desta forma, é primordial que se assegure um processo de pro-
ducédo da embalagem que ndo degrade os compostos ativos, e uma correta es-
colha do polimero e aditivos a serem utilizados de modo a garantir uma boa

compatibilidade e posterior difuséo para o alimento.

Os antioxidantes secundérios evitam/retardam 0s processos oxidativos
devido a sua capacidade de eliminar catalisadores de tais reacgfes, atuando
como guelantes, sequestradores de oxigénio ou bloqueadores de luz (especial-
mente radiacdo ultravioleta) (Tian et al., 2013). Em acéo sinergistica com os an-
tioxidantes primarios ha ainda um aumento da capacidade de protecdo contra a
deterioracdo oxidativa (Araudjo, 2011).

Desta forma, as embalagens atuam também preservando o alimento
como antioxidantes secundarios uma vez que protegem os produtos embalados
do ambiente externo, funcionando como uma barreira fisica aos gases (oxigénio)

e aluz (Labuza e Breene, 1989).

Entre as matrizes poliméricas estudadas recentemente, podem destacar-
se os biopolimeros, que tém despertado interesse devido ao seu carater susten-
tavel (Rhim e Ng, 2007). Geralmente, estes biomateriais sdo de fontes proteicas
ou polissacaridicas, e apresentam boa barreira ao oxigénio (Ferreira et al., 2016;
Rhim et al., 2013), garantindo uma protecdo extra ao processo oxidativo. Apa-
rentemente, compostos fendlicos tém a capacidade de diminuir a transparéncia
dos materiais poliméricos onde sao incorporados devido ao seu diferente indice
de refracdo o que provoca o fenédmeno de espalhamento de luz, tornando o ma-
terial mais opaco (Lépez-Mata et al., 2013). Desta forma, o alimento embalado
neste tipo de embalagem estara menos exposto a luz e a radiagdo UV, e por
consequéncia ao processo oxidativo. Este comportamento foi observado em fil-
mes de quitosano incorporados com extratos de cha verde (Siripatrawan e Harte,
2010), com carvacrol em trés diferentes concentracdes (LOopez-Mata et al.,
2013), ou com diferentes 6leos ou extratos hidroalcodlicos de diferentes plantas
(Souza et al.,, 2017). Pastor et. al (2013) e Kanatt et. al (2012) reportaram
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comportamento semelhante em compaositos a base de quitosano/polivinil-alcool
incorporados com extratos aquosos de menta e roma, e compositos de quito-
sano/metil celulose adicionados com resveratrol, respetivamente. Embalagens
com tais caracteristicas sdo, desta forma, vantajosas em relagéo as tradicionais
uma vez que possuem maior protecdo contra o processo oxidativo, demons-

trando potencial para utilizacdo na industria alimentar.
2.2. Polimeros biodegradéaveis

O continuo aumento na procura e uso de materiais plasticos nos ultimos
anos resultou num problema ambiental a escala mundial sobre o tratamento dos
residuos gerados (Shah, Hasan, Hameed, e Ahmed, 2008; Souza e Fernando,
2016). O plastico nao biodegradavel representa 73% do lixo em qualquer habitat
aquatico a escala global (Bergmann, Tekman, e Gutow, 2017), sendo cerca de
4,8-12,7 Mt a quantidade de residuos plasticos que entram nos oceanos por ano
(Worm, Lotze, Jubinville, Wilcox, e Jambeck, 2017). Os polimeros causam uma
série de danos ao ambiente, visto que persistem ao longo de centenas de anos
sem se degradarem, contaminando tanto o solo onde estdo, como a vida mari-
nha, e até mesmo a cadeia de producédo de alimentos (Sadeghi e Mahsa, 2015;
Vince e Hardesty, 2017).

Com o objetivo de minimizar os impactos ambientais, em convergéncia
com as novas tendéncias e exigéncias dos consumidores por produtos mais ami-
gos do ambiente (“ecofriendly”), a indlstria tem procurado desenvolver e utilizar
polimeros mais facilmente degradaveis (Imran et al., 2010). Entre os substitutos
para os plasticos ndo biodegradaveis derivados do petrdleo destacam-se os bi-
opolimeros - biomoléculas poliméricas produzidas por organismos vivos, que
possuem a vantagem de serem biodegradaveis (Avella, Bonadies, Martuscelli, e
Rimedio, 2001; Lucas et al., 2008; Petersen et al., 1999), com potencial para

serem a futura geracao dos materiais de embalagem (Petersen et al., 1999).

Tais materiais sao classificados em trés grandes grupos de acordo com
sua origem/forma de obtencéo, nomeadamente: diretamente extraidos ou remo-
vidos de fontes naturais (amido, caseinas, gelatinas, pectina, xilano, nanofibrilas

de celulose, metil celulose, hidroxipropil-celulose, lenhina, galactoglucomanas,
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proteinas, quitosano, celulose, etc.); sintetizados por mecanismos classicos qui-
micos a partir de biomonomeros derivados de fontes renovaveis (polilactato,
poli(e-caprolactonas) (PCL), polivinil alcool, etc.); ou produzidos por fermentacdo
microbiana (polidcido lactico (PLA) ou &cido polilactico, polihidroxialcanos
(PHAS), polihidroxibutiratos (PHB), etc.) (Petersen et al., 1999; Rhim et al., 2013;
Sadeghi e Mahsa, 2015).

O processo de biodegradacao pode ser entendido como aquele onde mi-
crorganismos degradam de forma aerdbia (presenca de oxigénio) ou anaerbbia
(anaerobiose) os materiais poliméricos, resultando em diéxido de carbono, agua,
compostos inorganicos, metano e biomassa (Chandra e Rustgi, 1998; Lucas et
al., 2008) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Mecanismo geral da biodegradacao de plasticos (Souza e Fernando, 2016).

Apesar desta vantajosa caracteristica dos biopolimeros biodegradaveis,
as propriedades funcionais destes materiais sédo inferiores as dos derivados de
petréleo, nomeadamente as propriedades mecanicas e de barreira, o que limita
a sua utilizacdo pela industria de embalagens alimentares (Espitia et al., 2013;
Rhim et al., 2013; Tang et al., 2012).
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Por meio do uso da nanotecnologia é possivel reforcar (incorporacao de
nanomateriais/nanorreforco com pelo menos uma dimenséo em escala nanome-
trica — 0 a 100 nm) estes materiais, produzindo os nanocompa@sitos, mais ade-
quados para utilizacdo a escala industrial (Azeredo, 2009; Neethirajan e Jayas,
2010; Rhim e Ng, 2007; Sadeghi e Mahsa, 2015).

Desta forma, os nanocompdsitos podem ser definidos como materiais
multifasicos obtidos pela combinacdo de uma fase continua (matriz) e uma des-
continua (enchimento) com pelo menos uma dimensdo em escala nanométrica
(Bacakova et al., 2011). Os materiais em que a fase continua € um biopolimero,
denominam-se bio-nanocompdédsitos (Ramos, Jiménez, Peltzer, e Garrigos,
2014) (Figura 2.4).

Nanomateriais

Polimero Biopolimero
Nanocompdsitos Bio-nanocompdsitos
+

Aditivos (antimicrobianos, antioxidantes, aromas, nutrientes)

i

Embalagens Ativas

Figura 2.4. Esquema demonstrando as diferengas entre nanocompositos e bio-nanocomposi-
tos para aplicacdo como embalagem ativa de alimentos

Neste ambito, o desenvolvimento de materiais de embalagem para ali-
mentos a base de biopolimeros, incorporados com antioxidantes naturais e re-
forcados com nanomateriais (bio-nanocompdsitos) surge como uma alternativa
promissora a ser considerada pela industria alimentar por se adequar as preo-
cupacdes ambientais, mantendo a qualidade do produto e contribuindo para ex-

tensdo da sua vida de prateleira (Ramos, Jiménez, et al., 2014).
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2.2.1. Nanotecnologia em materiais

Nanotecnologia é o ramo da ciéncia focado no estudo da caracterizacéo,
producdo e manipulagéo de estruturas de origem biolégica ou ndo biolégica com
dimensdes inferiores aos 100 nm (Slavutsky, Bertuzzi, e Armada, 2012).

A reducdo do tamanho de um material acarreta uma série de mudancas
nas suas propriedades. Em escalas de tamanhos nanométricos, € possivel ob-
ter-se materiais com caracteristicas excelentes para utilizacdo como enchimento
(“fillers”) em embalagens, resultando em melhorias consideraveis do ponto de
vista de flexibilidade, propriedades térmicas, mecéanicas e de barreira a gases
(Cushen, Kerry, Morris, Cruz-Romero, e Cummins, 2012) quando comparados
com o polimero inicial sem incorporagédo dos nanomateriais. O arranjo interno a
escala micro e nano pode melhorar propriedades funcionais, morfolégicas e de

estabilidade de matrizes poliméricas (Slavutsky et al., 2012).

O uso da nanotecnologia em materiais de contato com alimentos (MCA)
€ a maior aplicacdo deste tipo de tecnologia dentro do setor alimentar, tendo sido
dividido em quatro grandes categorias de acordo com Chaudhry et. al (2008): (i)
MCAs com melhoria das propriedades (mecanicas, térmicas e de barreira a ga-
ses) devido a incorporacédo das nanoparticulas (NPs); (i) Embalagens ativas que
apresentam propriedade adicional como acdo antimicrobiana devido ao nano-
composto adicionado; (iii) Embalagens inteligentes, resultantes da incorporacao
de nano sensores; e (iv) Compositos de polimeros biodegradaveis e nanomate-

riais, biopolimeros com propriedade melhoradas devido o nanorreforco.

Por meio da utilizacdo dos nanomateriais na producéo de embalagens é
possivel ainda reduzir-se a quantidade de material plastico necessario, assim
como o consumo de derivados do petréleo e volume de residuos nao biodegra-
daveis produzidos, contribuindo desta forma para a preservacdo do ambiente
(Sozer e Kokini, 2009). Tais alteragdes tornam o processo do ponto de vista de

custo mais eficiente e vantajoso (Goyal e Goyal, 2012).

Os dois principais objetivos da incorporacdo de nanomateriais em matri-
zes poliméricas para confecdo de embalagens plasticas sdo: criar funcionalida-

des extras (basicamente as nanoparticulas de 6xidos metélicos - embalagens
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ativas e inteligentes) ou reforcar as propriedades funcionais dos materiais de-

senvolvidos (sejam térmicas, de barreira ou mecanicas) (Azeredo et al., 2011).

Tais beneficios sdo alcancados com baixas quantidades incorporadas,
geralmente menores que 5% (p/p) (Goyal e Goyal, 2012). No caso especifico da
utilizacao de montmorilonite (MMT), em quantidades elevadas (superiores a 10%
p/p) ocorre aglomeracdo da nanoargila, reduzindo a sua eficacia como agente

de reforco (Luduefa, Vazquez, e Alvarez, 2013).

Os nanomateriais de reforgco mais estudados sdao os nanotubos de car-
bono, as nanoceluloses, as nanoparticulas de quitosano, MMT, e algumas na-
noparticulas de éxidos metélicos. As Ultimas também resultam em propriedade
ativas podendo igualmente ser utilizadas para desenvolvimento desta tecnologia
(Azeredo et al., 2011; Rhim et al., 2013, Pires, Souza e Fernando, 2019).

Resumidamente na Tabela 2.3 exemplificam-se alguns dos principais na-

nomateriais ja utilizados com tais objetivos.

Entre os nanomateriais utilizados como reforgo (“fillers”) polimérico (foco
deste trabalho), a argila montmorilonite destaca-se devido a sua disponibilidade,
baixo custo, bons resultados de reforco, e relativamente simples processabili-
dade (Azeredo et al., 2011; Goyal e Goyal, 2012)

2.2.1.1. Montmorilonite

A montmorilonite é uma argila extraida de rochas vulcanicas (bentonites),
cuja composicdo quimica e a férmula da célula unitaria da montmorilonite “te6-
rica” é (Alz33Mgo,67)Sis020(0H)4 .M*10,67, onde M*! é o catido monovalente ou o
catido de troca, o qual balanceia a carga elétrica negativa (devida a substituicao
isomorfica do Al*3 por Mg*?) (Coelho, Santos, & Santos, 2007). Pertence ao
grupo dos filossilicatos onde os atomos de silicio ttm uma coordenacédo tetraé-
drica enquanto que os de aluminio uma coordenacao octaédrica, arranjados em
laminas com aproximadamente 1 nm de espessura (Figura 2.5) (Coelho, Santos,
e Santos, 2007; Gomes, 1988).
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Tabela 2.3. Nanomateriais e influéncia nos materiais de embalagens alimentares.

Objetivo Propriedades  Resultados Nanomaterial
Mecéanicas o Nanotubos de carbono,
Aumento da forca, rigidez e plas- )
B “nanowhiskers” de celu-
ticidade
lose
Nanocelulose, nanopar-
i . o ticulas de TiO2, SiOz,
Melhorias na tensdo maxima e ]
nanofibras celulose, na-
alongamento na rotura
notubos de carbono,
MMT
Nanorreforco
Térmicas Aumento da estabilidade térmica

Barreira a ga-

(maior temperatura de decompo-

Sic&o)

Aumento da tortuosidade do ca-

MMT

Nanocelulose, nanopar-

ses e 4gua ] - o ticulas de TiOz, SiO2,
minho, dificultando a difuséo de i
) _ . nanofibras celulose, na-
gases e agua pela matriz polimé-
i notubos de carbono,
rica
MMT
Antimicrobia- Induz a morte ou inibe o cresci-
. . MMT e nanotubo de car-
nas mento de células procariotas e
) bono
eucariotas
Eficaz contra microrganismos Nanoparticulas de me-
patogénicos e deterioradores tais (ouro, zinco, prata)
Desenvolver (bactérias  gram-positivas e e nanoparticulas de Oxi-
embalagem gram-negativas) dos metalicos
ativa / Do . .
Conservantes  Sequestrador de oxigénio Nanoparticulas de TiO2
inteligente . .
) Nanoparticulas de TiO2
Sequestrador de etileno
e de prata
Embalagens Indicador de oxigénio Nanoparticulas de TiO2
inteligentes

Detecdo de microrganismos pa-

togénicos e deterioradores

Anticorpos conjugados

com nanomateriais

Adaptado de (Arfat, Benjakul, Prodpran, Sumpavapol, e Songtipya, 2014; Azeredo et al., 2011;
Bradley, Castle, e Chaudhry, 2011; Cushen et al., 2012; Duncan, 2011; Marx e Barth, 2010;
Mihindukulasuriya e Lim, 2014; Munteanu et al., 2014; Reddy, Vivekanandhan, Misra, Bhatia, e
Mohanty, 2013; Rhim e Ng, 2007; Sanuja, Agalya, e Umapathy, 2014; Silvestre et al., 2011).
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A unidade de repeticdo deste sistema multicamada € resultado da soma
da espessura de uma lamela de argila (9,6A) e do espaco ocupado pelo cati&o

no interior das lamelas (espaco basal - d001) (Castel, 2012).

+— Silicio

4 Aluminio

wuge'o

Hidroxila
P +— Oxigénio

© (%) @ <« Cations Trocaveis

|eseq ojuswededsy

Figura 2.5. Estrutura da Montmorilonite (Castel, 2012).

O grande interesse atraido pela MMT na obtencdo de nanocompadsitos é
devido a sua vasta disponibilidade (de origem natural, vasta gama de depdsitos
em todo o mundo), poder de intumescimento; plasticidade, capacidade de troca
iGnica, resisténcia mecanica, capacidade de delaminacao (separacao das cama-
das de argila), elevada superficie de contato (Castel, 2012; Kim e White, 2006;
Silvestre et al., 2011), transparéncia (espessura das camadas da MMT inferior
ao comprimento de onda de luz visivel) e resisténcia a solventes e temperaturas

elevadas (Faria, Vercelheze, e Mali, 2012).

O carater hidrofilico é, entretanto, um fator limitante na utilizacdo deste
material. Na sua forma natural as argilas MMT sao incompativeis com polimeros
apolares (carater hidrofébico) e quando misturados geram aglomerados de argila
(Azeredo et al., 2011). Por meio do processo de organofilizagdo é possivel me-

Ihorar a compatibilidade entre MMT e polimeros apolares (Rhim e Ng, 2007).

O processo de organofilizacdo consiste na modificacdo quimica por troca
ionica dos catibes presentes dentro das galerias por catides organicos (organo-
filizacdo), geralmente sais de amonio (Paiva, Morales, e Diaz, 2008). Tal altera-
cdo além de aumentar o carater hidrofébico (organico) promove um distancia-

mento entre as camadas da argila, aumento da distéancia basal, o que resulta em
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melhor interacao e dispersdo no polimero (Azeredo et al., 2011; Paiva, Morales,
e Guimaraes, 2006; Rodriguez, Galotto, Guarda, e Bruna, 2012), condi¢cdes ne-
cessarias para que ocorram as melhorias desejadas com o refor¢o das nanoar-

gilas.

As melhorias das propriedades mecanicas e de barreira dos polimeros
sao alcancadas quando se obtém boa interacéo interfacial gerando boa compac-
tacdo entre a nanoargila e a matriz polimérica (Coelho et al., 2007; Silvestre et
al., 2011). Desta forma, a incorporagcdo de argilas em polimeros pode resultar
em trés compaositos distintos, nomeadamente: estrutura tactoide (microcompo-
sito), intercalada ou esfoliada (nanocompdsito) (Henriette Monteiro Cordeiro
Azeredo et al., 2011). Quanto maior o grau de esfoliacdo das nanoparticulas,
maior sera a eficiéncia do reforco e melhor desempenho € obtido (Cushen et al.,
2012; Goyal e Goyal, 2012) (Figura 2.7).

A melhoria das propriedades mecanicas e de barreira dos biopolimeros
com a incorporac@o da MMT é explicada devido ao aumento da tortuosidade do
caminho difusivo para permeantes, retardando o transporte gasoso através do

material de embalagem (Figura 2.6) (Rhim e Ng, 2007).

Na estrutura tactéide, ndo ocorre a separacdo das camadas da argila,
desta forma as particulas estdo apenas dispersas na matriz polimérica formando
microcompasitos. Nesta conformacédo a argila desempenha o papel de apenas
um enchimento convencional, e os beneficios sdo limitados. A intercalacdo e
esfoliacao, por outro lado, resultam na producdo de nanocompdésitos. Enquanto
no arranjo intercalado as cadeias do polimero se apresentam entre as camadas
de silicato da argila, mantendo-se porém a organizacdo do sistema na forma
empilhada, jA& nos nanocompdésitos esfoliados ocorre a completa esfoliacdo ou
delaminac@o das camadas de silicato ao longo da matriz polimérica, o que re-
sulta em melhorias mais significativas nas propriedades dos polimeros (Coelho
et al., 2007; Dias et al., 2014; Faria et al., 2012; Silvestre et al., 2011).

A sintese dos nanocompasitos polimero/MMT pode ser realizada de dife-
rentes formas, sendo trés os principais métodos empregados: (i) método “solvent

casting” ou meétodo a frio com intercalacio/esfoliagdo por solvente — mais
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utilizado em biopolimeros devido a limitacdo das temperaturas de exposicao
(Rhim e Ng, 2007); (ii) polimerizacao “in situ” - Neste método, os mondémeros do
polimero interagem com a superficie do nanomaterial e formam uma suspenséo
uniforme (ultrassons podem ser utilizados para melhorar a dispersdo) em se-
guida, um iniciador € adicionado ao sistema para iniciar a polimerizacéo (também
pode ser iniciado por luz, calor, etc.) (Lvov e Abdullayev, 2013); e (iii) extrusao

(disperséao por fusdo) (Paiva et al., 2008; Silvestre et al., 2011).

a - Tactoides
(microcompéstitos) Oxigénio

o=

ooy b

'\5% Oxigénio
Manoargila F J
* = Oxigénio
Polimero I
%% = Y ===

¢ - Exfoliado (nanocompésito) e

— )

: Oxigénio
&LJ d- aumento da tortuosidade

Figura 2.6. Interacdo nanoargila + polimero, estrutura: (a) tactoides (microcompdsito); (b) inter-
calado (nanocompoésito); e (c) esfoliado (hanocompésito). Aumento da tortuosidade devido a
dispersdo da MMT (d). Adaptado de (Rhim e Ng, 2007; Silvestre et al., 2011).

Na metodologia evaporacéo de solvente (“casting”) sdo realizadas solubi-
lizagBes do polimero e intumescimento da argila no mesmo tipo de solvente,
posteriormente misturam-se as duas solucdes para que haja interacéo e disper-
sdo entre as duas fases. Ocorre o intercalamento das cadeias poliméricas dentro
das camadas internas da argila por meio do deslocamento do solvente de dentro
das lamelas da MMT (Rhim e Ng, 2007; Shen, Simon, e Cheng, 2002).

2.2.2. Quitosano

O quitosano (poli-B(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucose) é um biopolimero
de origem renovéavel obtido da desacetilacdo da quitina (poli(Nacetil-D-glucosa-

mina)) encontrada em exoesqueletos de crustaceos e insetos e na parede
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celular de fungos e microrganismos (Darder, Colilla, e Ruiz-Hitzky, 2003). Trata-
se de um polissacarido, tido como o segundo mais abundante na natureza (Fi-
gura 2.7) (Assis e Alves, 2002).

HOH,C

mﬁ?

HOH,C

Figura 2.7. Estrutura basica do quitosano. n = grau de polimerizacdo. (Assis e Alves, 2002)

O potencial do quitosano para utilizacdo em filmes ativos para alimentos
€ devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade, ca-
pacidade de formar membranas, géis, fibras, particulas e filmes flexiveis de dificil
rompimento e & sua auséncia de toxicidade. Para além disso, este polissacarido
possui atividade antimicrobiana, o que resulta num filme com func¢des ativas, in-
teressante do ponto de vista de manutencéo da qualidade e extensao da vida de
prateleira dos produtos embalados (Abdollahi et al.,, 2014; Dutta, Tripathi,
Mehrotra, e Dutta, 2009; Melo et al., 2012; Remya et al., 2016; Santana et al.,
2013; Siripatrawan e Noipha, 2012).

Filmes ativos de quitosano incorporados com diferentes antioxidantes fo-
ram produzidos e aplicados em alimentos de forma satisfatéria, retardando o
processo oxidativo dos produtos embalados (Santana et al., 2013; Siripatrawan
e Noipha, 2012). Em ambos os trabalhos, a utilizacdo das embalagens de quito-
sano retardaram o processo oxidativo dos alimentos embalados, independente-
mente dos filmes terem sido ou ndo incorporados com o agente ativo antioxi-
dante. Este resultado é explicado pelo facto do quitosano ser um polissacarido
gue forma filmes com baixa permeabilidade ao oxigénio e com propriedades an-

tioxidantes ja relatadas.

A incorporacgéo dos compostos antioxidantes estudados: urucum(Santana
et al., 2013) e extrato de cha verde (Siripatrawan e Noipha, 2012) contribuiram
para retardar ainda mais o processo oxidativo, extendendo o tempo de prateleira
dos alimentos avaliados, 6leo de palma e salsicha de porco, respetivamente.

Observou-se uma diminuicdo do indice de peréxidos no 6leo com o aumento do
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teor de urucum presente nos filmes ativos, assim como uma gradual diminuicéo
dos polifendis totais presentes nas embalagens ao longo do tempo, concluindo-
se que os compostos fendlicos incorporados na embalagem sofreram oxidag¢ao
ao invés do alimento e que houve uma gradual migragdo dos mesmos para o
alimento acondicionado (Santana et al., 2013). A estabilidade oxidativa das sal-
sichas de porco foi avaliada por meio do teste TBARs (substancias reativas ao
acido tiobarbitarico). Apds 20 dias de acondicionamento os produtos apresenta-
ram menores mudancgas na cor, textura e valores de malondialdeido (MDA), as-
sim como maior aceitacdo sensorial (as salsichas embaladas nos filmes ativos
apresentaram rejeicdo sensorial apenas ao final de 24 dias de armazenamento,
enquanto que a amostra de controlo foi rejeitada no final do 12° dia — ganho de
100% na vida de prateleira). Estes resultados foram atribuidos aos efeitos anti-
microbianos do quitosano e aos potentes antioxidantes presentes no extrato de
chéa verde (compostos fendlicos como catequinas, epicatequinas, galatos de ca-
tequina, galatos de epicatequinas, entre outros) que sao eficientes estabilizado-
res de radicais livres (Siripatrawan e Noipha, 2012).

Dias (2012) desenvolveu um bio-nanocompoésito a base de quito-
sano/MMT com incorporacado de a-tocoferol, um antioxidante natural, para apli-
cacao em salméo fresco. O alimento foi avaliado durante 8 dias quanto ao seu
estado oxidativo (lipoperoxidagéo), cor e migracéo da vitamina adicionada. A in-
corporacao de 10% de MMTNa* pelo método “casting” resultou num nanocom-
posito exfoliado que apresentou reducéo na permeabilidade ao vapor de agua e
humidade de equilibrio assim como aumento da hidrofobicidade da superficie.
Do ponto de vista 6tico, o material apresentou maior opacidade nos tratamentos
com adicdo do antioxidante e maior bloqueio da radiacdo UV. Houve também
melhorias nas propriedades mecéanicas devido ao nanorrefor¢o utilizado, os mé-
dulos de elasticidade e tensdo maxima foram aumentados. O peixe embalado
nos bio-nanocompaositos com 10% e 15% (v/p) de a-tocoferol apresentou valores
da vitamina de 14 mg / g de salméao, o que foi suficiente para reduzir a lipopero-
xidag&o, aumentando a vida de prateleira do produto embalado. Resultados de-

monstram a viabilidade e potencial de utilizagéo destas tecnologias combinadas
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(embalagens ativas x nanotecnologia) no desenvolvimento de novos materiais

de embalagem para utilizacdo no setor alimentar.

Apesar de ja existirem na literatura trabalhos com quitosano incorporados
com extratos naturais, como por exemplo filmes de quitosano incorporados com
extratos de cha verde (Siripatrawan e Harte, 2010); 6leo essencial de folhas de
canela (Perdones, Vargas, Atarés, e Chiralt, 2014); carvacrol (L6pez-Mata et al.,
2013); propolis (Siripatrawan e Vitchayakitti, 2016), entre outros, o presente es-
tudo pretende dar um contributo para o avan¢o no conhecimento ao testar a in-
corporacao de diferentes compostos bioativos no quitosano. O principal objetivo
desta dissertacdo consiste, portanto, na otimizacdo de uma formulagdo com na-
norreforgo que possa permitir o desenvolvimento de um material adequado para

utilizacdo como embalagem alimentar em produtos carneos.
2.3. Legislacao

Dentro da Unido Europeia (UE) existem varias diretrizes e regulamentos
sobre materiais em contato com alimentos, cuja seguranca € avaliada pela Au-
toridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) (Tabela 2.4) (Ribeiro-Santos,
de Melo, Andrade, e Sanches-Silva, 2017).

Nos Estados Unidos da América (EUA), o FDA é responsavel pela regu-
lacdo do MCA. Os materiais utilizados em aplicac6es de contato com alimentos
séo considerados aditivos indiretos para alimentos e estdo regulamentados no
Cdbdigo de Regulamentacfes Federais (CFR), sob o Titulo 21 sobre Alimentos e
Medicamentos (FDA, 2017).

Em alguns paises da América do Sul, como por exemplo no Brasil, as
regulamentacdes de embalagens sdo harmonizadas pelo MERCOSUL (Mercado
Comum do Sul), que para fins regulatorios utiliza como referéncia os regulamen-
tos para embalagens e materiais de contato com alimentos da Unido Europeia e
do FDA, entre outros. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AN-
VISA) é a entidade responsavel por regular, controlar e monitorizar as embala-

gens dos alimentos.
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Alguns dos regulamentos adotados no Brasil e UE estédo descritos na Ta-
bela 2.4.

A migracdo de compostos da embalagem para o alimento embalado pode
na maioria dos casos ser indesejada, podendo causar danos a salde do consu-
midor devido a ingestéo de substancias indevidas (Azeredo, Faria, e Brito, 2012).
No caso das embalagens ativas, tal migracdo € desejavel, e objetiva a protecao
do alimento embalado por meio da agéo antimicrobiana ou antioxidante dos com-
postos migrados (Soares e Hotchkiss, 1998).

Tabela 2.4. Regulamentos aplicados em embalagens e materiais intencionalmente produzidos
para contacto com alimento

. Legislacéo
Materiais Tema - — -
Brasil Unido Europeia
Materiais que entram em contacto com ali- RDC Regulamento (UE)
mentos 91/2011 1935/2004
L . RDC Regulamento (UE)
Boas praticas de fabricacdo
275/2002 2023/2006

) o Regulamento (UE)
Embalagens ativas e inteligentes -

Geral 450/2009
Estudos de migracao em materiais plasticos
RDC Regulamento (UE)
e embalagens que entram em contacto com
. 51/2010 10/2011
alimentos
Lista de aditivos autorizados para uso em
i i RDC Regulamento (UE)
embalagens destinadas ao uso em alimen-
17/2008 10/2011
tos
Plasticos Artigos e materiais plasticos para uso em RDC Regulamento (UE)
contacto com alimentos 105/1999 10/2011

"RDC = Resolucéo da Diretoria Colegiada; UE = Unido Europeia.
Desta forma, estudos de migracdo sao fundamentais para garantir a se-
guranca dos alimentos, uma vez que alguns dos possiveis compostos difundidos
da embalagem (desejaveis ou ndo) podem estar em concentracfes superiores
aos limites aceitaveis, e colocar em risco a saude humana (Chungy, Papadakis,
e Yamy, 2002; Souza e Fernando, 2016). Uma avaliacao dos riscos originados
pela migracdo de substancias do material em contacto com alimentos para ali-
mentos e 0s requisitos sao regulamentados, na UE, ao abrigo do Regulamento
(UE) n.° 1935/2004.
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Tais ensaios devem ser realizados sob condi¢Ges de tempo e temperatura
de acordo com as caracteristicas do alimento (particularmente o teor de gordura
e estado fisico), seu uso e armazenagem, bem como a concentragdo de migran-
tes nas embalagens e no tipo de embalagem (Brasil, 2010; European

Commission, 2011).

A quantificacdo dos teores migrados diretamente no alimento apds o con-
tato com um material de embalagem é o método mais indicado (Souza e
Fernando, 2016, Souza, Ribeiro-Santos et al., 2018). Entretanto, devido a com-
plexidade dos alimentos estas medidas podem tornar-se inviaveis (Silva, Freire,
Garcia, Franz, e Losada, 2007). De modo a contornar tal dificuldade, simulado-
res alimentares estao autorizados a serem usados em testes de migracao. Estes
compostos tém propriedades fisico-quimicas semelhantes aos alimentos e imi-
tam o seu comportamento (Brasil, 2010; European Commission, 2011), permi-
tindo simplificar a identificacdo e quantificacdo dos compostos difundidos das

embalagens.

As condi¢Oes dos testes de migracao (simuladores de alimentos, tempo e
temperatura de contato) devem seguir os procedimentos legais implementados
para cada pais ou grupo de paises e os limites de migracdo estabelecidos em
cada pais devem ser respeitados, a fim de garantir a salde do consumidor
(Sanches-Silva et al., 2014). De acordo com o Regulamento (UE) n.° 10/2011 da
Comissao Europeia, podem ser utilizados varios simuladores alimentares, no-
meadamente: Etanol 10% ou 20% (v / v) e acido acético 3% (p / v) séo atribuidos
para alimentos que tém um carater hidrofilico e séo capazes de extrair substan-
cias hidrofilicas. O &cido acético deve ser utilizado para os alimentos cujo pH
seja inferior a 4,5 e o etanol 20% (v / v) para alimentos alcodlicos com um teor
de alcool até 20% e para os alimentos que contenham uma quantidade relevante
de ingredientes biolégicos que os tornem mais lipofilicos. Etanol 50% (v / v) e
Oleo vegetal sdo atribuidos para alimentos que tém um carater lipofilico e sao
capazes de extrair substancias lipofilicas. Etanol a 50% deve ser utilizado para
alimentos alcodlicos com teor alcoodlico acima de 20% e para emulsfes 6leo em
agua. O 6leo vegetal deve ser utilizado para alimentos que contenham gorduras

livres a superficie. Poli (6xido de 2,6-difenil-p-fenileno) é atribuido para testar a
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migracdo especifica em alimentos secos. Nos testes de migracdo, a amostra
deve ser colocada em contacto com o simulador alimentar de uma forma que
represente a pior das condi¢des previsiveis de uso, com o tempo e temperatura
de contato e limites de migragcédo global definidos no Regulamento (UE) n.°
10/2011. Migracao total ou global é definida como a totalidade de componentes
transferidos dos materiais em contato com alimentos para alimentos ou para os
simuladores sob as condi¢gfes usuais de uso, preparagcdo e armazenamento ou
sob condi¢bes de teste equivalentes. O limite de migragdo especifica é a quan-
tidade maxima permitida de uma substancia especifica transferida do material
de contacto com alimento para o alimento ou para os simuladores que néao re-

presenta um risco para a saude (Brasil, 2010; European Commission, 2011).
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Material e Métodos

3.1. Metodologia geral

O trabalho foi desenvolvido no Departamento de Ciéncias e Tecnologia
da Biomassa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de
Lisboa, em Portugal. O procedimento experimental foi dividido em quatro gran-
des blocos: (i) definicdo dos extratos a serem utilizados e escolha das argilas;
nesta etapa diferentes 6leos essenciais e extratos hidroalcoolicos (EHA) foram
avaliados em termos da sua bioatividade e trés diferentes argilas em termos da
sua interferéncia nas propriedades do quitosano; (ii) apés definicdo dos dois ex-
tratos naturais e da argila com melhores propriedades, os filmes foram produzi-
dos e caracterizados com o objetivo de avaliar a interferéncia do agente antioxi-
dante e do nanorrefor¢o nas propriedades funcionais do polimero; para tal, foram
realizadas andlises colorimétricas, de humidade, intumescimento, solubilidade
em agua, permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua, propriedades meca-
nicas, espectroscopia no infravermelho, difragdo de raios-X, microscopia de
forca atdbmica (MFA), microscopia eletronica de transmissdo (MET) e microsco-
pia eletrénica de varrimento (MEV); (iii) as propriedades ativas dos filmes foram
determinadas por meio de ensaios de difusdo num simulador alimentar e de ati-
vidade antioxidante e antimicrobiana “in vitro”, e por ultimo os filmes foram utili-

zados como embalagem primaria para produtos carneos (carne de frango crua)

29



e foi feito o acompanhamento da vida de prateleira por meio de analises do efeito
do filme na preservacéao da oxidacao lipidica, através da determinacéo das subs-
tancias reativas com o acido tiobarbiturico, além das analises fisico-quimicas

(pH, acidez, humidade e cor) e microbioldgicas.

Os resultados e discusséo foram divididos em trés capitulos, nomeada-
mente: (a) capitulo 4 — escolha dos melhores extratos naturais e montmorilonite;
(b) capitulos 5 e 6 — bio-nanocompdsito quitosano / montmorilonite incorporados

com os extratos que conferiram ao quitosano mais atividade.
3.2 Materiais

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau pureza analitico e
a agua purificada com o sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). As nano-
argilas MMT Cloisite®Na*, Cloisite®Ca* e Cloisite®20 foram oferecidas pela BYK
Additives e Instruments (USA). O quitosano (com 75% de desacetilacéo e ele-
vado peso molecular 31-37 kDa), etanol absoluto, radical 2,2-difenil-1-picrilhidra-
zina (DPPH), radical 2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), per-
sulfato de potassio, Trolox (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcro-
mano), e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) foram comprados na Sigma Aldrich
(Alemanha). Glicerol, acido galico, acido acético glacial, acetona, brometo de
sodio (NaBr), acetato de potassio (CH3COOK - 99% pureza), fenolftaleina, hi-
dréxido de sodio (NaOH), e tween 80 (polisorbato 80) foram fornecidos pela Alfa
Aesar (Alemanha). Enquanto que o acido 2-tiobarbitarico (TBA), reagente de Fo-
lin-Ciocalteu, cloreto de sodio, carbonato de sodio anidro, &cido tricloroacético
(TCA) foram adquiridos a PanReac (Espanha). Dimetil sulféxido (DMSO) produ-
zido pela Fisher Scientific (USA). Os reagentes utilizados nos ensaios de micro-
biologia foram comprados da Biokar (Franca), nomeadamente: tripto-casein soy
broth (TSB), tripto-casein agar (TSA), brain heart infusion agar (BHI), plate count
agar (PCA), mueller hinton agar (MHA) e caldo verde brilhante.

Os compostos ativos foram adquiridos num mercado local: cinco diferen-
tes Oleos essenciais (OE) de grau alimentar (Biover, Bélgica), nomeadamente
Oleo essencial dos rizomas de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (OEG); 6leo

essencial de alecrim (OEA) (Rosmarinus officinalis L. ct. camphor); 6leo
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essencial de salva (OES) (Salvia lavandulifolia Vahl); 6leo essencial de mela-
leuca (OEM) (Melaleuca alternifolia (Maiden e Betche) Cheel); e 6leo essencial
de tomilho (OET) (Thymus zygis Loefl. ex L. ct. linolol). Foram ainda adquiridas
plantas desidratadas: chas preto e verde (Camelia sinensis (L.) Kuntze)) prove-
niente dos Acores (Gorreana, Portugal), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), gen-
gibre (Zingiber officinale Roscoe), salva (Salvia officinalis L.), e folhas de Kenaf
(Hibiscus cannabinus L.) da variedade Everglades 41, colhidas em setembro de
2005, antes da floragdo (que ocorre entre 14 —17 de outubro), provenientes dos
campos experimentais de kenaf na Caparica (latitude 38°40'03”N, longitude
9°12’'8”W, altitude 50 m), Portugal.

3.3. Selecao do extrato natural

Para determinar quais os melhores extratos naturais a serem utilizados
nos filmes ativos deste trabalho, foram testados diferentes extratos hidroalcooli-
cos (Kenaf, chas verde e preto da regido dos Acores Portugal, alecrim, salva e

gengibre) e 6leos essenciais (alecrim, salva, tomilho, melaleuca e gengibre).

Os dleos essenciais foram utilizados no formato fornecido pelo fabricante,
enguanto que os extratos hidroalcoodlicos foram produzidos de acordo com mé-

todo descrito no subitem 3.3.1.
3.3.1. Preparacdao dos extratos hidroalcodlicos

Os extratos hidroalcodlicos foram produzidos por meio de extracao sélido-
liquido utilizando-se etanol 50% (v/v) e um banho ultrassénico de acordo com as
metodologias descritas por Turkmen et. al (2006) e Pascoal et. al (2015) e com
as modificacBes introduzidas por Souza et. al (2017). Previamente ao processo
de extracao, todas as plantas foram moidas em moinho elétrico (ProfiCook mo-
delo KSW 1021, Alemanha) de modo a aumentar a superficie de contacto com
o0 solvente e otimizar o processo de extracdo dos compostos fendlicos. Resumi-
damente, 5 g de cada planta, pesados em balanca analitica Mettler Toledo (mo-
delo AB204, Suiga), foram misturados com 50 mL de etanol 50% (v/v) usando o
ultraturrax® (Modelo IKA®T18, Alemanha). A mistura foi entdo mantida sob re-

frigeracao (5 °C * 2 °C) ao abrigo de luz durante aproximadamente 24 h, sendo
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submetida a ultrassons durante 30 min / 50 Hz em banho ultrassoénico (Selecta,
Barcelona, Espanha). O sistema foi centrifugado durante 30 min a 4 °C com forca
de 10000 g (Sigma modelo 4K15, Alemanha), e o sobrenadante removido, sendo
0 processo repetido novamente. Os sobrenadantes combinados de ambas ex-
tracOes foram filtrados em papel de filtro Whatman n° 4, e concentrados em rota
vapor (Buchi modelo R-200, Suica) a 40 °C (em banho aquecimento - Bichi mo-
delo B-490, Suica) até volume final de 25 mL, os extratos foram mantidos a -18
°C até utilizacdo. Obtiveram-se os extratos hidroalcoodlicos de gengibre (EHA_G),
alecrim (EHA_A), salva (EHA _S), cha verde (EHA_CV), chéa preto (EHA _CP) e
kenaf (EHA_K).

3.4. Preparacéao dos filmes

O procedimento basico para a producédo dos filmes foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por Siripatrawan e Harte (2010) e Dias et. al (2014).
Para solubilizacdo do quitosano e producado da suspensao filmogénica (SF), 1,5
g do polissacarido foi dissolvido em 100 mL de solucéo de &cido acético glacial
1% (v/v) sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, 20 °C £ 5 °C, por 24
horas. Adicionou-se glicerol (funcéo plastificante) na propor¢cdo de 30% (m/m
quitosano) (Siripatrawan e Harte, 2010) a todas as amostras. Em seguida, a
MMT (2,5% m/m quitosano) foi adicionada ao sistema e ciclos de agitacdo me-
canicos foram realizados com o objetivo de se alcancar a melhor interagéo e
exfoliacdo da nanoargila com o quitosano. O processo de exfoliacdo consistiu
em trés ciclos compostos por cinco minutos de agitacédo em ultraturrax® seguidos
de 15 minutos em banho ultrassénico (50 Hz). Obtiveram-se desta forma os bio-

nanocompoésitos Qui/MMT.

Para a primeira etapa dos ensaios, na escolha dos melhores extratos na-
turais, a partir da SF foram incorporados 30% de glicerol e 1% (v/v da SF) dos
cinco OEs (6leo de alecrim, gengibre, tomilho, melaleuca e salva) ou seis EHAs
(cha verde, cha preto, alecrim, gengibre, kenaf e salva) testados. Para os filmes
incorporados com OEs, foi ainda adicionado 0,2% (v/v OE) de tween 80 como
agente emulsionante (Abdollahi, Rezaeli, e Farzi, 2012b). O sistema foi subme-

tido a um ciclo de agitacao, igual ao utilizado no processo de exfoliacdo da

32



nanoargila, e em seguida verteram-se as misturas para formas de vidro (18x25
cm) que foram posteriormente deixadas a 20 °C + 5 °C para secagem natural
(entre 48-72 horas). Ensaios de migracéo, atividade antioxidante dos compostos
difundidos para o meio simulador, e algumas caracterizac¢des fisicas dos filmes
(propriedades oticas e mecanicas, espessura, indice de intumescimento, solubi-
lidade em agua e teor de agua) foram utilizados como parametros para selecao
dos dois melhores extratos a serem usados nas etapas seguintes do trabalho.
Todas as metodologias utilizadas ser&o descritas posteriormente.

Na definicdo da melhor MMT foram testadas trés diferentes argilas comer-
ciais: Cloisite®Na*, Cloisite®Ca?*, Cloisite®20, as quais serdo referenciadas como
MMTNa, MMTCa e MMT20, respetivamente. A partir da SF as MMTs foram in-
corporadas sempre na proporgéo de 2,5% (m/m quitosano) e seguiu-se 0 proce-
dimento de exfoliacdo. Os bio-nanocompdsitos Qui/MMT foram entdo vertidos
em formas redondas (24 cm de diametro) de metal revestidas com politetrafluo-
retileno (teflon®) e deixados secar a 20 °C + 5 °C durante 48-72 horas. A defini-
cao da percentagem de MMT baseada no estudo de Wang et al. (2005), que
verificaram que percentagens superiores a 5% de nanoargilas diminuem a inte-
racao e esfoliacdo do nanomaterial com a cadeia polimérica do quitosano. A se-
lecdo da melhor MMT foi baseada em ensaios de caracterizacao realizados para
verificar o nivel de esfoliacdo e melhoria nas propriedades funcionais alcancados
(por meio de difracao de raio-X, analises mecénicas, cor, transparéncia e opaci-
dade, humidade, intumescimento e solubilidade em agua, analise calorimétrica
diferencial de varrimento), de acordo com as metodologias descritas posterior-

mente.

Desta primeira etapa, a melhor MMT e os extratos que conferiram ao qui-
tosano maior atividade foram escolhidos para seguimento das experiéncias. No-
vos filmes de quitosano incorporados com 0% ou 2,5% da melhor argila e dife-
rentes proporcdes do respetivo extrato natural (0%, 0,5%, 1% e 2%) foram pro-
duzidos seguindo-se o procedimento basico. O extrato natural foi incorporado
apenas antes do ultimo ciclo de agitacdo, e os bio-nanocompadsitos vertidos para
as mesmas formas de vidro utilizadas na producao dos filmes incorporados com

os diferentes extratos naturais e submetidos ao mesmo processo de secagem.
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Filmes de quitosano sem incorporacdo de MMT ou extrato natural foram
produzidos utilizando-se o mesmo procedimento, com apenas um dos ciclos de

agitacao, e definidos como controlo em todas as etapas realizadas.
3.5. Caracterizacao dos filmes
3.5.1. Difratometria de Raios-X (DR-X)

Por meio da técnica de difracdo de raios-X € possivel verificar o nivel de
exfoliacdo das argilas entre as cadeias poliméricas do quitosano, concluindo en-
tre uma esfoliagéo total, parcial ou ndo esfoliagdo. A melhoria das propriedades
mecanicas, de barreira e térmicas estdo intimamente relacionadas com o grau
de esfoliacdo do nanorreforco, sendo tal determinacdo primordial para se expli-
car o comportamento dos bio-nanocompdsitos, assim como as outras analises

de caracterizacdo do material.

Amostras dos filmes e das argilas puras foram analisados num difratdmetro com
radiacdo de cobre (CuKa, A = 1,5418 A) a 40 KV, corrente de 30 mA, sob angulo
20 variando de 5° a 40° com intervalo de passo de 0,02°. Os pdés das argilas
foram prensados a frio num molde cilindrico (diametro de 13 mm) utilizando uma
prensa hidraulica uniaxial (Specac-Atlas™ 15T, Specac Ltd., Reino Unido). As
amostras em forma de pastilha foram entdo colocadas num suporte de metal,
gue por sua vez foi inserido no difratdmetro. Enquanto que os filmes foram mon-
tados sobre bolachas de silicio de modo a garantir sua planura e inseridos no
difratdmetro. Os espagamentos “d” da montmorilonite e dos filmes nanocompé-
sitos foram calculados a partir da equacao de Bragg (Eq. 1) (Cullity, 1978, Rhim,
Hong, Park, Ng, e Erry, 2006).

A= 2dsen6 Q)

Onde A é o comprimento de onda da radiagao de raios-X utilizado, d é o espaca-
mento interplanar basal e 6 é o dngulo de difragdo medido (Cullity, 1978).
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3.5.2. Espectroscopia de absorcao na regidao do infravermelho com trans-
formada de Fourier (FT-IR)

Esta analise € baseada no facto das liga¢cdes quimicas presentes na
amostra possuirem frequéncias vibracionais especificas. Assim sendo, a fre-
guéncia de absorcéo da radiacédo no infravermelho é caracteristica de cada tipo
de ligacéo, permitindo a identificacéo das interacdes entre a matriz polimérica e
0S compostos incorporados nos nanocompaositos (Barbosa, 2007). Espera-se
que por meio desta técnica sejam identificadas as possiveis interacdes entre as
cadeias poliméricas dos polimeros com os compostos fendlicos dos extratos,

assim como com a Montmorilonite.

Os espectros foram obtidos seguindo metodologia descrita por Siripa-
trawan e Harte (2010) utilizando espectrofotometro infravermelho modelo Per-
kinElmer spectum Two (Perkin EImer, USA). Foi utilizado o FT-IR em ATR (“At-
tenuated total reflectance” — refletancia total atenuada) com 32 varrimentos e 1

cm? de resolucédo na faixa de comprimento de onda de 4000 cm a 650 cm™.
3.5.3. Caracterizacdo morfolégica dos nanocompadsitos

Andlises morfologicas utilizando microscopia sdo decisivas para a avalia-
cao da interacdo dos componentes dos bioplasticos desenvolvidos. Nas imagens

e cortes é possivel verificar homogeneidade ou ndo do material.

A caracterizagdo morfologica dos filmes foi realizada mediante microscopia
eletronica de varrimento (MEV), microscopia de forca atobmica (MFA) e micros-

copia eletrénica de transmisséo (MET).

As fotomicrografias da superficie e da seccao transversal dos filmes foram
feitas utilizando-se a técnica MEV no Departamento de Ciéncia dos Materiais
(DCM/FCT) da Universidade Nova de Lisboa. Foram observadas amostras dos
tratamentos controlo (filme de quitosano puro), Qui+MMT, e os filmes incorpora-
dos com o maior teor dos dois melhores extratos naturais com ou sem adi¢do da
MMT.
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Amostras dos filmes foram fixadas no suporte de porta-amostras do micros-
copio (stub), com auxilio de fita de carbono, e recobertas com fina camada de
ouro e, entdo, observadas e fotografadas em varias magnificacdes em Micros-
copio Eletrénico de Varrimento Zeiss (Modelo DSM 962), para visualizagdo da

seccdao transversal e da superficie dos filmes.

A observacao da homogeneidade e topografia da superficie dos filmes foi
realizada por meio da analise de MFA. As imagens foram realizadas no Depar-
tamento de Quimica (DQ/FCT) da Universidade Nova de Lisboa. Os ensaios fo-

ram realizados nos mesmos tratamentos observados pela MEV.

A microscopia das amostras foi feita com filmes sem preparacdo monta-
dos num suporte metalico. O microscépio de forca atomica utlizado foi o TT-AFM
(AFM workshop - EUA). As imagens foram obtidas em “tapping mode” (vibracio-
nal) com pontas de Nitreto de silicio (App nano), com 516 linhas e 0,5Hz de

frequéncia de varrimento.

As imagens foram realizadas com diferentes dimensdes 40 pum, 20 pm,
10 pm, 5 pm e 2 um de lado mas foram escolhidas as imagens de 40 pum por

serem mais representativas do aspeto global dos filmes.

De modo a verificar a estrutura e esfoliacdo da argila, foram realizadas
imagens em MET dos filmes incorporados com a maior concentracdo dos me-
Ihores extratos naturais e com a MMTNa. O ensaio foi realizado no Centro de
Microscopia Eletrénica e Histopatologia Egas Moniz.

As amostras foram preparadas por meio de um processo de impregnacao,
onde as mesmas ficaram em contacto com a resina de impregnacao por 5 dias
previamente ao processo de polimerizagdo (secagem). Os blocos resultantes
contendo as amostras foram submetidos a cortes em ultramicrétomos que foram
coletados em grelhas e levados para observacdo no microscopio eletronico de
transmissao JEOL (JEM-1200EX, EUA).

3.5.4. Anédlises térmicas

As propriedades térmicas dos filmes foram analisadas através das anali-

ses calorimétrica diferencial de varrimento (DSC) e termo gravimétrica (TGA),
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utilizando-se os equipamentos DSC (DSC 204 F1 Phoenix®, Netzsch, Alemanha)
e PerkinElmer STA 6000 “Simultaneous Thermal Analyzer” (Alemanha), respeti-

vamente.

A temperatura de transicao vitrea (Tg) dos filmes foi determinada em
DSC. Amostras de filme com aproximadamente 10 mg foram acondicionadas em
panela de aluminio, seladas e submetidas ao ciclo de aquecimento (20 °C até
350 °C) a uma taxa constante de 20 °C-min! sob atmosfera de azoto (fluxo 50
mL-min-t) (Woranuch e Yoksan, 2013).

Na andlise termo gravimétrica, sob atmosfera de azoto, cerca de 10 mg
de cada filme foram aquecidos até 900 °C a uma taxa de 10 °C-min-t e mantidos
em isoterma por trés minutos (Higueras, Lopez-carballo, Cerisuelo, e Gavara,
2012). As temperaturas de decomposi¢cédo dos compostos foram medidas a partir

da primeira derivada da perda de massa (%) (DTGA) “versus” temperatura.
3.5.5. Avaliacéo da espessura e das propriedades mecanicas

A espessura € uma caracteristica primordial quando se trata do desenvol-
vimento de materiais para embalagem, por estar diretamente relacionada com
as demais propriedades da embalagem, como por exemplo propriedades meca-
nicas e de barreira. Desta forma, a sua determinacéo € necessaria e fundamental

para caracterizacdo do material.

A espessura dos nanomateriais foi medida com auxilio de um micrémetro
digital Mitutoyo em dez pontos aleatérios de duas amostras de cada filme em

trés repeticbes (Camilloto, 2009).

As propriedades mecéanicas dos filmes (resisténcia maxima a tracao, mo-
dulo de elasticidade e percentagem de alongamento) foram determinadas utili-
zando-se a maquina universal de testes Shimadzu Autoghaph (Shimadzu, Aus-
tralia), equipada com célula de carga de 0,5 kN, de acordo com a ASTM D882—
12 (ASTM - America Society Standard Testing and Materials, 2012). Cinco cor-
pos de prova de cada repeticdo/tratamento com dimensdes de 150 x 25 mm
foram avaliados utilizando-se velocidade de separacdo das garras de 50

mm-min?! e distancia inicial de 50 mm. Devido a sensibilidade dos filmes a
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mordedura das garras, 0s corpos de prova foram fixados nas garras do equipa-
mento com auxilio de uma chapa de aluminio e um elastico como pode ser ob-

servado na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Montagem do filme nas garras utilizadas no ensaio de tracéo.

Os parametros mecanicos foram calculados a partir das curvas da forca
versus deformacao (Fig. 3.2), onde a tensdo maxima corresponde a forca ma-
xima antes do rompimento dividida pela area de atuacéo da tracdo, o médulo de
elasticidade a inclinacdo da reta e a percentagem de alongamento é a razao
entre o alongamento maximo e a distancia inicial entre as garras (Sarantépoulos
et al. 2002).
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Figura 3.2. Exemplo de curva de ensaio de tragcéo (Forca x Extensao).
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3.5.6. Avaliacao das propriedades oticas

A cor € um parametro importante no desenvolvimento de novos filmes,
uma vez que pode inferir na aceitabilidade do produto. Como o objetivo deste
trabalho é incorporar diferentes extratos (de diferentes cores e intensidades) em
quitosano, € esperado que haja variacdo de cor nos materiais desenvolvidos em
relacdo ao material original. Desta forma, foram determinadas as propriedades
Oticas para avaliar como os extratos interferem na cor, opacidade e transparén-

cia dos biopolimeros.

As propriedades oticas foram avaliadas por meio da medida dos parame-
tros L, a*, b*, e da opacidade. A analise foi conduzida de acordo com a escala
de cor CIELab, onde L* é a medida de luminosidade, variando de zero (preto) a
100 (branco); a* a cromaticidade do verde (-60) a vermelho (+60); e b* a croma-
ticidade do azul (-60) para amarelo (+60), utilizando o colorimetro Minolta (CR
400/410, Japao) com fonte de luz D 65, e angulo visual de 10°. A partir das co-
ordenadas L*, a* e b* foram calculados o angulo de hue (hue*) e a cromaticidade
utilizando as equacdes 2-4 e 5 respetivamente.

hue* = arctan (Z—:)x%,se a*>0eb">0 (2)

hue* = arctan (Z—) x% +180,sea"* <0 (3)

hue®™ = arctan (b—:)x@+ 360,sea*">0eb* <0 4)
a V1

cromaticidade = (a*? + b*?)/? (5)

A opacidade foi determinada por meio da leitura direta da absorvancia de
amostras retangulares de cada tratamento. Utilizou-se espectrofotometro
UV/VIS (Modelo Spekol 1500, Analytikjena, Alemanha), no comprimento de onda

de 600 nm, e o célculo foi feito pela equagéo 6 (Park e Zhao, 2004).
Opacidade = Absorvancia (600 nm) / espessura do filme (6)

Espectros de varrimento no intervalo de comprimento de onda entre 190
nm a 900 nm também foram realizados a partir da leitura direta de amostras dos

filmes em espectrofotometro UV/VIS, tendo o ar como referéncia, e os resultados
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expressos em percentagem de transmitancia (Kanatt et al., 2012).
3.5.7. Angulo de contacto

O angulo de contacto é um indicador da hidrofobicidade / hidrofilicidade
de filmes (Dias et al., 2014).

A determinacado do angulo de contacto foi realizada utilizando-se um go-
nibmetro (KSV Instruments Ltd., CAM 100, Finlandia) e o software KSV CAM
100. Foram realizadas dez medi¢des consecutivas (uma por segundo) do angulo
de contato de uma gota de agua com a superficie dos filmes avaliados. As me-
didas foram realizadas a uma temperatura entre 20 °C e 22 °C, e as médias dos
angulos em ambos os lados da gota foram tidos como resultado (Ferreira et al.,
2016).

3.5.8. Determinacédo da humidade, solubilidade e indice de intumescimento

Por meio da determinacéo da humidade, solubilidade e indice de intumes-
cimento é possivel determinar o comportamento dos filmes em meio aquoso.
Desta forma, trata-se de um indicativo da hidrofilicidade dos mesmos, uma ca-
racteristica importante pois a embalagem tera contacto direto com alimentos,

gue podem conter elevados teores de agua.

Para determinacdo da humidade base humida (b.h.), solubilidade e indice
de intumescimento (I) dos filmes, amostras em duplicado foram cortadas (2 x 2
cm), pesadas (M1) em balanca analitica (precisdo 0,0001 g) e submetidas a se-
cagem em estufa com circulacdo de ar (WTB binder, Alemanha) a 70 °C por 24
h. Apés evaporacdo da dgua presente nas amostras, realizou-se uma segunda
pesagem das mesmas e obteve-se a massa seca inicial (M2). Posteriormente,
os filmes foram colocados em placas de Petri contendo 30 mL de agua destilada.
As placas foram fechadas e armazenadas durante 24 h a temperatura ambiente
(20 °C £ 5 °C). Apos este periodo, removeu-se a agua residual das placas e as
amostras foram secas superficialmente com papel prosseguindo-se uma terceira
pesagem (M3). As amostras foram novamente levadas a estufa com circulacao

de ar (70 °C por 24 h) para determinagcédo da massa seca final (M4). A humidade,
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solubilidade e indice de intumescimento foram calculados usando as equacodes
7,8 e 9 (Pastor et al., 2013; Peng e Li, 2014):

Humidade b.h. (%) = *2 x 100 @)
1
Solubilidade (%) = “4 x 100 (8)
2
11 (%) = $522 5 100 9)

2

3.5.9. Avaliacéo das propriedades de barreira ao vapor de agua e oxigénio

Peliculas plasticas sdo amplamente utilizadas como embalagens prima-
rias no ramo alimentar. Entre as principais propriedades funcionais de interesse
para a indastria alimentar podem citar-se a capacidade de bloquear gases (oxi-
génio) e vapor de agua, uma vez que tais componentes tém interferéncia direta
na manutencdo da qualidade dos produtos embalados. Desta forma, a caracte-
rizacdo das propriedades de barreira € de extrema importancia para avaliar como
os aditivos incorporados no biopolimero modificam as permeabilidades, e con-

cluir gual o melhor tratamento a utilizar numa aplicacéo futura.

A permeabilidade do vapor de agua (PVA) (mol/m-s-Pa) foi obtida utili-
zando o método gravimétrico descrito por Ferreira et. al (2016) a 30 °C. Amostras
de cada filme foram seladas no topo de células de vidro (45 mm diametro) con-
tendo 8 mL de solucédo sobressaturada de NaCl (humidade relativa (HR) =
76,9%). As células foram entéo colocadas dentro de exsicadores contendo a so-
lucdo sobressaturada de CH3COOK (HR = 22,5 %) e equipados com uma ven-
toinha para promover a circulacéo do ar, mantendo a forca motriz constante du-
rante todo o teste. Previamente ao ensaio, os filmes foram equilibrados num ex-
sicador contendo solucao sobressaturada de NaCl (HR = 76,9%) a 30 °C. A tem-
peratura e humidade relativa do ar dentro dos exsicadores foram monitorizadas
durante todo o teste utilizando um termo-higrometro (Vaisala, Finlandia). O fluxo
de vapor de agua foi determinado por meio da pesagem das células em interva-
los de tempos regulares durante aproximadamente 22 h, e a PVA foi calculada
utilizando-se a equacéao 10:
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Ny X6

PVA = (10)

APW.eff

Onde: Nw (mol/m?-s) corresponde ao fluxo de vapor de agua, & (m) a es-
pessura do filme e APw.eff (Pa) a forgca motriz efetiva. Os resultados foram ex-
pressos como a meédia + desvio padrdo de trés réplicas.

A permeabilidade do oxigénio (PO) foi determinada de acordo com meto-
dologia descrita por Ferreira et. al (2016) utilizando-se uma célula de aco inoxi-
davel com duas camaras idénticas separadas pela pelicula do teste. Antes dos
testes, os filmes foram equilibrados a 30 °C e HR = 55% * 5% (exsicador con-
tendo solucéo sobressaturada de NaBr). A PO foi determinada por meio da pres-
surizacdo de um lado das camaras (alimentacdo) com 0,7 bar de oxigénio
(99.999% pureza) (Praxair, Espanha), seguido da medida da pressdo em ambos
compartimentos da célula ao longo do tempo, utilizando-se dois transdutores
(Jumo, modelo 404327, Alemanha). O sistema foi mantido dentro de aquérios
contendo 4gua com temperatura controlada a 30 °C (Julabo, modelo EH, Alema-

nha). A permeabilidade ao oxigénio foi calculada utilizando-se a equacéo 11.
Apo _ t
~in () = P3 (11)

Onde Ap (mbar) corresponde a diferenca de presséo entre a camara de alimen-
tacédo e a do permeado, P (mol-m/m?-s-Pa) a permeabilidade ao oxigénio, t (s)
ao tempo, & (m) a espessura dos filmes e 3 ao parametro geométrico da célula
calculado utilizando-se uma membrana de poli(dimetilsiloxano) (PDMS) de

acordo com metodologia descrita por Alves, Costa, e Coelhoso, (2010).
3.6. Caracterizacao das propriedades ativas do filme
3.6.1. Atividade antimicrobiana “in vitro” - Teste de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana dos 6leos de alecrim e gengibre e dos biopoli-
meros foi determinada por meio do teste de difusdo em agar (Nouri, Yaraki,
Ghorbanpour, Agarwal, e Gupta, 2017) para uma variedade de bactérias gram-
negativas (Escherichia coli (ATCC8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027), Salmonella enterica (ATCC10708)); gram-positivas (Bacillus
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cereus (ATCC11778), Enterococcus faecalis (ATCC29212), Listeria monocyto-
genes (ATCC15313), Staphylococcus aureus (ATCC6538)); e uma levedura
Candida albicans (ATCC10231). Os microrganismos avaliados foram escolhidos
por serem patogénicos associados aos alimentos ou por estarem envolvidos nos

processos deterioracao.

Os microrganismos foram inoculados em TSA ou BHI (utilizado apenas
para L. monocytogenes) e incubados nas respetivas temperaturas 6timas de
crescimento (30 °C para o B. cereus e C. albicans e 37 °C para os demais mi-

crorganismos) por 16-24 h para as bactérias ou 48 h para a levedura.

Em seguida, coldnias isoladas foram transferidas para solucdo salina es-
téril (0,85% NacCl) e a turbidez da suspensao foi ajustada utilizando-se um den-
simetro (Mc-Farland desitometer Modelo Den-1B, Grant Instruments, Inglaterra)
para coincidir com o padréo de turbidez 0,5 McFarland, que corresponde a uma
concentracdo de 1x10® unidades formadoras de colénia (UFC)/mL e 1x10°
UFC/mL para as bactérias ou levedura, respetivamente. O teste de difusdo em
agar foi realizado em placas (8,5 cm de diametro) contendo agar Mueller-Hinton.
As placas foram inoculadas com o auxilio de zaragatoas previamente humede-

cidas nas respetivas suspensfes microbianas.

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos OEs, efetuaram-se pocos de
6 mm de didametro onde se aplicaram 50 L de cada 6leo. Para a levedura, tes-
taram-se os 6leos sem diluicdo e diluidos em DMSO (1:1). Para avaliar a ativi-
dade antimicrobiana dos filmes, colocaram-se discos (& = 6 mm) dos filmes com
os diferentes tratamentos na superficie do agar previamente inoculado com os
diversos microrganismos. De modo a permitir a difusdo dos compostos bioativos
do filme, as placas foram mantidas durante 24 h em refrigeracao (5 °C + 2 °C)
antes de serem colocadas na estufa a 37 °C ou 30 °C (dependendo do micror-
ganismo) por 20 h ou 48 h. DMSO (no ensaio dos 6leos essenciais), discos de
papel estéreis e de peliculas comerciais (cloreto de polivinilo — PVC) foram utili-

zados como controlo negativo.

A auséncia de crescimento microbiano a volta do disco/pogo ou sob os

filmes foi considerada como resultado positivo para a atividade antimicrobiana.
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3.6.2. Atividade antimicrobiana “in vitro” — Método contagem unidades for-

madoras de colbénias

De forma a complementar o estudo da atividade antimicrobiana, foi tam-
bém realizado para os bio-nanocompdsitos desenvolvidos o método da conta-
gem de unidades formadoras de coldnias (ASTM, 2001; Nouri et al., 2017) para
duas bactérias S. enterica (ATCC10708) e B. cereus (ATCC11778). Inicialmente,
0,2 g de cada filme foram imersos em 4 mL de TSB contendo aproximadamente
108 UFC/mL da bactéria em teste. Em seguida, o sistema foi mantido a 37 °C (S.
enterica) ou 30 °C (B. cereus) durante 24 h com agitacao continua (150 rotacdes
por minuto (r.p.m.)) utilizando uma incubadora com agitacdo (modelo Innova,
New Brunswick Scientific, Estados Unidos). Tubos sem os filmes foram utilizados
como controlo. ApGs a incubacédo, 100 uL de diluicdes seriadas foram inoculados
por espalhamento em placas de TSA, que foram posteriormente incubadas na
respetiva temperatura 6tima de crescimento de cada bactéria avaliada por 16-24
h. O numero de unidades formadoras de coldnias foi contado manualmente e a
atividade antimicrobiana expressa como numero de redugdes do Log (UFC)/mL,

calculado de acordo com a equacao 12.
reducdes Log = log B — log A (22)

Onde B e A correspondem as contagens de bactérias viaveis no tratamento con-

trolo e nos tratamentos avaliados apos 24 h de incubacéao, respetivamente.
3.6.3. Ensaios de difusdo dos antioxidantes

O estudo de migracao, ou seja, da libertagdo dos compostos ativos da
matriz polimérica, é fundamental quando se fala em desenvolvimento de emba-
lagens ativas, uma vez que o principal mecanismo de acdo destes materiais é
por meio da difusdo dos compostos incorporados para os alimentos embalados,
onde desempenharéo seu papel protetor. Desta forma, o0 ensaio de migracéo €

primordial para avaliacédo da eficicia do biopolimero desenvolvido.

A quantificagao “in vitro” da difusdo dos compostos antioxidantes dos na-
nocompositos ao longo do tempo foi realizada por meio de teste de difusdo
(Lopez-de-Dicastillo et al., 2012) utilizando uma solugdo de 95% de etanol
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(alimentos gordurosos) como meio simulador. Este simulador alimentar foi esco-
Ihido uma vez que o obijetivo principal / incial da embalagem foi retardar o pro-
cesso oxidativo em matrizes alimentares, desta forma optou-se pelo simulador

dos alimentos mais suscetiveis a tais processos deterioradores.

Periodicamente, a concentracdo dos compostos fendlicos totais no meio
simulador foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton, Orthofer,
e Lamuela-Raventds, 1999): Resumidamente, 1 mL do meio simulador foi adici-
onado a 3 mL de 4gua e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apés 3 min,
adicionou-se 0,75 mL de carbonato de sédio (5% m/v), e a mistura foi incubada
60 min ao abrigo de luz e a temperatura ambiente (20 °C + 5 °C). A quantificacdo
dos compostos fendlicos foi realizada utilizando-se um espectrofotometro
UV/VIS pela leitura da absorvancia no comprimento de onda de 760 nm. Uma
reta de calibracdo de acido galico (0-200 mg/L) foi utilizada para o calculo dos

resultados, que foram expressos em mg equivalente de acido galico (mg EAG/L).

Os coeficientes de difusédo também foram calculados por meio da curva
de MS,t/ME,0 versus t%° usando os dados iniciais de migracéo de acordo com o

modelo baseado na segunda lei de Fick, (Eq. 13) (Chungy et al., 2002):

Mse 2 (Dt\%
i () 13)
Onde Ms (mg EAG) corresponde ao teor de compostos fendlicos totais migrados
para o alimento (neste caso para o simulador), t € o tempo, Mego (mg EAG) é a
guantidade total de compostos fendlicos incorporados na embalagem, Le (cm) a
espessura dos corpos de prova e D (cm?/s) é o coeficiente de difusdo dos com-

postos migrados.
3.6.4. Atividade antioxidante “in vitro”

A partir das aliquotas coletadas nas condi¢des de ensaio descritas no item
3.6.3, foi determinada a atividade antioxidante “in vitro” dos filmes ativos pelo
ensaio de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) de acordo com

metodologia descrita por LOpez-de-Dicastillo et. al (2012) e Santos et. al (2012).
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Em 3 mL de solucéo etanodlica de DPPH 60 uM foi adicionada uma ali-
quota de 1 mL do meio simulador. A mistura foi mantida ao abrigo de luz e a
temperatura ambiente (20 ° C = 5 °C) por 20 minutos. A quantificagéo foi reali-
zada utilizando-se um espectrofotometro UV/VIS no comprimento de onda de
517 nm pela leitura da absorvancia. A percentagem de inibicdo foi calculada

usando a equacédo 14. Como controlo utilizou-se 1 mL de etanol 95%.

L~ Abs — Abs
% Inlbl(,‘aO — ( controle amostra) X 100 (14)
Abscontrole

A atividade antioxidante dos filmes também foi monitorizada pelo ensaio
do radical catido ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonico), segundo
metodologia descrita por Cipriano (2011). A geracédo do catido croméforo ABTS™
foi realizada a partir da reacéo da solucdo de ABTS 7 mM e persulfato de potas-
sio 2,45 mM (K2S20s), na proporgédo 1:1 (v/v), durante 16 h ao abrigo da luz.
Apés este periodo a solucao foi diluida em etanol 80% até se obter uma absor-
vancia de 0,70 £ 0,05, lida em espectrofotébmetro UV/VIS no comprimento de
onda de 734 nm.

Em tubos de ensaios, foram adicionadas aliquotas de 0,5 mL do meio
simulador coletadas nas condi¢cbes de ensaio descritas no item 3.6.3 e 3,5 mL
da solucdo ABTS™. As misturas foram mantidas por 6 minutos ao abrigo da luz,
com posterior leitura da absorvancia em espectrofotometro UV/VIS no compri-
mento de onda de 734 nm. A atividade antioxidante total foi calculada a partir de
curva analitica de Trolox (0 — 0,15 pmol/L) nas mesmas condi¢cdes das amostras
e os resultados expressos em pmol/L equivalente de Trolox por litro de meio si-
mulador (TEAC — capacidade antioxidante equivalente a Trolox).

3.7. Atividade “in situ” dos filmes ativos — aplicacdo das peliculas ativas

A carne de frango é considerada um alimento saudavel rico em proteina
de alto valor bioldgico, vitaminas, minerais e acidos gordos essenciais polinsa-
turados (bmega-3) (FAO, 2013). As caracteristica intrinsecas deste produto, i.e.
alto teor proteico, humidade e pH favorecem o crescimento de microrganismos
patogénicos e/ou deterioradores (Latou, Mexis, Badeka, Kontakos, e

Kontominas, 2014; Petrou, Tsiraki, Giatrakou, e Savvaidis, 2012), diminuindo a
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sua vida de prateleira. Para além das alteracfes resultantes do desenvolvimento
microbiano, a carne de frango crua é altamente suscetivel a oxidacéo lipidica
devido ao seu elevado conteudo de &cidos gordos insaturados (Warriss, 1999),
sendo, por isso, considerada um alimento altamente perecivel. Desta forma, este
alimento foi escolhido como matriz alimentar para aplicacdo dos biopolimeros

devido a sua alta perecibilidade.

Para montagem da experiéncia utilizou-se carne fresca de frango (peito)
adquirida em comeércio local. A carne foi picada e separada em por¢des de cerca
de 30 g que foram embaladas nos bio-nanocompadsitos (5 x 18 cm) (Tabela 3.1)
e acondicionadas dentro de recipientes plasticos com tampa (Fig. 3.3). Também
foram avaliados como controlos carne picada sem qualquer protecéo (simulando
a condicdo maxima de deterioracdo) e carne picada envolvida em peliculas ade-
rentes comerciais (PVC) ambas também acondicionadas dentro de recipientes
plasticos com tampa. O sistema foi armazenado sob refrigeracdo (5 £ 2 °C) du-
rante 15 dias.

Tabela 3.1. Tratamentos utilizados na experiéncia de aplicacéo dos filmes
Tratamento MMT (%) Extrato 1 (%) Extrato 2 (%)

1 0 0 0
2 0 0,5 0,5
3 0 1,0 1,0
4 0 2,0 2,0
5 2,5 0 0
6 2,5 0,5 0,5
7 2,5 1 1
8 2,5 2 2
o* -

10** - - -

* 9 — Carne fresca frango sem filme (exposta); 10** - PVC.

Figura 3.3. Montagem dos ensaios “in situ”.

O ensaio foi realizado em trés repeticdes tendo ao fimde 0, 3, 7, 10 e 15

dias de armazenamento as amostras sido analisadas em termos fisico-quimicos
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(pH, acidez total, cor e humidade), grau de oxidacéao lipidica (determinacdo dos
TBARS) e contaminacdo microbioldgica (contagem total de mesoéfilos aerdbicos

e coliformes totais).

O pH e a acidez total foram determinados de acordo com a metodologia
descrita por IAL (2008). Resumidamente, homogeneizou-se 5 g de carne em 50
mL de agua a 40 °C, e o pH foi determinado utilizando-se um potenciometro pela
imerséo direta do elétrodo. A acidez total titulavel foi determinada através de
titulacdo com solucdo NaOH 0,1 N até coloracdo rosea, utilizando-se fenolftale-
ina 0,1 % como indicador, e os resultados expressos como g de acido oleico por

100 g de carne.

A cor foi determinada por meio de leitura direta dos parametros L, a*, e
b*. A andlise foi conduzida de acordo com a escala de cor CIELab, utilizando o
colorimetro Minolta (CR 400/410, Japao) com fonte de luz D 65, e angulo visual

de 10°. O angulo de hue foi calculado de acordo com as equacdes 2, 3 ou 4.

A humidade das carnes foi determinada por meio de secagem em estufa
a 105 °C por aproximadamente 12 horas (IAL, 2008).

O grau oxidativo foi determinado por meio da quantificacdo dos produtos
secundarios da oxidacdo — TBARS (Rosmini et al., 1996). Amostras de 5 g de
carne foram pesadas em erlenmeyers aos quais se adicionou 10 mL de acido
tricloroacético (TCA) 7,5% (m/v). Os erlenmeyers foram submetidos a agitacao
por 1 hora e em seguida as misturas foram filtradas através de papel de filtro
qualitativo. Combinou-se em tubos de ensaio 5 mL do filtrado com 5 mL de acido
2-tiobarbitarico 0,02 M. Os tubos foram aquecidos em banho de agua (Memmert,
Alemanha) a 95 °C durante 30 minutos, tendo, apos arrefecimento, as absorvan-
cias das amostras sido lidas em espectrofotometro UV/VIS a 530 nm. A quanti-
ficagdo de MDA foi feita a partir de curva analitica construida com concentragcfes
conhecidas de MDA, utilizando-se 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP). A curva foi
realizada utilizando-se 5 tubos contendo 5 mL de TCA combinados com quanti-
dades crescentes (10 a 50 pL) de TEP 103 M. Os resultados foram expressos

em mg de MDA/kg de carne.
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A contaminacao microbioldgica foi determinada através da contagem total
de mesofilos (ISO 4833-1, 2013) e coliformes totais (ISO 4831, 2006). Resumi-
damente, em frascos estéreis, a 1 g da carne foi adicionado 9 mL de agua de
diluic&o estéril (solugédo 0,1% m/v de peptona e 0,85% m/v NaCl) tendo a mistura
sido homogeneizada por 30 segundos. Em seguida, diluicbes seriadas foram
inoculadas em placas de Petri contendo o0 meio agar padrdo para contagem
(PCA) e tubos contendo caldo verde brilhante, tendo as placas sido incubados a
30 £ 2 °C por 72 h e os tubos a 30 = 2 °C por 48 h, respetivamente para as

analises de contagem microrganismos totais viaveis e coliformes totais.

De modo a se verificar se houve migracdo da MMT para o alimento, foram
determinados minerais (homeadamente 0 magnésio e o sodio, por serem com-
ponentes quimicos destas montmorilonites) nas amostras de carne acondiciona-
das nos filmes ativos reforcados com a nanoargila, ao fim de 0, 7 e 15 dias de
armazenamento. O produto sem contato com os bio-nanocompasitos foi usado
como controlo. Os minerais foram quantificados a partir das cinzas previamente
obtidas, via digestdo com 10 mL de HNO3s (1:1) a 95 °C por 20 minutos, sendo a
analise realizada utilizando espectrofotometro de absor¢cédo atbmica (modelo Ze-
enit 700, Analytikjena, Alemanha) (Maurizio Avella et al., 2005).

3.8. Andlise estatistica dos resultados

Para a primeira etapa das experiéncias, os resultados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com uma entrada, e em caso de significancia, as
médias foram comparadas utilizando-se o teste Tukey em nivel de 5% de proba-
bilidade.

J& na etapa seguinte, apos a escolha dos melhores extratos e argila, 0s
resultados foram submetidos a ANOVA com duas entradas (concentracdo do
extrato x concentracao argila), e em caso de interacdo sem significancia estatis-
tica (p>0,05), procedeu-se a ANOVA com uma entrada e o teste de médias utili-

zando-se o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Toda a andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do pro-

grama Statistical Analysis System (SAS), verséo 9.2.
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Resultados e Discussao
Selecéo dos compostos ativos e da montmorilonite

A primeira fase do projeto teve como objetivo a sele¢cdo de compostos ati-
VOS, para incorporacdo no quitosano, de forma a conferir ao biopolimero ativi-
dade, e a selecdo da montmorilonite, para reforco do biopolimero em termos

mecanicos.

4.1. Selecdo de compostos ativos de origem natural — Avaliagdo dos filmes

ativos

Para selecionar os compostos de origem natural capazes de conferir me-
lhor atividade aos biopolimeros de quitosano, foram incorporados nos filmes di-
ferentes Oleos essenciais (OEA, OEG, OET, OEM e OES) e diferentes extratos
hidroalcoodlicos (EHA_A, EHA G, EHA CV, EHA CP, EHA _S). A escolha dos
Oleos e extratos utilizados e estudados prendeu-se com o facto de serem matri-
zes ricas em compostos (fendis, terpenos, entre outros), que podem conferir ati-
vidade aos biopolimeros. Os filmes de quitosano incorporados com os diferentes
compostos ativos foram caraterizados com o objetivo de avaliar e selecionar as

opc¢des que permitiram a obtencéo de filmes com melhores propriedades.

Os filmes de quitosano incorporados com 1% (v/v SF) dos cinco oleos es-

senciais ou dos seis EHAs foram produzidos de forma satisfatéria, tendo-se
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obtido peliculas flexiveis, homogéneas, transparentes e de coloracédo predomi-

nantemente amarela (Fig. 4.1).

Figura 4.1. Filmes de quitosano (A) controlo e incorporados com 1%: (B) OEA, (C) OEG, (D)
OET, (E) OEM, (F) OES, (G) EHA_K, (H) EHA_A, () EHA_G, (J) EHA_CV, (K) EHA_CP, (L)
EHA_S

Para escolha das duas melhores opcoes, os filmes foram caracterizados
guanto a algumas propriedades fisicas (cor, opacidade, transparéncia, humi-
dade, solubilidade em &gua, e indice de intumescimento, propriedades mecéani-
cas e FT-IR) e ainda quanto a sua atividade antioxidante “in vitro” (ensaio de

migracao).
4.1.1. Caracterizacéo fisica dos filmes
4.1.1.1. Espessura dos filmes

A incorporacédo dos compostos bioativos nos filmes de quitosano néo resul-
tou em diferencas significativas na espessura das peliculas produzidas em com-
paracdo com o tratamento controlo (p>0,05) (Tabela 4.1). O menor valor de es-
pessura registado foi para o filme incorporado com 6leo essencial de tomilho (52
+ 3 um), e o maior valor na amostra contendo 6leo essencial de gengibre (71 +

0 um). A espessura média do filme controlo foi de 67 + 15 um (Tabela 4.1).

Entre os filmes incorporados com os compostos bioativos, apenas dois dos
cinco OEs testados (OET e OEG) resultaram em bioplasticos com espessuras
diferentes entre si (p<0,05), apesar de tal diferenca néo ter significancia em com-

paracdo com o filme controlo (p>0,05) (Tabela 4.1).

Os filmes ativos tém uma tendéncia para apresentar um aumento nos va-
lores de espessura com a adicdo dos compostos bioativos, tal como reportado

em diferentes trabalhos publicados na literatura (Pastor et al., 2013; Peng e Li,
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2014; Perdones et al., 2014). Segundo Perdones et. al (2014), este comporta-
mento deve-se ao maior conteddo de sélidos por unidade de superficie, visto que
a quantidade do polimero é mantida constante em todos os filmes preparados
(no caso do estudo citado, quitosano incorporado com 6leo essencial de canela
e/ou acido oleico). O provavel aprisionamento de micro gotas de OE entre a ma-
triz polimérica pode também explicar o incremento deste parametro, como ob-
servado em filmes de quitosano incorporados com Oleo essencial de Satureja

hortensis (Alizadeh, Barzegar, Nasehi, e Samavati, 2018).

No presente estudo, a manutencao dos valores de espessura mesmo com
a incorporacdo dos compostos ativos pode ser explicada devido a quantidade
dos extratos incorporados ter sido reduzida, apenas 1% v/v de SF, o que nao foi
suficiente para aumentar significativamente a espessura dos filmes. Estes resul-
tados indicam também que foi alcancada uma boa dispersédo dos OEs e EHAs
no polimero de quitosano, e que ndo se formaram micro gotas nem dos OEs

nem dos EHAs dentro da estrutura polimérica.
4.1.1.2. Cor dos filmes

Visualmente, todos os filmes apresentaram uma coloracdo amarela predo-
minante, com valores positivos para a coordenada b* (Tabela 4.1). Os extratos
hidroalcodlicos interferiram com maior intensidade neste parametro que os OES,
e exceto para as amostras incorporadas com EHA G todos os demais biopoli-
meros produzidos com incorporacdo de EHA resultaram no incremento no valor
de b* quando comparados com o controlo (p<0,05), ou seja, coloracdo mais ama-

rela.

Resultados semelhantes foram reportados em filmes de quitosano incorpo-
rados com extrato de cha verde, tendo os autores concluido que o extrato con-
tribuiu para adi¢cdo de cor aos biopolimeros produzidos (Siripatrawan e Harte,
2010). Estas mudancgas na coloracgéo original dos filmes podem ser atribuidas a
capacidade dos compostos presentes nos EHA de se ligarem estruturalmente
ao quitosano (Moradi et al., 2012), ou devido a prépria cor caracteristica dos EHA
(que apresentaram elevados valores de b* e reduzidos valores de angulo de hue,

valores néao apresentados).
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Tabela 4.1. Espessura e propriedades 6ticas dos filmes de quitosano

Filmes** Espessura (um) L* a* b* Cromaticidade hue* (°) Opacidade (mm-1)
Controlo 67 £ 152 91,8 +£0,12 -1,7+0,12 1,6 £0,1¢ 2,3+0,1¢ 137 £ 12 1,15 £ 0,07bcd
Qui_EHA A 66 + 8ab 89,2 +0,3d -4,9 +0,4¢ 14 + 22 15 + 22 110 + 19 1,44 + 0,240
Qui_EHA G 60 £ 620 91,3 +0,12 -2,1+0,0% 3,4+0,2° 4,0+0,2¢° 122 + 1¢ 1,41 +0,19%
Qui_ EHA S 56 + 5ab 90,3 +0,1¢ -4,5+0,1¢ 11 + 0% 12 + 0% 112 + 0od 1,15 + 0,05bcd
Qui_EHA_CP 58 + 53 89,2 + 0,0¢ -2,4 + 0,0Pc 9,3+0,2° 9,6 £0,1° 105 + 0¢ 1,04 + 0,19bcd
Qui_EHA_CV 61 £ 42 88,4 £ 0,4° -3,0 £ 0,4¢ 12 + 22 13+ 22 104 + 0¢ 0,90 + 0,10«
Qui_EHA K 66 + 220 89,4 + 0,34 -3,8+0,1¢ 11+ 1% 12 £ 1% 109 + 19 1,55 + 0,042
Qui_OEA 60 + 020 91,7 £ 0,12 -1,7 £ 0,02 2,0£0,3¢ 2,6 £0,2¢ 131 + 320 0,76 + 0,024
Qui_OEG 71 +02 91,1+0,1° -2,0 £ 0,020 3,6 £0,2¢ 4,1 +0,2¢ 119 + 1¢ 1,85 + 0,052
Qui_OES 54 + 2ab 91,8 +£0,12 -1,7 £ 0,02 1,8 £0,1¢ 25+0,1° 134 + 1 1,06 £ 0,27bcd
Qui_OEM 56 + 4ab 91,8+0,12 -1,6 £ 0,12 1,6 £0,3° 2,3+0,3¢ 137 + 52 1,08 + 0,20bcd
Qui_OET 52 £+ 3P 91,8 + 0,12 -1,7 £0,02 2,0£0,1¢ 2,6 £0,1¢ 130 £ 2° 0,70 + 0,034

(a-e): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
**Qui (quitosano); EHA (extrato hidroalcodlico); OE (6leo essencial); A (alecrim); G (gengibre); K (kenaf); S (salva); CV (cha verde); CP (cha preto); M (melaleuca); T
(tomilho).
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Por outro lado, a incorporacdo dos cinco OEs testados ndo resultou em
diferencas significativas no valor de b* em comparacdo com o controlo (p>0,05)
(Tabela 4.1). Moradi e colaboradores (2012) observaram a mesma tendéncia em
filmes de quitosano incorporados com 0leo essencial de Zataria multiflora Boiss
ou extratos de sementes de uvas, corroborando os resultados aqui apresenta-
dos. A menor mudanca na cor dos filmes (em termos dos valores da coordenada
b*) & provavelmente explicada pela reduzida quantidade de OE incorporada nos
filmes, como anteriormente reportado por Perdones et. al (2014).

A luminosidade dos filmes foi determinada por meio da medida da coorde-
nada CIE-L*, a qual variou entre 88,4 £ 0,4 a 91,8 + 0,1 (Tabela 4.1).

Desta forma, todos os filmes podem ser considerados claros, uma vez que
apresentaram valores de L* proximos de 100 (branco). Estes resultados estao
em concordancia com o reportado na literatura para filmes de quitosano-amido
incorporados com 6leo essencial de tomilho (Mehdizadeh, Tajik, Mehdi, Rohani,
e Oromiehie, 2012). Em comparac¢ao com o tratamento controlo, os filmes incor-
porados com os OEs nao apresentaram diferencas nos valores de L* (p>0,05),
exceto para o OEG (p<0,05), que apresentou um valor de L* inferior. Entretanto,
com a incorporacdo dos EHAs o oposto aconteceu, ou seja, apenas o0s valores
de L* para os filmes com adi¢céo de extrato de gengibre nao diferiram estatistica-
mente do controlo (p>0,05). Todos os demais extratos hidroalcodlicos escurece-
ram os biopolimeros (p<0,05). Os menores valores encontrados para a coorde-
nada L* foram nos filmes incorporados com EHA de cha verde (88,4 + 0,4). Os
EHAs de alecrim, cha preto, kenaf e salva, apresentaram uma luminosidade su-
perior que se aproximou da maior luminosidade apresentada pelos filmes adici-
onados de EHA de gengibre (91,3 £ 0,1), embora a diferenca apresentada seja
significativa (p<0,05).

A cromaticidade e o hue* apresentaram comportamentos semelhantes com
a incorporacao dos diferentes extratos bioativos (Tabela 4.1). Mais uma vez, em
termos destes dois parametros, a adicdo dos EHAs resultou em maiores modifi-
cacoes na cor dos filmes do que a incorporacdo dos OEs. Houve uma maior

by

saturacdo (maiores valores de cromaticidade) da cor dos filmes devido a
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incorporacao dos EHAs (p<0,05), que também reduziu o hue* dos biopolimeros,
ou seja, tornou os bioplasticos mais amarelos em relagéo ao controlo (p<0,05).
N&o se verificaram diferengas significativas na cromaticidade dos filmes incorpo-
rados com os varios OEs testados quando comparados com o controlo (p>0,05)
e para o parametro hue*, apenas os OEG e OET diminuiram o angulo de hue

(p<0,05), tendo desta forma tornado os filmes um pouco mais amarelos.

As alteracdes nos valores de luminosidade, cromaticidade e hue* observa-
das nos filmes incorporados com EHAs podem ser explicadas pela cor caracte-
ristica dos proprios EHAs, como discutido anteriormente em relagéo aos valores
de b*. Filmes de quitosano incorporados com extratos de cha ricos em polifendis
também apresentaram maior cromaticidade (Wang, Dong, Men, Tong, e Zhou,
2013), de acordo com os resultados observados neste trabalho. Segundo Pastor
et. al (2013) as mudancas Opticas observadas podem ser atribuidas a formacao
de cristais dos compostos incorporados, que interferem na reflexdo da luz. No
caso dos OEs, as quantidades incorporadas néo foram suficientes para provocar
tais alteracBes na estrutura do polimero, tendo provavelmente apenas modifi-
cado levemente a estrutura semicristalina do material sem alterar a reflexdo da

luz e, consequentemente, o angulo hue e a cromaticidade (Pastor et al., 2013).
4.1.1.3. Transparéncia e opacidade

A transparéncia € uma propriedade crucial para filmes destinados ao acon-
dicionamento de alimentos, visto que tais peliculas podem ser utilizadas na co-
bertura da superficie do alimento e devem, desta forma, garantir a boa apresen-
tacdo / aparéncia do produto embalado (Jridi et al., 2014), podendo interferir di-
retamente na aceitacao ou rejeicdo do alimento pelos consumidores (Peng e Li,
2014). Desta forma, a manutencao da transparéncia € desejavel, e pretende-se
gue a incorporacdo dos compostos ativos nao resulte em alteragdes significati-

vas desta propriedade.

Os espectros de varrimento dos filmes incorporados com EHAs ou OEs
estdo apresentados na Figura 4.2A e Fig. 4.2B, respetivamente. Nas imagens

verifica-se que os filmes controlo ja apresentam boas propriedades de barreira a
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luz UV. Com efeito, nos comprimentos de onda de 200 nm e 300 nm, o filme foi

permeavel a luz apenas em 0,54% e 56%, respetivamente.
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Figura 4.2. Espectros de varrimento de filmes puros de quitosano e filmes incorporados com

EHAs (A) ou OEs (B)

*Qui (quitosano); EHA (extrato hidroalcodlico); OE (6leo essencial); A (alecrim); G (gengibre); K (kenaf); S
(salva); CV (cha verde); CP (cha preto); M (melaleuca); T (tomilho).

A incorporacao dos extratos naturais alterou a propriedade de barreira a luz

a baixos comprimentos de onda, podendo destacar-se o seguinte: (i) filmes in-

corporados com EHAs apresentaram uma barreira a luz superior quando com-

parados com o controlo no comprimento de onda de 200 nm, mas a 300 nm a

barreira foi significativamente superior (entre 15-80% de reducado na transmitan-

cia dos filmes quando comparados com o controlo) (Fig. 4.2A); (ii) a capacidade

de barreira a luz dos biopolimeros incorporados com OESs, para ambos 0s com-

primentos de onda (200 ou 300 nm), foi menor do que a dos filmes incorporados
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com EHA, com maior evidéncia a 300 nm onde os filmes com OEs obtiveram
reducdes de 0-50% na transmitancia de luz em comparag¢ao com o controlo (Fig.
4.2B). A Unica excecdao foi para o filme incorporados com OEG que apresentou
maior bloqueio a luz do que o filme incorporado com o extrato hidroalcodlico
equivalente (EHA_G).

A luz, especialmente nos comprimentos de onda do UV, desempenha um
papel importante no processo de oxidagcdo, uma vez que catalisa as reagdes
quimicas que aceleram este processo de deterioracdo dos alimentos (Marquez-
Ruiz et al., 2014; Tian et al., 2013). Desta forma, materiais de embalagem com
boa capacidade de bloqueio da luz UV séo vantajosos no ramo alimentar, uma
vez que conferem uma protecao extra, com possibilidade de promover a exten-
sdo da vida util do produto embalado (Kanatt et al., 2012). Como discutido ante-
riormente, nos filmes com incorporacdo de ambos extratos (oleosos ou hidroal-
codlicos) foi alcancada uma melhoria na barreira a luz UV, embora com maior
significancia nos filmes de quitosano incorporados com EHAs (o que foi atribuido
a maior saturacdo de cor dos EHAS). Resultados similares foram reportados por
diversos autores que desenvolveram biopolimeros semelhantes (Kanatt et al.,
2012; Lopez-Mata et al., 2013; Sanchez-Gonzalez, Gonzalez-Martinez, Chiralt,
e Chafer, 2010).

Em comprimentos de onda maiores (luz visivel), quanto maior for a percen-
tagem de transmitancia, maior sera a transparéncia dos filmes, e por consequén-
cia, menor a sua opacidade (Kanatt et al., 2012). O filme controlo apresentou
uma opacidade média de 1,15 mm* (Tabela 4.1), e em comparacéo com os fil-
mes incorporados com 0Ss compostos ativos, ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) na opacidade, tendo-se observado uma tendéncia de aumento dos va-
lores de opacidade quando se adicionou EHA, e uma diminuicdo com a incorpo-
racdo dos OEs. Os tratamentos com adigcdo de OEG e EHA_K foram os Unicos

gue mostraram resultados significativamente superiores ao controlo (p<0,05).

Os resultados observados podem ser explicados considerando que o filme
de quitosano é denso, fechado e opaco. As goticulas de OE inseridas entre as

cadeias do polimero interrompem a continuidade da matriz, resultando numa
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estrutura mais aberta. A interacdo entre 6leos e moléculas de agua modifica o
indice de refracdo do quitosano, afetando desta forma a transparéncia do filme
(Sanchez-Gonzalez et al., 2010). Em rela¢éo a incorporagdo dos EHAs, Siripa-
trawan e Harte (2010) e Wang et. al (2013) também observaram um incremento
na opacidade devido a incorporacao de extratos de plantas em filmes de quito-
sano, corroborando os resultados apresentados na Tabela 4.1. No estudo agora
apresentado, a tendéncia para o incremento na opacidade dos filmes incorpora-
dos com HAE pode ser atribuida a cor dos extratos utilizados, como explicado

anteriormente (item 4.1.1.2).
4.1.1.4. Solubilidade em agua, humidade e indice de intumescimento

Na Tabela 4.2 apresentam-se os resultados obtidos da solubilidade em
agua, humidade e indice de intumescimento dos filmes em estudo. Como uma
tendéncia, verificou-se um incremento no teor de agua e solubilidade e uma di-
minuic&o no grau de intumescimento quando os filmes de quitosano foram incor-
porados com OEs e EHAs. A incorporacao dos extratos hidroalcodlicos resultou
em altera¢Bes mais significativas (p<0,05) na solubilidade, humidade e indice de

intumescimento do que a incorporacdo dos Oleos essenciais (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Solubilidade em &gua, humidade e indice de intumescimento

Filmes Humidade (%) Solubilidade em agua (%) indice de intumescimento (%)
Controlo 13+ 1d 17 + 1« 191 + 223b
Qui_EHA A 24 + 12 28 + 12 170 + 33bc
Qui_EHA_G 26 + 02 21 +4be 73+ 8f
Qui_EHA_S 24 + 0 23+ 12 108 + 3def
Qui_EHA _CP 20 + 1bc 21 + 1be 176 + 6b°
Qui_EHA CV 28 + 22 16 + 2¢d 167 + 11bc
Qui_EHA_K 27 + 22 21 + 2be 137 + 1cde
Qui_OEA 17 £ 1cd 20 # 1bed 194 + 7ab
Qui_OEG 16 £ 0cd 15+ 0¢ 98 + 15¢f
Qui_OES 19+ 1¢ 19 + Qbed 151 + @bed
Qui_OEM 19 + 2¢ 19 + Qbed 165 + 1bc
Qui_ OET 15+ 3« 20  1bcd 233 +£182

(a-f): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabili-
dade (p<0,05).

**Qui (quitosano); EHA (extrato hidroalcodlico); OE (6leo essencial); A (alecrim); G (gengibre); K (kenaf); S
(salva); CV (cha verde); CP (cha preto); M (melaleuca); T (tomilho).

59



A solubilidade em agua néao foi afetada pela incorporacdo dos OEs (p>
0,05) enquanto que para o teor em agua, apenas 0s 0leos essenciais de salva e
melaleuca aumentaram significativamente este parametro (p<0,05) quando com-
parados ao filme controlo. Entre os OEs, apenas o 0leo essencial de gengibre
modificou a capacidade do filme em absorver agua, diminuindo estatisticamente
(p<0,05) o valor encontrado para o indice de intumescimento por comparagao
com o controlo. Para todos os demais 6leos, ndo houve diferencas significativas
neste parametro (p>0,05) (Tabela 4.2). Os filmes incorporados com EHA apre-
sentaram um menor grau de intumescimento, o que pode indicar um menor vo-
lume livre entre os nés do polimero e uma elevada interacédo entre o quitosano e
os polifenois presentes nos EHA, o que reduz o numero de ligacdes por pontes
de hidrogénio com a agua (Peng e Li, 2014). Enquanto os OEs sé&o ricos em
Oleos volateis (pequenas moléculas com grupo hidroxilo ligado ao anel aroma-
tico, como por exemplo timol, carvacrol, eugenol, entre outros), os extratos hi-
droalcodlicos contém volateis e outros compostos fendlicos (Brewer, 2011). Es-
tes outros compostos fendélicos compreendem os acidos fendlicos (acido gélico,
acido rosmarinico, entre outros), diterpenos fenélicos (carnosol e acido carnosi-
dico) e flavonéides (catequinas e quercetina, principais componentes de plantas
e extratos de chd), sendo que o solvente e procedimento de extracdo determi-
nam a eficiéncia e o tipo de compostos quimicos extraidos (Rusak, Komes, Likic,
Horzi¢, e Kovac, 2008). Portanto, as interacdes quimicas entre a cadeia de qui-
tosano e os antioxidantes incorporados variam conforme a composicao do ex-
trato (Silva-Weiss, Bifani, Ihl, Sobral, e Gomez-Guillén, 2013; Siripatrawan e
Harte, 2010). Para filmes incorporados com éleos essenciais, a principal intera-
cdo pode ser atribuida ao grupo amida do quitosano ligado aos grupos hidroxilo
dos polifendis (Silva-Weiss et al., 2013), enquanto que para os EHAs h4a uma
ligacdo éster extra entre grupos carbonilo dos acidos fendlicos e o polimero
(Siripatrawan e Harte, 2010). Esta interacao extra pode explicar as maiores re-
ducdes no indice de intumescimento em filmes incorporados com extratos hidro-

alcodlicos.

Os presentes resultados estdo em concordancia com o reportado por

Mayachiew e Devahastin, (2010), que observaram uma diminuicdo do grau de
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intumescimento dos filmes de quitosano quando foram incorporados extratos de
groselha, sendo este comportamento atribuido ndo apenas a interacao intermo-
lecular entre o quitosano e os extratos, mas também as propriedades hidrofobi-
cas dos extratos. As interacdes hidrofébicas entre polifendis e a regido hidrofé-
bica da matriz polimérica do quitosano sao conhecidas (Wu et al., 2013), e essas
associacOes resultam no bloqueio de alguns grupos ativos para adsorcdo de
agua, contribuindo para a reducdo do grau de intumescimento e da solubilidade
em agua (Kristo, Koutsoumanis, e Biliaderis, 2008; Park e Zhao, 2006; Wu et al.,
2013). No entanto, neste trabalho, a reducao da solubilidade nao foi observada
indicando que a interacao entre o quitosano e os extratos nao foi hidrofébica. No
caso do filme incorporado com OEG, que apresentou menores valores de indice
de intumescimento comparativamente ao controlo (p>0,05), este comportamento
pode ser explicado devido ao maior carater lipofilico do OEG (Brewer, 2011). O
polimero contendo OEG apresentou, igualmente, uma menor solubilidade (mas
sem significado estatistico), em comparacdo com os filmes contendo os restan-
tes OEs.

A maior solubilidade em agua e grau de intumescimento podem favorecer
a biodegradabilidade do filme (Singh e Sharma, 2008). De facto, a maior solubi-
lidade em agua dos filmes incorporados com os antioxidantes naturais (especi-
almente em relacdo aos EHAS) pode representar um constrangimento para 0s
filmes produzidos, visto que o bioplastico tende a solubilizar-se nos alimentos
(especialmente nas matrizes alimentares ricas em agua) aumentando a dificul-
dade na separacéao entre o filme e o alimento a ser embalado. Entretanto, é im-
portante salientar que tanto o quitosano como os extratos utilizados podem ser
ingeridos, sendo considerados um revestimento comestivel. A incorporacdo do
resveratrol em filmes de quitosano também resultou no incremento dos valores
de humidade (Pastor et al., 2013), corroborando os resultados obtidos no pre-
sente estudo. A solubilidade média em agua dos filmes de quitosano sem incor-
poracao de qualquer extrato (controlo) foi de 17 + 1 %, semelhante aos 24 + 1 %
reportada por Wang et. al (2013). Este grupo também observou um incremento
na solubilidade em agua dos filmes com a incorporagéo de polifendis extraidos

de chas na matriz do quitosano.
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4.1.1.5. Propriedades mecéanicas

A avaliacdo das propriedades mecanicas € fundamental durante o pro-
cesso de desenvolvimento de novos materiais plasticos, uma vez que a resistén-
cia mecanica e extensibilidade adequadas sao geralmente necessarias para que
as embalagens sejam capazes de resistir as tensdes externas e manter a inte-
gridade durante a sua utilizacao (Jridi et al., 2014). A resisténcia maxima a tracao
(Tensdo méaxima, TM), a percentagem de alongamento na rotura (elongacao (E))
e 0 modulo de elasticidade (ME) sao trés parametros importantes na avaliacdo

da forca e flexibilidade de filmes plasticos (Aranaz, Mengibar, e Harris, 2009).

Os parametros referidos foram determinados a partir da analise da curva
de tensado versus deformacéo dos corpos de prova dos filmes, sendo a TM o
valor de tensdo maximo antes da rotura, o ME a inclinagcdo na porcao elastica da
curva (parte linear), ambas expressas em MPa, e a %E a deformac&o relativa no

momento da rotura (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Propriedades mecéanicas dos filmes

Filmes Tensao maxima (MPa) Elongacéo (%) Médulo de elasticidade (MPa)
Controlo 20 + 5bed 35172 342 + 1]bcde
Qui_EHA A 12 + 2d 44 + 3 134 + 56¢f
Qui_EHA G 18 + 2¢d 43 + 52 117 + 50
Qui_EHA S 21 + 1bcd 39+ 3 282 + 55edef
Qui_EHA CP 28 + 3% 41 + 42 377 + 82bed
Qui_EHA CV 24 + 5abe 35+ 14a 434 + 88Pbc
Qui_EHA_K 22 + 3be 40 + 102 204 + 419t
Qui_OEA 28 + 4ab 36+ 52 655 + 62
Qui_OEG 18 + 3cd 35+ 102 186 + 459%f
Qui_OES 31+32 35+52 700 + 312
Qui_OEM 24 + 2abc 38+ 72 379 + 88bcd
Qui_ OET 31+32 38+22 547 + 15730

(a-f): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabili-
dade (p<0,05).

**Qui (quitosano); EHA (extrato hidroalcodlico); OE (6leo essencial); A (alecrim); G (gengibre); K (kenaf); S
(salva); CV (cha verde); CP (cha preto); M (melaleuca); T (tomilho).

Em geral, a tensdo maxima dos filmes incorporados com os 6leos essenci-
ais foi um pouco superior do que a do tratamento controlo, apesar de apenas 0s

filmes com OE de salva e tomilho terem apresentado diferenca significativa
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(p<0,05). Estes resultados podem ser explicados devido as interacdes dos gru-
pos hidroxilo presentes nos compostos volateis de baixo peso molecular dos
OEs (como timol e carvacrol) e os grupos amida da molécula de quitosano que
resultou em mudancas significativas nas propriedades mecanicas dos filmes
(Brewer, 2011; Siripatrawan e Harte, 2010). A incorporacdo de compostos natu-
rais de plantas confere ndo apenas acéo ativa (seja como agentes antioxidantes
e / ou antimicrobianos), mas também funciona como “cross-linking” (ligacao cru-
zada) e / ou agentes anti escurecimento (Silva-Weiss et al., 2013). Na prepara-
cao de filmes, a formacao de ligacdes cruzadas entre as moléculas do polimero
e 0s compostos ativos adicionados, contribui para uma maior estabilidade e re-

sisténcia mecanica (Mathew e Abraham, 2008; Silva-Weiss et al., 2013).

Em relacdo aos filmes incorporados com EHAs, n&do foram observadas di-
ferencas significativas entre as TM dos mesmos e o controlo (p>0,05). Provavel-
mente a quantidade de extrato incorporado néo foi suficiente para modificar a
resisténcia mecanica do material. Siripatrawan e Harte (2010), desenvolveram
filmes de quitosano incorporados com extratos de cha verde em proporcdes va-
riando entre 2-20%, e observaram alteracées na tensdo maxima apenas nos bi-
opolimeros com incorporacao de extrato em percentagens superiores a 5%, cor-
roborando os resultados apresentados no presente trabalho (em que apenas 1%

de extrato foi incorporado).

Em relacdo ao alongamento na rotura, a incorporacdo dos compostos ati-
vos nos filmes de quitosano nao resultou em alteracao neste parametro (p>0,05),
por outro lado alterou a rigidez dos mesmos (resultou em diferencas no modulo
de elasticidade) (p<0,05) (Tabela 4.3). Os biopolimeros incorporados com extra-
tos hidroalcoolicos de alecrim, kenaf, salva e gengibre apresentaram menores
modulos de elasticidade do que o controlo (no caso do EHA G estatisticamente
significativo, p<0,05), e em relagéo aos 0leos essenciais, apenas o OEG diminui
a rigidez dos filmes (sem significancia estatistica p<0,05). Todos os demais OEs
aumentaram o modulo de elasticidade, e para os OES e OEA com significAncia
estatistica (p<0,05). A presenca de moléculas mais complexas e pesadas no ex-
trato hidroalcodlico de gengibre provavelmente resultou no rompimento das liga-

¢cOes quimicas entre as moléculas de quitosano, atuando como um plastificantes,
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e consequentemente reduzindo a sua rigidez (EI-Ghorab, Nauman, Anjum,
Hussain, e Nadeem, 2010). Por oposicéo, as moléculas volateis de menor peso
molecular, presentes nos OEs de salva e alecrim, preencheram os espagos in-
ternos da matriz polimérica, favorecendo o desenvolvimento da continuidade es-
trutural, produzindo filmes com maiores cadeias cruzadas e, consequentemente,

mais rigidos (Siripatrawan e Harte, 2010).

Em comparagédo com valores reportados na literatura, os resultados aqui
apresentados sdo menores do que alguns autores encontraram (Perdones et al.,
2014; Sanchez-Gonzalez et al., 2010) ou maiores (Siripatrawan e Vitchayakitti,
2016). A comparacao entre diferentes trabalhos é muitas vezes dificil de se rea-
lizar visto que uma vasta gama de fatores pode interferir no resultado final, como
o uso de diferentes meios acidos para solubilizacdo do quitosano, a origem e as
caracteristicas do polimero, assim como o seu grau de desacetilacdo e percen-
tagem utilizada para formacao da SF, entre outros fatores relacionados com as
condicdes experimentais e de realizacdo dos ensaios (Sanchez-Gonzélez et al.,
2010).

Em resumo, os EHA de cha preto e cha verde, assim como os OEs de
salva, tomilho e alecrim podem ser destacados como aqueles que causaram
maiores alteracdes nas propriedades mecéanicas dos filmes de quitosano produ-
zidos (do ponto de vista do reforco mecénico). No entanto, curiosamente, ne-
nhuma correlagao foi encontrada entre as propriedades mecanicas e as proprie-
dades de solubilidade em agua / indice de intumescimento dos filmes. A menor
capacidade de absorver agua dos filmes incorporados com OEG e os EHAs de
gengibre, salva e Kenaf, pode ser atribuida a afinidade entre o polimero e os
compostos ativos que preenchem as lacunas internas, reduzindo a adsorgéo de
agua. No entanto, tais interagcfes provavelmente ndo foram suficientes para me-
lhorar a resisténcia a tracdo dos bioplasticos, ou seja, um indicio que os com-
postos ativos ligados ao polimero ndo induziram uma mudanca estrutural
(Rubilar et al., 2013)

64



4.1.2. Caracterizacédo da atividade dos filmes

De modo a verificar o poder antioxidante dos filmes desenvolvidos, foram
realizadas inicialmente as caracterizacfes dos extratos e 6leos em termos de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, assim como o ensaio de mi-

gracao para os filmes incorporados com os antioxidantes naturais avaliados.
4.1.2.1. Caracterizacédo dos OEs e EHAs

Os teores totais de compostos fendlicos (CFT) assim como a atividade an-
tioxidante dos seis extratos hidroalcodlicos e cinco 6leos essenciais testados na

producao dos biofilmes encontram-se na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Caracterizacdo dos extratos hidroalcodlicos e éleos essenciais
DPPH (umol equiva- ABTS (umol equiva-

E_xtrato . CFT™ (mg EAG/g lente de Trolox/g lente de Trolox/g
idroalcodlico planta)

planta) planta)
Cha verde 68,0 £ 1,0¢ 904 + 362 1636 + 772
Cha preto 30,0 £1,0° 592 + 32° 920 + 20°
Kenaf 11,8 £ 0,2¢ 160 + 3¢ 147 + 2°
Gengibre 7,4 +0,02¢ 44 + 1° 199 + 0°
Alecrim 33,0+ 0,0° 476 + 14° 508 + 30°
Salva 20,8 + 0,4° 306 + 8¢ 347 + 8¢
. : CFT** (m DPPH (umol equiva- ABTS (umol equiva-
Oleo essencial EAG/mL(OgE) lente de('ll'lrolox/r?IL OE) lente de('tl'lrolox/qu OE)
Gengibre 16,0 + 1,0° 2,83 + 0,062 10,0+ 0,32
Alecrim 8,9+0,8° 2,98 + 0,092 14,8 + 0,12
Salva 7,0 £ 0,8 0,98 + 0,02° 11,9+0,2?2
Melaleuca 23,0+ 1,02 0,30 + 0,08¢ 3,9+0,2°
Tomilho 6,4 +0,3¢ 0,72 + 0,02°¢ 4,4+0,1°

(a-f): Entre 6leos essenciais ou extratos hidroalcodlicos, médias ha mesma coluna seguidas por diferentes
letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
** CFT (compostos fendlicos totais); EAG (equivalente de acido gélico); OE (6leo essencial).

O poder antioxidante dos extratos hidroalcodlicos apresentou boa correla-
¢cdo com o teor total de compostos fendlicos. Os maiores contetdos de CFT fo-
ram encontrados nos EHAs de cha verde, cha preto e alecrim, assim como tais
extratos apresentaram o maior poder antioxidante, em ambos ensaios utilizados
(DPPH e ABTS). Os extratos de kenaf e gengibre foram os que apresentaram
menor conteddo em CFT tendo igualmente sido aqueles que apresentaram ati-

vidade antioxidante mais reduzida (Tabela 4.4). A comparacéo dos resultados
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encontrados com os dados presentes na literatura ndo é uma tarefa simples,
uma vez que a composicado em fenois dos extratos pode variar com a origem das
plantas e com o método de extragdo utilizado (Rusak et al., 2008). Os extratos
hidroalcodlicos de kenaf, gengibre e chas verde e preto apresentaram valores
para CFT menores que 0s reportados por varios autores na literatura (Almajano,
Carbé, Jiménez, e Gordon, 2008; Brewer, 2011; Chan, Lim, Chong, Tan, e Wong,
2010; Liu, Qiu, Ding, e Yao, 2008; Pascoal et al., 2015; Turkmen et al., 2006).
Por outro lado, os extratos de alecrim e salva apresentaram teores de fendlicos
totais superiores aos obtidos em outros trabalhos utilizando métodos semelhan-
tes de extracao (Vallverdu-Queralt et al., 2014). Basicamente, as diferencas po-
dem ser atribuidas aos diferentes tempos de contato entre os solventes e as
plantas, as diferentes temperaturas utilizadas, ao fornecimento ou ndo de ener-
gia ao sistema (por exemplo uso de ultrassom), ou ao tipo de solvente utilizado,
uma vez que a polaridade do mesmo afeta diretamente o processo de extracao
dos compostos fendlicos (Almajano et al., 2008; Brewer, 2011; Turkmen et al.,
2006).

Em relacdo aos 6leos essenciais, apenas para o0s 6leos de gengibre e to-
milho se observou uma correlagcéo entre os teores de fendlicos totais e atividade
antioxidante (Tabela 4.4). O elevado teor de CFT presentes no 6leo essencial de
melaleuca ndo correspondeu a uma elevada atividade antioxidante. Por outro
lado, o OEA mesmo apresentando baixo conteido em compostos fendlicos totais
em comparacdo com os OEs de gengibre e melaleuca, foi o 6leo que demonstrou
um maior poder antioxidante. Os 6leos essenciais de salva e tomilho apresenta-
ram valores similares de CFT, e na mesma medida atividade antioxidante seme-
lhante pelo método de estabilizacdo do radical DPPH. No entanto, o poder anti-
oxidante do OES medido pelo ensaio ABTS foi significativamente superior ao do
OET. Este comportamento é facilmente explicado pelas diferentes composi¢des
guimicas dos Oleos. Com efeito o poder antioxidante dos OEs depende ndo so
da sua concentracdo em compostos fendlicos, mas também do seu perfil fendlico
especifico (Brewer, 2011), para além de nos OEs ainda encontrar-se outros tipos
de compostos de conhecida atividade antioxidante, nomeadamente terpenos.

Mais uma vez, os resultados obtidos neste estudo para a CFT e atividade
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antioxidante dos OEs apresentam diferencas em relacéo aos reportados na lite-
ratura, o que pode ser explicado por diversos fatores relacionados com as plan-
tas utilizadas para extracdo dos 6leos, como a localizacao geogréfica da colheita,
a altura do ano da colheita, as condi¢es climaticas, o estado nutricional das
plantas, assim como os métodos de extracdo utilizados (Badawy e Abdelgaleil,
2014).

4.1.2.2. Ensaio de migracao

Apenas os filmes incorporados com os Oleos essenciais apresentaram di-
fusdo dos compostos fendlicos para 0 meio simulador durante o tempo ensaiado
(10 dias / 37 °C £ 2 °C). Os compostos antioxidantes presentes nos extratos
hidroalcodlicos ndo migraram para o simulador alimentar, ndo tendo sido, desta
forma, detetados pelos métodos de Folin-Ciocalteu ou ensaios DPPH e ABTS.
Aparentemente, os compostos fenodlicos presentes nos EHAs apresentaram
maior afinidade com a matriz polimérica do que com o simulador utilizado, resul-
tando numa pequena solubilidade e migracao indetetavel pelos métodos utiliza-
dos. Quando hd um bom aprisionamento dos compostos incorporados na matriz
polimérica a difusdo é reduzida (Jamshidian, Tehrany, e Desobry, 2012). Os fil-
mes incorporados com 0s EHA apresentaram maior solubilidade em agua e me-
nores indices de intumescimento do que os filmes com OEs (ver cap. 4.1.1.4),
indicando a existéncia de menores espacos entre as cadeias poliméricas para
absorcao do etanol (simulador), e por consequéncia menor relaxamento da ma-
triz polimérica e libertacdo / difusdo dos compostos fendlicos. Outro fator que
provavelmente pode explicar os resultados obtidos € a reduzida quantidade (1%
v/v) incorporada dos EHA. Novas formula¢des contendo teores de EHA mais
elevados provavelmente resultariam em migracdo dos compostos fendlicos,
como foi observado no copolimero de etileno vinil &lcool incorporado com 5% de

extrato de cha verde (L6pez-de-Dicastillo et al., 2012).

A elevada interacéo entre os EHA e o polimero de quitosano € uma vanta-
gem uma vez que os polifendis dos extratos incorporados podem também pro-
teger o filme produzido dos fendmenos de oxidacao (Tian et al., 2013). Como se

pretende que os filmes desenvolvidos sejam utilizados como embalagem ativa
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para alimentos, quando em contato direto com o produto embalado (uma matriz
mais complexa com fracdes hidrofilicas e hidrofébicas), espera-se um compor-
tamento diferente, com potencial difusdo dos compostos ativos para o alimento,
resultando numa conservacao gradual ao longo da sua vida util. Além disso, 0s
polifendis aprisionados nas cadeias de quitosano podem melhorar as proprieda-
des de barreira dos filmes, retardando o possivel contato do alimento embalado
com &gua, oxigénio ou luz, j& que os compostos bioativos representam um es-

cudo e um meio de reacdo prévio ao alimento.

Para os filmes incorporados com OEs foi observada a migracdo dos com-
postos fendlicos para o meio simulador, de forma gradual até um maximo (pri-
meiras 48 horas) (Fig. 4.3A e 4.3B), em concordéncia com trabalhos previamente
publicados (L6pez-de-Dicastillo et al., 2012; Ramos, Jiménez, et al., 2014). Os
teores de compostos fendlicos difundidos foram proporcionais aos teores pre-
sentes nos 0leos puros, ou seja, a maior migracao foi registada no meio simula-
dor contendo filmes incorporados com os 6leos com maior teor de compostos
fendlicos (OE de gengibre e melaleuca), enquanto que os biopolimeros incorpo-
rados com o0s 6leos que apresentaram menores teores em compostos fendlicos
(alecrim, tomilho e salva) mostraram menor migracdo destes compostos. Todos
os filmes apresentaram uma razéo de libertacdo dos compostos fendlicos seme-
Ihante (entre 34-52% do total incorporado), com excec¢éo do filme incorporado
com OEG, cuja difusao foi praticamente a totalidade do incorporado (92%) (Ta-
bela 4.5).

Tabela 4.5. Cinética de difusdo dos compostos fendlicos e avaliagdo da atividade antioxidante
no simulador

Filmes* C?oefiNCiente de Méximo difundido/ Méaxima ativi/da_tde antioxidante no Si-
difusdo (cm?/s) total incorporado mulador / maxima atividade possivel

Qui_ OEM  (1,1+0,3)x 1010 0,40 0,88

Qui_OEA (0,6 £0,1) x 1010 0,34 0,61

Qui_ OES (2,3+0,3)x 1010 0,52 0,94

Qui OET  (1,5+0,4)x 1010 0,41 0,84

Qui_OEG (5+1)x1010° 0,92 1,0

* Qui (quitosano); OEA (6leo essencial de alecrim); OEG (6leo essencial de gengibre); OEM (6leo essencial
de melaleuca); OES (6leo essencial de salva); OET (6leo essencial de tomilho).
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O processo de difusdo de compostos (aditivos ou contaminantes) do mate-
rial de embalagem para alimentos ou simuladores alimentares segue um modelo
baseado na segunda lei de Fick, extensivamente utlizado para determinar os
coeficientes de difusdo de tais compostos (Chungy et al., 2002; Fortunati,

Peltzer, Armentano, Jiménez, e Kenny, 2013).

Os coeficientes de difusdo calculados correlacionam-se com a razao de
libertacdo dos compostos fendlicos, e estédo dispostos na Tabela 4.5. Os filmes
incorporados com OEG apresentaram o maior coeficiente de difusdo seguido
pelos tratamentos do quitosano com OES, OET, OEM e por ultimo OEA. Os re-
sultados estédo de acordo com o reportado por Ramos et. al (2014), que calcula-
ram os coeficientes de difusdo de carvacrol e timol incorporados em filmes de
polipropileno para diferentes simuladores. Estes autores encontraram valores de
difusédo na mesma magnitude das nossas determinacdes: 2 x 101° (cm?/s) e 1 x
1019 (cm?/s) para carvacrol e timol, respetivamente, na sua difusdo para etanol
95%.

Segundo Jamshidian et. al (2012), varios sdo os fatores que interferem no
processo de migracdo, nomeadamente: (i) as caracteristicas do polimero (mor-
fologia, peso molecular, distribuicdo, cristalinidade, densidade e orientacéo) que
podem interferir no tamanho, forma e distribuicdo de microcavidades, portanto,
no caminho de difuséo; (ii) tipo de compostos ativos incorporados (polaridade,
forma e solubilidade); (iii) a interacdo entre o polimero e os compostos ativos
incorporados (efeito plastificante). Considerando que a quantidade de glicerol e
OE incorporada foi constante em todos os filmes, a diferenca no perfil de migra-
cdo s6 pode ser explicada pelo tipo de compostos ativos incorporados, ou seja,
pela composicao quimica dos varios 6leos essenciais, bem como pela solubili-
dade e polaridade dos compostos ativos neles existentes. No caso do OE de
gengibre, a maior difusdo dos compostos fenélicos para o simulador provavel-
mente ocorreu devido a sua maior solubilidade em etanol 95%. Esta elevada
difusdo dos compostos fendlicos do OEG pode estar também relacionada com o
carater lipofilico dos mesmos, tal como foi indicado na reviséo feita por Brewer

(2011) sobre antioxidantes naturais.
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Figura 4.3. Ensaio de migracdo (compostos fendlicos totais no simulador alimentar). Na figura A: (+) Controlo; (" Q- ") Quitosano + OEM,;
(— —.) quitosano + OEA. Na figura B: (+) quitosano + OES; ("' 0O ') quitosano + OET; ( — 4 —.) quitosano + OEG. OEM (éleo
essencial de melaleuca); OEA (6leo essencial de alecrim); OES (6leo essencial de salva); OET (6leo essencial de tomilho); OEG (6leo essencial de
gengibre).
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Figura 4.4. Ensaio de migracao (atividade antioxidante do simulador pelo método DPPH). Na figura A: (+) Controlo; (" Q- ") Quitosano +

OEM; (— . —.) quitosano + OEA. Na figura B: (+) quitosano + OES; (" Q- ') quitosano + OET; (— 4 —.) quitosano + OEG. OEM
(6leo essencial de melaleuca); OEA (6leo essencial de alecrim); OES (6leo essencial de salva); OET (6leo essencial de tomilho); OEG (6leo essencial
de gengibre).
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Figura 4.5. Ensaio de migracédo (atividade antioxidante do simulador pelo método ABTS). Na figura A: (+) Controlo; (" Q- ) Quitosano +

OEM; (— v —.) quitosano + OEA. Na figura B: (+ ) quitosano + OES; (" - Q- ") quitosano + OET; (— A —.) quitosano + OEG. OEM

(6leo essencial de melaleuca); OEA (6leo essencial de alecrim); OES (6leo essencial de salva); OET (6leo essencial de tomilho); OEG (6leo essencial
de gengibre).
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A atividade antioxidante dos compostos migrados para o simulador, medi-
dos pelos métodos DPPH e ABTS, esta representada nas Figuras 4.4 e 4.5, res-
petivamente. A maior atividade antioxidante, em ambos os ensaios, foi obser-
vada nos simuladores apos as primeiras 48 horas de ensaio. O perfil de liberta-
cao dos compostos antioxidantes foi idéntico em ambos os ensaios (exponencial
até um maximo). A Unica excec¢ao ocorreu para os filmes incorporados com OEA,
onde no ensaio do DPPH o equilibrio ocorreu apenas apds 192 horas de contato
néo tendo sido atingido um patamar de equilibrio no ensaio ABTS. Neste caso,
0S compostos com atividade antioxidante apresentaram menor taxa de difusao
para o simulador do que o observado nos outros filmes (Tabela 4.5). Segundo
Brewer (2011), solventes de média polaridade, como a solucdo de etanol 50%,
sao capazes de extrair do alecrim maiores quantidades de compostos com ativi-
dade antioxidante que solventes com menor polaridade, como o etanol 95% uti-
lizado no ensaio de migracéo, o que explica a lenta taxa de difusdo dos compos-
tos ativos deste OE para o simulador. No entanto, entre todos os OEs, a maior
atividade antioxidante foi registada para os filmes incorporados com 6leo essen-
cial de alecrim, o que esta de acordo com os bons resultados também verificados
para o Oleo puro discutidos anteriormente (Tabela 4.4). Esta elevada atividade
antioxidante do OEA pode ser atribuida aos diterpenos fendlicos (acido carnoé-
sico, carnosol, rosmanol, rosmadial, &cido 12-metoxicarndsico, epi-rosmanol e
iso-rosmanol) e acidos fendlicos (rosmarinico e cafeico), que sdo os constituintes
deste OE com maior atividade antioxidante reportada (Brewer, 2011). A atividade
antioxidante apresentada nos simuladores contendo os filmes incorporados com
os demais OEs testados também apresentou boa correlacdo com o poder antio-
xidante dos 6leos puros. Desta forma, quanto maior foi a atividade antioxidante
dos OEs puros, maior foi a atividade antioxidante observada no meio simulador
(tal como observado com 0 OEA nos ensaios de DPPH e ABTS, e também para
0s Oleos de gengibre e salva no ensaio de ABTS), enquanto que quanto menor
foi a atividade antioxidante dos OEs puros menor foi a atividade antioxidante
observada no meio simulador (o que se verificou para os 6leos de tomilho e me-
laleuca, Figuras 4.4 e 4.5). A excecao a este comportamento foi observada nos

filmes com OEG, em que no ensaio DPPH, o OEG puro apresentou elevada
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atividade antioxidante (semelhante a apresentada pelo OEA), mas no meio si-
mulador apresentou uma percentagem de inibicdo do radical DPPH de apenas

5%, muito inferior aos 25% observados para OEA (Figura 4.4).

A atividade antioxidante do gengibre pode ser atribuida a presenca de aci-
dos fendlicos (cafeico e géalico) e compostos volateis (por exemplo, a e B - pi-
neno, gingerol, p-cimeno) (Brewer, 2011). Em relacdo ao OES, a sua atividade
antioxidante esta ligada com alguns dos mesmos compostos encontrados no
alecrim (rosmanol, rosmadial, carnosol, acido carndsico e acido rosmarinico)
junto com outros flavonéides (Brewer, 2011), e também com a e B-pineno e 1,8-
cineol (Burt, 2004). Ja o 6leo essencial de tomilho, os compostos antioxidantes
associados sdo o timol (o mais efetivo) e outros volateis, como o carvacrol, a e
B - pineno, 1,8-cineol, p-cimeno, &cidos fendlicos como o &cido rosmarinico e
flavondides (Brewer, 2011; Burt, 2004). Os compostos ativos encontrados na
melaleuca sao o terpen-4-ol, a e y-terpeno e o 1,8-cineole, mas apenas o ultimo

tem atividade antioxidante (Carson, Hammer, e Riley, 2006).

Em termos de atividade antioxidante medida pelo ensaio ABTS, todos os
filmes apresentaram resultados semelhantes para o maximo difundido / total in-
corporado (0,84-1,00), exceto para o filme incorporado com OEA cuja razéo foi
de apenas 0,61 (Tabela 4.5). No entanto, esta menor difusdo de compostos com
atividade antioxidante pode ser devida a menor libertacdo dos fendis da matriz
de quitosano devido a baixa polaridade do simulador, como explicado anterior-
mente. Também deve ser mencionado que os compostos fendlicos libertados
para o meio simulador permaneceram estaveis e ndo se degradaram durante o
teste de migracao (10 dias). Nao se observou igualmente perda significativa de
antioxidantes volateis durante a secagem dos filmes (< 5%). De facto, o método

usado para produzir os filmes foi escolhido para evitar / prevenir estas perdas.

4.1.2.3. Espectroscopia de absorc¢édo naregiao do infravermelho com trans-

formada de Fourier

Os espectros de FT-IR dos filmes de quitosano incorporados com os dife-

rentes extratos antioxidantes naturais estéo representados na Figura 4.6.
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Figura 4.6. FT-IR dos filmes de quitosano. (A) Controlo; (B) quitosano + OEM; (C) quitosano
+ OEA,; (D) quitosano + OES; (E) quitosano + OEG,; (F) quitosano + OET; (G) quitosano + EHA_S;
(H) quitosano + EHA_K; () quitosano + EHA_G; (J) quitosano + EHA_ CP; (K) quitosano +
EHA_CV; (L) quitosano + EHA_A. EHA (extrato hidroalcodlico); OE (6leo essencial); A (alecrim);
G (gengibre); K (kenaf); S (salva); CV (cha verde); CP (cha preto); M (melaleuca); T (tomilho).

De uma forma geral ndo houve grandes diferencas entre 0s espectros para
os diferentes tratamentos, provavelmente devido as pequenas quantidades in-
corporadas (1% v/v) e ao modo de leitura utilizado (ATR). O espectro do filme
controlo exibiu as bandas de absorcéo caracteristicas do quitosano em 3332 cm-
! (estiramento assimétrico de -OH); 3246 cm™ (alongamento assimétrico de -
NH); 2867 cm™ (ligagdo C-H do grupo metilo do -NHCOCHs3); 1635 cm™ (amida
); 1550 cm* (vibracdo -NH2 — da amida Il); 1337 cm* (vibracdo esquelética en-
volvendo o estiramento CN da amida Ill) e 1376-1404 cm (flexdo -CH2) (Avila,

Bierbrauer, Pucci, Lopez-Gonzélez, e Strumia, 2012; Kim e Thomas, 2007; Silva-
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Weiss et al., 2013). Além dos picos caracteristicos da estrutura sacaridea do
quitosano em 922 cm?, 1022 cm™ e 1047 cm (vibracdes esqueléticas envol-
vendo o alongamento C — O) e 1150 cm™ (alongamento assimétrico da ponte C
—0-0C) (Avila et al., 2012).

A incorporacao dos antioxidantes naturais provocou mudancas nos espec-
tros de absorcdo entre as bandas 1200 cm™ e 1400 cm™, devido aos grupos
hidroxilo dos compostos fendlicos e as vibragées CO e C = O (Avila et al., 2012;
Silva-Weiss et al., 2013; Siripatrawan e Harte, 2010). A absorcédo a 1550 cm™?
(amida II) diminuiu principalmente com a incorporacdo do OEG e dos EHAs de
chéa verde, cha preto e kenaf, sugerindo que houve ligacdo entre os polifendis
presentes nos extratos e 6leos e o0 grupo amida do quitosano (Silva-Weiss et al.,
2013).

O novo pico em 1715-1730 cm, observado em todos os espectros com
OEs e EHAs, foi atribuido a uma ligacdo éster entre os grupos carbonilo dos
acidos fendlicos e quitosano, como sugerido por Silva-Weiss et. al (2013) e Siri-
patrawan e Harte (2010). A reducao da absorgcédo observada entre 3500 e 3000
cml, para a maioria dos filmes incorporados com 6leos e extratos hidroalcodli-
cos, confirma a ligacdo entre os compostos fendlicos presentes nos extratos na-
turais e o quitosano, pois essas bandas correspondem ao estiramento do hidro-
xilo livre e ao alongamento assimétrico e simétrico das ligacdes NH no grupo
amina. Essa interacdo entre grupos hidroxilo dos polifendis e grupos amida do
quitosano resulta em melhorias nas propriedades mecanicas e de barreira (Siri-

patrawan e Harte, 2010; Souza et al., 2017).
4.2. Selecado da melhor montmorilonite

Os resultados da analise de DR-X das trés argilas puras, do filme controlo
e dos filmes incorporados com 2,5% de cada uma delas s&o apresentados na
figura 4.7. As argilas MMTNa e MMTCa exibiram picos de difragcdo caracteristi-
cos de sua estrutura cristalina localizados em torno de 20 = 7,512° e 6,333°,
respetivamente. De acordo com a Lei de Bragg estes valores correspondem a
um espagamento interplanar doo1 = 11,76 e 13,95 A ou 1,18 e 1,40 nm, respeti-

vamente. Estes valores calculados estdo em boa concordancia com o valor doo1
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da especificacdo do fornecedor: 1,17 e 1,55 nm, respetivamente (BYK, 2013b,
2013c). Em relacdo a MMT20, néo foi possivel determinar o seu pico de difracdo
caracteristico devido a limitag6es no equipamento utilizado. No entanto, observa-
se no inicio do difratograma um pico em angulos 20 inferiores a 5° (limite do
equipamento). De acordo com a especificacdo da nanoargila, a mesma possui
uma distancia interplanar de doox = 3,16 nm, correspondente a um 20 = 2,79°
(BYK, 2013a) ou seja, referente ao pico nao determinado na analise devido as
limitagbes do equipamento. Outro pico é observado no resultado de DR-X da
MMT20 em 20 = 9,341° correspondente ao valor doo: de 9,47 A ou 0,95 nm.
Segundo Paiva, Morales e Guimarées (2006) este € um pico de segunda ordem
do Cloisite®20A.
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Figura 4.7. Difratogramas das nanoargilas puras, filme de quitosano e dos filmes de quitosano
incorporados com as diferentes MMTs. Qui (quitosano), MMT (montmorilonite).

Intensidade (u.a.)

w

O uso das nanoargilas como reforgos poliméricos tem sido extensivamente
estudado nas ultimas décadas devido a dispersdo em tamanho nanométrico da
argila nas matrizes poliméricas, melhorando as propriedades mecanicas (au-
mento do médulo e resisténcia) e fisicas (diminuicdo da permeabilidade a gases,
aumento da resisténcia ao calor e a solventes) em comparacdo com o polimero

puro ou compositos convencionais (Rhim e Ng, 2007). No entanto, as melhorias
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nas propriedades mecanicas e de barreira pela incorporacdo das nanoargilas s6
€ alcancada quando se consegue uma dispersdo homogénea da montmorilonite
na matriz polimérica (Silvestre et al., 2011). Entre os quatro possiveis arranjos
morfoldgicos que a montmorilonite pode assumir (hanocompésitos nao interca-
lados ou tactoides, nhanocompdsitos intercalados, nanocompaositos esfoliados e
nanocompositos floculados), a estrutura mais desejada € a de nanocompoésitos
esfoliados seguidos dos intercalados (Rhim e Ng, 2007; Silvestre et al., 2011).
Enquanto que no arranjo intercalado, as cadeias poliméricas sdo inseridas entre
as camadas de silicato da argila, organizadas na forma empilhada, nos nano-
compositos esfoliados, ocorre a esfoliacdo completa ou delaminacédo das cama-
das de silicato ao longo da matriz polimérica, o que resulta em melhorias signifi-

cativas nas propriedades dos polimeros (Dias et al., 2014, Silvestre et al., 2011).

O estudo do grau de intercalacédo / esfoliagdo das camadas de silicatos nos
nanocompositos poliméricos geralmente € realizado por meio das técnicas de
DRX e microscopia eletronica de transmisséo (MET). Nos nanocompasitos esfo-
liados, a extensa separacao de camadas resulta no desaparecimento de qual-
quer pico de difracdo de DRX (Dias et al., 2014; Pola et al., 2016; Silvestre et al.,
2011).

Analisando-se os resultados do DRX dos bio-nanocompdésitos produzidos
com a incorporacdo das MMTs testadas (Qui-MMTNa; Qui-MMTCa e Qui-
MMT20) (Fig. 4.7), verifica-se que os picos de difracdo caracteristicos das regi-
Oes cristalinas das nanoargilas desapareceram, provavelmente como resultado
de uma configuracdo desordenada da estrutura lamelar, que nao foi detetavel
por DRX, fornecendo fortes evidéncias de que as camadas de argila assumiram
uma configuracéo esfoliada (Silvestre et al., 2011).

Biopolimeros de quitosano incorporados com diferentes proporcgées (2,5%,
5% e 10%) de MMTNa foram desenvolvidos e caracterizados por DRX e MET
(Wang et al., 2005). Neste trabalho, os autores observaram pelas técnicas utili-
zadas que houve uma boa miscibilidade entre o polimero e o nanorreforco, de-

hY

vido a natureza hidrofilica e policatibnica do quitosano em meio acido que
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possibilita, por meio da troca catidnica, a facil incorporacao do polimero entre as

camadas da argila (Darder et al., 2003), corroborando 0s nossos resultados.

Aincorporacdo de MMT em biopolimeros € um processo que requer intensa
energia para abrir as camadas da argila e evitar a aglomeragéo do nanomaterial.
De forma similar ao realizado neste trabalho, Dias et al. (2014) e Pola et al.
(2016) estudaram a incorporacao de montmorilonite em biopolimeros utilizando
energia de ultrassons para facilitar a dispersdo da MMT na matriz polimérica.
Dias et al. (2014) incorporou 1% (m/m) de MMTNa em quitosano utilizando ba-
nho ultrassoénico (80 W) por 36 min, enquanto que Pola et al. (2016) incorporou
Cloisite®30B (2,5% m/m) em acetato de celulose usando ultrassons, durante 30
min (400 W). Estes autores encontraram padrdes de DRX que sugeriram uma
conformacao intercalada ou esfoliada, corroborando os resultados apresentados
neste trabalho. Desta forma, pode concluir-se que o processo de agitacdo utili-
zado na producao dos bioplasticos é capaz de aumentar a dispersao da montmo-

rilonite no filme de quitosano e é viavel para a producao de bio-nanocompasitos.

A incorporagédo das nanoargilas resultarou em melhorias nas propriedades
mecanicas dos bio-nanocompdsitos, tal como esperado, ndo se verificando gran-
des alteracfes nas propriedades 6ticas (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Propriedades mecénicas e 6ticas dos filmes de quitosano incorporados com diferen-
tes MMTs

. OPA T™ ME
* * * * o)
Filme L a b hue ( 1) (MPa) (MPa) %E

Qui 75+3% 0,8+0,5°¢ 37+23 89+1a 3,7+0,32 17+1° 340+11° 31+42
Qui_MMTNa 74+3% 3,4+1,8% 42+32 86+2° 6,4+0,62 31+02 806+19%  15+5
Qui_MMTCa 71+2b 55+1,4% 44423 83+2¢ 6,9+1,82 29+22 066+1622 11+1°

Qui_MMT20 81+32 -0,3+0,8° 29+6° 91+2a 54+0,82 29+228 7144450  24+11%

(a-c): médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabili-
dade (p<0,05).
**Quitosano (Qui); Montmorilonite (MMT); Opacidade (OPA); Tensdo maxima na rotura (TM); Mdédulo de
elasticidade (ME), %E (percentagem de elongacao).

A resisténcia a tracédo e o modulo de elasticidade nos biopolimeros aumen-
taram significativamente (p <0,05) por comparacdo com o filme controlo, en-

guanto que a percentagem de alongamento na rotura diminuiu como resultado
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do alinhamento do material. As MMTs quando intercaladas ou esfoliadas em ma-
trizes poliméricas sédo capazes de melhorar as propriedades mecanicas devido
a forte interacdo entre 0 quitosano e o nanomaterial a medida que as ligacdes
quimicas séao fortalecidas, resultando em um material mais resistente, menos
flexivel e rigido (Abdollahi, Rezaei e Farzi, 2012).

E importante assinalar que a incorporacéo das argilas néo resultou em di-
ferencas significativas na opacidade e cor final dos filmes (p>0,05), exceto para
o filme incorporado com MMTCa que apresentou coloragdo com tonalidade um
pouco menos amarela e mais laranja (menor hue* - p<0,05) e um pouco mais

escura (Tabela 4.6).
4.3. Consideracgdes finais

A selegéo dos melhores extratos naturais a serem incorporados nos filmes
deve ser baseada na capacidade dos mesmos de conferir atividade antioxidante
aos biopolimeros, com menores alteracdes nas propriedades fisicas do material.
Desta forma, entre os extratos hidroalcodlicos e 6leos essenciais, é notério que
os ultimos do ponto de vista da bioatividade acrescida foram melhores que os
EHA (uma vez que foram os Unicos em que houve migracdo dos compostos
fendlicos com preservacdo da atividade antioxidante). Sendo assim, a selecao
dos melhores extratos foi feita entre os cinco 6leos essenciais avaliados. Ainda
do ponto de vista da bioatividade, os OEs de destaque foram nesta ordem OEA,
OES, OEG, OET e OEM. Atendendo a que o0 OEA e OES séo obtidos de plantas
da mesma familia (Lamiaceae), optou-se desta forma pelo OEA e OEG para
prosseguir com o estudo, de forma a estudar dois 6leos obtidos de plantas de
diferentes familias, mas com elevada atividade quando incorporados no quito-

sano.

Entre as diferentes MMTs estudadas, ndo foram verificadas diferengas
significativas entre as propriedades mecanicas, e todos 0os nanocompdsitos
apresentaram boa interacdo entre a argila e o polimero observada pelo DRX,
sugerindo a obtencdo de uma morfologia esfoliada, validando o processo de agi-
tacdo mecéanica utilizado para a producéo dos filmes. Portanto, a escolha da me-

Ihor montmorilonite foi baseada na hidrofilicidade das nanoargilas testadas.
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Tendo-se optado pelas argilas mais hidrofilicas, ou seja, as ndo modificadas,
descartando-se a MMT20. Entre as duas argilas naturais hidrofilicas (MMTNa e
MMTCa), apesar de se nao ter observado diferengas significativas (p>0,05) nas
propriedades mecanicas, a montmorilonite sédica (Cloisite®Na+) mostrou uma
tendéncia de valores mais elevados de tensdo maxima com alteracdes intermé-
dias no alongamento e modulo de elasticidade, e menores alteracées nas pro-
priedades Gticas (opacidade e valores de hue* mais proximos da amostra con-
trolo) (Tabela 4.6). Portanto, a MMTNa foi a montmorilonite escolhida para ser
usada na continuacdo dos estudos. Além disso, a MMTNa por ser mais hidrofi-
lica, pode interagir melhor com o quitosano do que com os 6leos utilizados como
compostos ativos, possibilitando a melhoria das propriedades funcionais dos bio-
nanocompoésitos ao mesmo tempo que possibilita uma libertacdo mais facil dos

compostos fendlicos para o alimento embalado (Dias et al., 2014).

Desta forma, os novos filmes desenvolvidos na proxima etapa do estudo
foram incorporados com 0%, 0,5%, 1% e 2% de OEA ou OEG, com ou sem o
nanorreforco da MMTNa, e os resultados e discussdo encontram-se descritos

nos capitulos 5 e 6, respetivamente.

Parte dos resultados presentes neste capitulo ja se encontram publicados
em trés artigos (Souza, Pires, et al., 2018), (Souza, Rodrigues et al., 2018) e
(Souza et al., 2017).
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Resultados e Discussao

Bio-nanocompadsito quitosano / montmorilonite sodica
/ 6leo essencial de alecrim

Filmes transparentes de cor predominantemente amarela foram produzidos
utilizando o método de agitacdo proposto no item 3.4. Nao foi observada qual-
quer descontinuidade nas peliculas, assim como nenhum poro ou granulo de

material ndo disperso/dissolvido (Fig. 5.1).
5.1. Caracterizacao das propriedades funcionais dos filmes
5.1.1. Difratometria de Raios-X

Os resultados dos ensaios de DRX dos filmes de quitosano puro e incorpo-
rados com a montmorilonite sodica e o 6leo essencial de alecrim em diferentes

concentragdes estao descritos na Figura 5.2.

O filme de quitosano sem incorporagdo de qualquer nanorreforgo ou 6leo
essencial apresentou o pico cristalino caracteristico em angulo 20 =11,34° e um
amplo pico correspondendo a uma estrutura amorfa a 20,28°. Varios fatores in-
terferem na cristalinidade do quitosano, tais como a sua origem e constituicdo
molecular (i.e. grau de desacetilagéo e peso molecular) assim como o tratamento

utilizado no seu processamento (Lavorgna, Piscitelli, Mangiacapra, e Buonocore,
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2010). A configuragdo amorfa indica uma estrutura menos organizada devido a
presenca de acido acético residual que pode dificultar a formacéo de pontes de
hidrogénio intermoleculares ou intramoleculares no polimero de quitosano (Dias
et al., 2014; Wang et al., 2015). O desaparecimento do pico caracteristico cris-
talino a 20 = 11,34° nos filmes incorporados com MMTNa indicam que a argila
reduziu ligeiramente a cristalinidade dos filmes (Lavorgna et al., 2010), um indi-
cativo também de que houve uma boa interagéo entre o polimero e a nanoargila
(Abdollahi et al., 2012a; Youssef, El-sayed, El-sayed, Salama, e Dufresne, 2016)

Qui + 1% OEA Qui + 1% OEA + MMTNa

Qui + 2% OEA Qui + 2% OEA + MMTNa

Figura 5.1. Bio-nanocompositos produzidos. Qui (quitosano); OEA (6leo essencial de alecrim);
MMTNa (montmorilonite sddica)
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A MMTNa apresenta um pico de difracdo distinto num angulo aproximado
20 = 7,512 °, correspondendo a uma distancia interplanar das camadas indivi-
duais da MMT de doo1 = 1,18 nm. De acordo com a discussao no capitulo 4, para
0s bio-nanocompositos de Qui+MMTNa, o desaparecimento do pico de difracdo
caracteristico da argila € um forte indicador da obtencdo de uma configuracao
totalmente esfoliada (Silvestre et al., 2011). Outro pico cristalino foi encontrado
em 20 préximos dos 20° e é correspondente ao doos da argila, e quando incor-
porada nos filmes houve uma sobreposicao da bossa presente no difratograma

dos filmes de quitosano puro.
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Figura 5.2. Difratogramas dos bio-nanocompdsitos. Qui (quitosano); OEA (6leo essencial de
alecrim); MMTNa (montmorilonite sddica).

A incorporacédo do OEA resultou no deslocamento do pico cristalino carac-
teristico da nanoargila para angulos menores em torno de 20 = 5,20° (0,5%
OEA), 5,16° (1% OEA) e 5,04° (2% OEA), que de acordo com a Lei de Bragg,
correspondem a um espacamento interplanar doo1 igual a 1,70; 1,71 e 1,75 nm
respetivamente. O aumento do espacamento interplanar da estrutura lamelar da
argila (entre 44 e 48% superior que a MMTNa pura) € um indicativo de que o
quitosano é capaz de intercalar-se entre as laminas da MMTNa (Lavorgna et al.,
2010). A deslocacéao do pico de difracéo basal da MMTNa para angulos inferiores

85



indica a obtenc&do de uma nano-estrutura intercalada (Wang et al., 2015), dese-
jada para melhorar as propriedades funcionais do material polimérico. Entre-
tanto, a incorporacdo do OEA reduziu a dispersdo do quitosano nas galerias de
MMT, provavelmente devido a altera¢des na estrutura do polimero resultante da
interacdo dos grupos reativos do polimero (grupos hidroxilo e amida) com os
compostos fenolicos presentes no 6leo essencial (Dias et al., 2014). Os resulta-
dos obtidos estdo de acordo com os reportados previamente por diversos auto-
res (Dias et al., 2014, Lavorgna et al., 2010; Pola et al., 2016; Wang et al., 2015).

5.1.2. Caracterizacdo morfologica / estrutural dos filmes
5.1.2.1. Microscopia eletrénica de varrimento (MEV)

As fotomicrografias da superficie e da seccao transversal dos filmes estéo
dispostas nas Figuras 5.3 e 5.4, respetivamente.

-

3 .00KU

A el S S L OO R LZmm
CEMIMAT ; CENIHAT -

LZmm

-, BRI w58 REos e rn
C D
Figura 5.3. Fotomicrografias da topografia da superficie dos filmes: (A) quitosano; (B) quito-

sano + MMTNa; (C) quitosano + 2% OEA, (D) quitosano + 2% OEA + MMTNa. Ampliacdo de
1000x.
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A superficie de todos os filmes apresentou elevada uniformidade (Fig. 5.3A,
B, C e D). A incorporacdo da MMTNa ou do OEA com ou sem MMTNa néo re-
sultou em modificacdo relevante na homogeneidade do filme, tendo sido obser-

vado apenas alguns granulos e pequenas depressfes na superficie do material.

LZmm ) .0
CENIMAT

3 .00KU
CENIMAT

Figura 5.4. Fotomicrografias da secc¢éo transversal dos filmes: (A) quitosano; (B) quitosano +
MMTNa; (C) quitosano + 2% OEA,; (D) quitosano + 2% OEA; (E) quitosano + 2% OEA +
MMTNa; (F) quitosano + 2% OEA + MMTNa. Ampliacdes 1000 x (A, B, D e F) e 500 x (C e E).
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Os cortes transversais (realizados por meio de fraturas sob azoto) dos
filmes controlo (Fig. 5.4A) e Qui + MMTNa (Fig. 5.4B) mostram elevada homo-
geneidade da estrutura polimérica obtida. A incorporagdo da MMTNa parece ter
contribuido para tornar a rede ainda mais compacta, sendo um indicio da obten-
cao de elevada interacao quitosano x argila e corrobora os resultados de DRX.
A incorporacdo do OEA na proporcdo de 2% resultou numa estrutura interna
esponjosa (Fig. 5.4C e D). Quando foram adicionados ambos 6leo e argila (Fig.
5.4E e F), a estrutura esponjosa parece ter diminuido um pouco, apesar de ainda
estar presente. Desta forma, a MMTNa provavelmente resultou em uma melhor
compactacao da rede polimérica, o que indicara ter sido atingida uma boa inte-

racdo entre os componentes do bio-nanocompasito.

O detalhe entre as imagens 5.4 C e D ou 5.4 D e F (os cortes com dife-
rentes ampliacdes) ilustra a diferenca da espessura dos filmes devido a incorpo-
racdo do OEA. Na mesma magnificacdo dos filmes controlo e quitosano +
MMTNa, a imagem nao se enquadra na foto, entretanto com uma ampliacao
menor (500 vezes menor) foi possivel visualizar o perfil do filme. Estes resultados

corroboram com o que sera discutido posteriormente no capitulo 6.1.5.
5.1.2.2. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens dos filmes obtidas por MET (Fig. 5.5) auxiliam no estudo do
grau de esfoliagdo da nanoargila alcangcado com o processo de agitacao reali-
zado, e permitem observar o tamanho, formato, organizacéo e formagéao de agre-
gados das nanoparticulas na matriz polimérica (Pola et al., 2016; Silvestre et al.,
2011).

A partir das imagens de MET confirma-se a configuragao esfoliada / inter-
calada assumida pela MMTNa na rede do quitosano, apesar de a dispersdo nao
ter sido completamente homogénea (verificam-se areas sem a argila — regis-
tando-se uma concentracéo do nanomaterial em alguns pontos do filme), houve
elevada interacdo, sendo possivel observar que o polimero se encontra entre a
estrutura da argila (partes mais claras da fotomicrografia). Estes resultados estao

de acordo com a analise de DRX discutida anteriormente.
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A B

Figura 5.5. Fotomicrografias dos filmes obtidas por MET: (A) quitosano + MMTNa; (B) quito-
sano + MMTNa + 2% OEA. Ampliagdo de 50000x.

5.1.2.3. Microscopia de forca atomica (MFA)

As imagens dos filmes obtidas por MFA estédo dispostas na Figura 5.6.
Observa-se claramente nos filmes com MMT uma maior rugosidade com parti-
culas laminares de MMT que emergem da superficie do filme. A incorporacéo do
OEA ndo resultou em grandes alteracdes na homogeneidade da superficie dos

filmes, e de um modo geral os filmes apresentaram superficie homogénea.

5.1.3. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho com trans-
formada de Fourier (FT-IR)

A técnica de FT-IR é muito utilizada para identificar a composi¢cao quimica
de materiais assim como suas liga¢cdes intermoleculares em ciéncia dos materi-
ais (Woranuch e Yoksan, 2013). Entre a gama de aplicacdes deste método ana-
litico destaca-se a capacidade do estudo das interagfes entre os diferentes com-
ponentes presentes em materiais compaésitos (Paluszkiewicz, Stodolak, Hasik, e
Blazewicz, 2011; Pola et al., 2016).

Espectros de FT-IR dos filmes de quitosano puro e dos compdésitos incor-
porados com MMTNA e 2% de OEA estao ilustrados na Figura 5.7. Todos os
espectros apresentaram as bandas de absorcdo caracteristicas do quitosano:
em 3325 cm? (-OH); 3265 cm™ (estiramento assimétrico do grupo -NH); 2900
cm? (ligagdo C-H do grupo metilo -NHCOCHz3); 1637 cm™* (amida I); 1550 cm
(amida Il); 1342 cm™* (vibracdo esquelética envolvendo o estiramento da ligagcéo
C-N da amida Il1); 1375-1408 cm™ (-CH2 dobramento); 906-1024 cm (vibragéo
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esquelética envolvendo o estiramento do grupo C-0) e 1134 cm (estiramento
assimétrico das pontes de C—-O-C) (Avila et al., 2012; Silva-Weiss et al., 2013;
Woranuch e Yoksan, 2013). N&o foram observadas grandes diferengas entre 0s
espectros dos filmes com a incorporacao tanto da argila quanto do OEA, tendo
prevalecido os picos caracteristicos do quitosano, provavelmente devido as pe-
guenas quantidades incorporadas e a utilizacdo do modo de leitura com atenua-

céao total da reflectancia.

¥ 40 4

Qui Qui + MMTNa

0.64 pm

0.00 pm

Qui + 2% OEA Qui + 2% OEA + MMTNa

Figura 5.6. Fotomicrografias da topografia dos filmes obtidas por MFA.

A presenca de multiplos grupos funcionais (i.e. carboxilo, amida, hidroxilo
e carbonilo) do quitosano proporciona a possibilidade de novas ligacfes entre o
polimero e os nhanomateriais ou compostos ativos possivelmente incorporados
(Paluszkiewicz et al., 2011). A incorporacao do OEA (Fig. 5.7C e D) provocou
mudancas na intensidade das bandas de absor¢cdo em 1550 cm (amida Il) e
entre 3331 e 2985 cm, sugerindo a formacgdo da ligacdo entre compostos
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fendlicos presentes no Oleo essencial e 0 quitosano, pois essas bandas corres-
pondem ao estiramento do grupo hidroxilo livre e ao alongamento assimeétrico e

simétrico das ligag6es NH no grupo amida (Silva-Weiss et al., 2013).

Transmitancia (u.a.)

1030_»

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

numero de onda (cm™)

Figura 5.7. Espectro FT-IR dos bio-nanocompésitos. Filme quitosano (A); flme quitosano +
MMTNa (B); filme quitosano + 2%OEA (C); filme quitosano + 2%OEA + MMTNa (D).

Para os espectros dos filmes com incorporagcdo da MMTNa (Fig. 5.7B e D),
as mudancas sutis observadas na intensidade das bandas em torno de 1030-
1050 cm? e 1340 cm podem ser atribuidas as vibracdes das ligacdes de Si-O
caracteristicas da MMT incorporada (Paluszkiewicz et al., 2011). Mudancas nas
intensidades de pico nos espectros de FT-IR estéo relacionadas com a sobrepo-
sicdo de vibracdes, neste caso do grupo da amida secundaria e Si-O, o que in-
dica interacdes entre a matriz polimérica e a montmorilonite (Paluszkiewicz et
al., 2011; Pola et al., 2016), corroborando os resultados anteriormente apresen-

tados (DRX, propriedades mecanicas, 6ticas, de permeabilidade, entre outras).

De acordo com Pola et. al (2016) a incorporacao do 6leo essencial em bio-
polimeros resulta num aumento como um todo da intensidade dos espectros de
absorcao dos filmes. Neste trabalho os autores desenvolveram filmes de acetato
de celulose incorporados com Gleo essencial de orégaos e verificaram este com-

portamento. Esta mudanca correspondeu a uma boa interacdo entre o0s
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compostos ativos e a matriz polimérica que dificultou o movimento vibracional
alterando a intensidade das bandas (Pola et al., 2016). Comportamento similar
pode ser observado nos espectros dos bio-nanocompésitos desenvolvidos com
incorporacao do OEA nas bandas de absorcgdo localizadas entre 1650 a 1135
cm? (Fig. 5.7C e D). Além disso, a diminui¢édo da intensidade de absorcédo das
bandas em 3450 e 3310 cm?, correspondendo aos grupos NHz2, reflete a reducgéo
na quantidade de grupos amina por unidade de volume capaz de formar pontes
de hidrogénio intermoleculares com grupos OH primérios do polissacéarido
(Afanas’eva et al., 2013), demonstrando o bom aprisionamento dos compostos

fendlicos na matriz de quitosano por meio das ligac6es quimicas formadas.
5.1.4. Avaliacdo das propriedades térmicas

As propriedades térmicas foram estudadas por meio das analises de DSC
e TGA com a determinacdo das temperaturas de transicao vitrea e das perdas
de massa (decomposicao térmica), respetivamente. Os resultados encontram-

se na Tabela 5.1 e Figura 5.8.

Estudos da temperatura de relaxamento correspondente a Tg de filmes de
quitosano sdo poucos, e muitas vezes contraditorios, ndo tendo sido definida
uma temperatura de transicao vitrea para este material (Afanas’eva et al., 2013;
Sakurai, 2000). Resultados da Tg para filmes de quitosano séo reportados na
literatura variando entre 70 °C e 205 °C (Afanas’eva et al., 2013; Beigzadeh
Ghelgjlu, Esmaiili, e Almasi, 2016; Glnister, Pestreli, Unli, Atici, e Giingér, 2007;
Sakurai, 2000; Zhang e Kosaraju, 2007). Fatores relacionados com o material
utilizado (origem, peso molecular e grau de desacetilacdo do quitosano) e o teor
de &gua residual na matriz polimérica afetam diretamente os valores Tg
(Afanas’eva et al., 2013).

O valor de Tg encontrado para o filme puro de quitosano foi de 206,7 °C
(Tabela 5.1). Temperaturas similares sao reportadas na literatura, 203 °C
(Sakurai, 2000) e 205 °C (Afanas’eva et al., 2013), em linha com o valor aqui
reportado. A incorporacdo da MMTNa nao resultou em diferengas significativas

(p>0,05) na temperatura de transi¢do vitrea, no entanto, foi observada uma
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tendéncia de reducédo da Tg com a incorporacao da argila (Tg do filme de quito-
sano + MMTNa = 188,9 °C).

Filmes de quitosano incorporados com 1% ou 3% de MMTNa também apre-
sentaram menores valores de Tg (Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016). De acordo
com estes autores, as atracfes intermoleculares entre as moléculas de quito-
sano na matriz polimérica provavelmente poderao ter sido interrompidas pela
incorporagao das argilas carregadas, o que resultou num ganho de mobilidade
da cadeia polimérica e consequentemente na diminui¢cdo da Tg (Beigzadeh Ghe-
lejlu et al., 2016). Esta possivel maior mobilidade das cadeias de quitosano com
a incorporacao da nanoargila corrobora os resultados mecanicos, o aumento da
percentagem de alongamento na rotura e o menor modulo de elasticidade apre-

sentados.

Em relacéo a incorporacdo do OEA, a temperatura de transi¢céo vitrea dos
bio-nanocompdsitos também néo sofreu variacbes estatisticamente significati-
vas (p>0,05) com a incorporagdo do OEA. A Unica excecdo foi para os filmes
incorporados com a maior concentracdo de Oleo testada (2%OEA) e com a
MMTNa (p<0,05). Beigzadeh Ghelejlu, Esmaiili e Almasi (2016) também néo ob-
servaram mudancas na Tg de filmes de quitosano reforcados com MMTNa de-
vido a incorporacdo de extratos naturais ricos em polifendis em diferentes con-

centragoes.
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Tabela 5.1. Temperatura de transicado vitrea, temperaturas de degradacgéo térmica e perdas de massa dos bio-nanocompdsitos.

Cime S A1 A2 A3 A Re(iguo
Td(°C)  AM (%) Td(°C)  AM (%) Td (°C)  AM (%) Td(°C)  AM (%)
Quir* 206,7£3,7° 70,925  6,5:0,0 170,1¢15 12,6t0,8  283,620,7 24,3%0,6 - - 23,620,4
Qui+MMTNa 188,9+ 6,7° 63,6224  6,4%0,8 173,2+0,8 14,0:0,8 283,505 23,2102 - - 25,840,1
Qui+0,5%0EA 1934+ 6,68 59,403  6,1%0,1 166,74¢0,2 13,7¢+0,1  282,1#0,0 21,6¢0,2  427,8+14,5 27,3t15 21,640,
Qui+0,5%0EA+MMTNa  201,6+8,2® 63,311 6,5:0,1 172,6:0,6 13,7+0,3  2852+0,7 22,620,6 430,5¢4,6 24,3%0,7 23,6£0,2
Qui+1%0EA 192,9+6,3%  62,3t2,0  6,1:0,2 170,6+3,0 13,0+0,3  284,8#0,5 20,7%0,2 415,6+2,8 30,7¢0,1 19,2+0,4
Qui+1%OEA+MMTNa  203,3+6,2°  63,620,1  6,1£0,2 173,3t4,9 13,0+1,1  2858%0,9 20,840,6 417,243,3 29,5£0,2 20,7+0,7
Qui+2%0EA 193,9+ 4,78 70,5£9,5 4,213 172,937 12,5¢25  292,3t1,8 26,8+1,6 405,5+4,4 28,6216 17,4+0,3
Qui+2%OEA+MMTNa  228,1+8,3*  60,1%1,2 5704 186,2¢1,2 17,1+0,5  293,8+1,3 22,8+1,1 407,844,3 23,7+0,9 19,4103

*(A-B): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05);
**Montmorilonite sédica (MMTNa); éleo essencial de alecrim (OEA); Temperatura de transi¢ao vitrea (Tg); Temperatura de decomposi¢éo (Td); Perda de massa (AM).
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Figura 5.8. Andlise termogravimétrica dos bio-nanocompésitos — perda de massa em funcao
da temperatura. Qui (quitosano); OEA (6leo essencial de alecrim); MMT (montmorilonite s6-
dica).
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De um modo geral, apesar de ndo significativa, a tendéncia observada foi
de diminuicdo da Tg dos filmes quando incorporados apenas com o OEA, e um

aumento da temperatura quando MMTNa também foi adicionado ao sistema.

A reducdo da mobilidade das cadeias devido as interagdes entre o quito-
sano, a nanoargila e os compostos fenolicos presentes no OEA explicam o au-
mento da temperatura de transicédo vitrea (Chivrac, Pollet, e Avérous, 2009). A
diminuicéo da Tg reflete a maior mobilidade da cadeia polimérica do compasito,
provavelmente devido ao efeito plastificante que o 6leo essencial conferiu ao
sistema (Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016), corroborando os resultados mecani-
cos apresentados. E sabido que a temperatura de transicéo vitrea de polimeros

diminui com o aumento do contetudo de plastificantes (Sakurai, 2000).

A analise termogravimétrica (TGA) € uma técnica onde a massa de uma
substancia € monitorizada em funcéo do aumento da temperatura sob condi¢cdes
controladas de temperatura e atmosfera (geralmente sob fluxo de azoto, um gas
inerte) (Woranuch e Yoksan, 2013). As temperaturas de degradacdo térmica
(Td), perdas de massa (%AM) e o residuo das amostras dos filmes (%) estéo

descritos na Tabela 5.1.

Os filmes de quitosano sem adi¢cdo do OEA (tratamentos controlo e Qui +
MMTNa) apresentaram trés estagios principais de degradacéo térmica (Tabela
5.1), enquanto que para os demais biopolimeros foram observadas quatro tem-
peraturas de degradacéo (Fig. 5.8). Um comportamento similar foi observado em
filmes de quitosano incorporados ou ndo com 6leo essencial de Satureja horten-
sis (Alizadeh et al., 2018).

O primeiro estagio de degradacédo observado em Td1 (59,4-70,9 °C) com
uma perda de massa variando entre 4,2-6,5% corresponde a evaporacao do
acido acético e da agua residuais presentes nos filmes. O segundo estagio da
perda de massa corresponde provavelmente a degradacéo de componentes de
baixo peso molecular ou estruturalmente ligados a agua na rede polimérica do
quitosano (Alizadeh et al., 2018). O terceiro estagio de degradacéo térmica, ul-
timo observado para os filmes onde nao foi incorporado o OEA, ocorreu a tem-

peraturas entre 282,1-293,8 °C, e estd associado a desidratacdo do anel
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sacarido, a despolimerizacdo e decomposicao pirolitica das unidades acetiladas
ou desacetiladas do quitosano (Alizadeh et al., 2018; Lavorgna et al., 2010), ou
seja, a degradacdo do quitosano. Resultados semelhantes sdo reportados na
literatura para filmes de quitosano com e sem incorporagéo de 6leos essenciais
ou nanoargilas (Alizadeh et al., 2018; Casariego et al., 2009; Rimdusit, Jingjid,
Damrongsakkul, Tiptipakorn, e Takeichi, 2008). O quarto e ultimo estagio de de-
gradacéo térmica aconteceu entre 405,5-430,5 °C apenas para os filmes com
OEA. Este estagio estara relacionado com a degradacdo dos compostos termi-
camente estaveis presentes no OEA, como também observado por Alizadeh et.
al (2018).

De um modo geral a incorporagédo da nanoargila resultou num ligeiro au-
mento da estabilidade térmica dos filmes, o que é facilmente observado no ter-
ceiro estagio de degradacao onde todos os filmes nanorreforcados em compa-
racdo com seu par sem incorporacdo da MMT apresentaram temperaturas ligei-
ramente superiores. O aumento da estabilidade térmica induzido pela adicdo de
argilas em compositos poliméricos € comummente observado, e esta relacio-
nado com o nivel de dispersédo e do fator de forma (razdo entre 0 comprimento
e a espessura das laminas da argila) obtida (Chivrac et al., 2009). A esfolia-
caolintercalacdo das camadas da argila entre a matriz polimérica aumentam a
tortuosidade no percurso de difusdo dos gases de combustao (barreira ao trans-
porte), favorecendo a formacgédo de uma protecao na superficie do material (car-
vao — isolante térmico), contribuindo para aumentar as temperaturas de degra-
dacéao (Chivrac et al., 2009; Darder et al., 2003).

Os residuos da decomposicao térmica observados no final do ciclo de
aquecimento até os 900 °C dos filmes incorporados com OEA diminuiram em
comparacdo com o controlo, enquanto que nos biopolimeros reforcados com a
MMT registou-se um aumento da quantidade de cinzas. Comportamentos simi-
lares foram reportados na literatura, Alizadeh et. al (2018) observaram a diminu-
icdo do residuo mineral com a incorporacao de 6leo essencial em filmes de qui-
tosano, enquanto que Rimdusit et. al (2008) registaram um ligeiro aumento da
guantidade de cinzas em biopolimeros de metil celulose incorporados com

montmorilonite, e atribuiram este aumento a caracteristica inorganica da argila.
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que houve uma boa interacao
entre os componentes dos bio-nanocompasitos produzidos, e corroboram as de-

mais caracterizacgoes realizadas na caracterizagéo do material.
5.1.5. Avaliacéo da espessura e propriedades mecanicas

A espessura dos filmes nao foi afetada pela incorporacdo da MMTNa (p>
0,05) (Tabela 5.2). Alguns fatores podem explicar estes resultados, como: a boa
dispersdo da MMTNa devido a obtencdo da estrutura esfoliada; a formagéo de
fortes interacdes entre cadeias da argila e o polimero; e a penetracao das ca-
deias de quitosano entre os espacamentos das galerias da MMT (Beigzadeh
Ghelejlu et al., 2016), resultando numa estrutura compacta, sem aumento da
espessura dos filmes, que corroboram os resultados da DRX.

Tabela 5.2. Espessura e propriedades mecénicas dos bio-nanocompésitos sem (Controlo) ou
com incorporacdo de montmorilonite sédica (MMTNa) e 6leo essencial de alecrim (OEA).

Espessura (um) TM** (MPa)
OEA (%)
0% MMTNa 2,5% MMTNa 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 41,7+2,93¢ 39,5+2,03¢ 46,711,708 66,613,134
0,5 50,3+1,128 42,2+1,3bC 51,8+2,02A 49,943,028
1,0 49,141,738 50,4+1,228 49,7+0,82A8 49,7+0,328
2,0 66,9+2,5%A 68,5+1,02A 34,3+0,9°C 44,6+1,03¢
%E ME (GPa)
OEA (%)
0% MMTNa 2,5% MMTNa 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 17,941,208 33,542,654 2,05+0,192A 1,86+0,142~
0,5 29,5+2,68A 32,7+£2,004 1,54+0,0228 1,04+0,030C
1,0 27,810,524 27,210,128 1,430,058 1,79+0,032~
2,0 27,5+2,1A 31,641,224 0,83+0,07°¢ 1,45+0,0728

*(A-C) Entre cada parametro, médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); (a-b) Entre cada parametro, médias na mesma linha seguidas por
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

** Tensdo méxima na rotura (TM); Mddulo de elasticidade (ME), %E (percentagem de alongamento).

Por outro lado, o aumento da concentracdo do OEA nos filmes resultou
num aumento da espessura (p<0.05), coerente com o maior conteudo de sélidos
por unidade de superficie (Perdones et al., 2014). Adicionalmente, a interagédo
entre os compostos fendlicos presentes no OEA e o quitosano podem ter redu-
zido o alinhamento do polimero, aumentando as distancias espaciais entre as

moléculas de quitosano, e desta forma, originar a obtencdo de uma matriz
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polimérica menos compacta, ou seja, mais espessa (Beigzadeh Ghelejlu et al.,
2016). Estes resultados estdo de acordo com os observados por outros autores
em filmes incorporados com extratos ricos em compostos fendlicos (Beigzadeh
Ghelejlu et al., 2016; Perdones, Chiralt, e Vargas, 2016; Perdones et al., 2014).

Em relacdo aos ensaios mecanicos, a incorporacao da nanoargila melho-
rou as propriedades mecanicas dos biopolimeros obtendo-se um aumento da
tensdo maxima antes da rotura (Tabela 5.2). Os 6leos essenciais, por outro lado,
diminuiram a resisténcia dos filmes diminuindo sua tensdo méxima, tendo atuado

como plastificantes tornando o material mais plastico e elastico.

Mais uma vez, a melhoria na resisténcia dos filmes devida a incorporacao
da MMTNa pode ser atribuida a dispersédo uniforme da nanoargila na matriz do
quitosano (isto é obtencdo de conformacgdes esfoliadas ou intercaladas) e a forte
interac&o entre o polimero e a montmorilonite. E sabido que a incorporacéo de
montmorilonite em concentracdes inferiores a 5% resulta em melhorias na resis-
téncia dos filmes (Abdollahi et al., 2012a; Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016;
Lavorgna et al., 2010). A diminuicdo da RM com a incorporagéo do OEA prova-
velmente ocorreu devido a alguma agregacao de particulas de MMT com ele-
vada energia superficial (Ghanbarzadeh, Oleyaei, e Almasi, 2015) que alteraram
a MMT de esfoliada para configuracéo intercalada como discutido anteriormente

nos resultados de DRX.

Nos filmes sem o nanorrefor¢o, houve um aumento significativo na percen-
tagem de alongamento na rotura e uma diminuicdo no médulo de elasticidade
devido a incorporacédo do OEA (p <0,05) (Tabela 5.2). Mais uma vez, o 6leo teve
o efeito plastificante nos biopolimeros produzidos. Este comportamento pode ser
atribuido a possivel interacéo entre os compostos fendlicos do OEA e 0s grupos
amina do quitosano por meio de ligagBes cruzadas covalentes que levam a for-
macao de matrizes mais coesas e flexiveis (Bitencourt, Favaro-Trindade, Sobral,
e Carvalho, 2014). Nos filmes onde também foi incorporada a MMTNa, esse
efeito plastificante do OEA sobre o quitosano néo foi tdo significativo. A presenga
do 6leo em pequenas quantidades talvez modifique a rede de ligacdo de hidro-

génio dentro do material, permitindo uma melhor interacdo entre a
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montmorilonite e o quitosano (Abdollahi et al., 2012a). Abdollahi, Rezaei e Farzi
(2012) e Beigzadeh Ghelejlu, Esmaiili e Almasi (2016) também observaram um
comportamento semelhante nas propriedades mecanicas de biopolimeros refor-
cados com montmorilonite e incorporados com extratos naturais ricos em com-

postos fendlicos.

5.1.6. Avaliacédo das propriedades de barreira dos filmes — permeabilidade

do vapor de 4gua e do oxigénio (PVA e PO)

Entre as principais fun¢des das embalagens alimentares destaca-se a ca-
pacidade de conter o alimento embalado, protegendo-o do ambiente externo
(contaminantes microbiologicos, luz, gases, humidade, entre outros fatores), e
desta forma, extendendo a vida de prateleira do mesmo (Soares et al., 2009).
No processo de desenvolvimento de novos materiais de embalagem, o estudo
das propriedades de barreira € fundamental, visto que embalagens com menores
permeabilidades do vapor de 4gua e dos gases sdo sempre desejadas (Vilarinho
et al., 2018).

A permeabilidade do vapor de dgua (PVA) e do oxigénio (PO) nao foi esta-
tisticamente afetada (p> 0,05) devido a incorporacdo da MMTNa ou do OEA,
exceto para os filmes incorporados com 2% do 6leo, com ou sem o nanorreforco,
gue apresentaram um aumento significativo em ambas as permeabilidades em
relacéo ao filme controlo (Tabela 5.3), e o filme de quitosano + MMTNa que apre-
sentou menor PO do que o filme controlo (p<0,05). Embora as diferencas entre
0s tratamentos ndo se tenham diferenciado estatisticamente entre si, duas ten-
déncias podem ser observadas, nomeadamente: (i) diminuicdo das propriedades
de barreira com a incorporacdo do OEA (aumento das permeabilidades); e (ii)
aumento com a incorporacao do MMT (diminuicado das permeabilidades).

Era esperado que, com a incorporacdo do Oleo essencial de alecrim (de
carater hidrofobico), a PVA diminuisse devido a redug&o do conteudo hidrofilico
do composito formado (Giannakas, Patsaoura, Barkoula, e Ladavos, 2017). En-
tretanto, o oposto foi observado, ou seja, observou-se uma tendéncia de au-
mento da PVA com a incorporagéo do OEA, embora sem significAncia estatistica

(p> 0,05) (Tabela 5.3). Mais uma vez, o 6leo essencial pode ter atuado como

100



plastificante (comportamento também refletido nas propriedades mecanicas do
material, discutido anteriormente), aumentando a mobilidade das cadeias po-
liméricas do quitosano, e consequentemente facilitando o transporte de oxigénio
ou das moléculas de agua através do filme (Nouri et al., 2017),0 que provavel-
mente explica os resultados encontrados. Por outro lado, a presenca de silicato
em camadas dispersas no polimero cria uma maior tortuosidade no percurso que
0S gases precisam de percorrer para permear a embalagem, dificultando a per-
meacao tanto do oxigénio quanto do vapor de 4gua (Giannakas et al., 2017;
Rhim et al., 2006), ou seja, reduzindo-se a permeabilidade, como também rela-
tado anteriormente na literatura (Abdollahi et al., 2012a; Giannakas et al., 2017;
Nouri et al., 2017).

Tabela 5.3. Permeabilidades do vapor de agua e do oxigénio dos bio-nanocompdésitos.

Filme PVA (101 mol/m-s-Pa) PO (10-® mol-/m-s-Pa)
Qui** 1,40 + 0,098 0,184 + 0,0528
Qui+MMTNa 1,75 £ 0,108 0,098 + 0,008¢
Qui+0,5% OEA 1,78 +0,25%8 0,212 £ 0,091B
Qui+MMTNa+0,5% OEA 1,90 +0,2248 0,134 + 0,0198¢
Qui+1% OEA 2,10 £ 0,5448 0,227 £ 0,0178
Qui+MMTNa +1% OEA 1,87 + 0,0748 0,203 £ 0,024#
Qui+2% OEA 2,54 £ 0,514 0,252 + 0,0358
Qui+MMTNa+2% OEA 2,36 £ 0,184 0,416 £+ 0,0494

*(A-B): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de proba-
bilidade (p<0,05);

**Montmorilonite sddica (MMTNa); 6leo essencial de alecrim (OEA); Permeabilidade do vapor de agua
(PVA); Permeabilidade do oxigénio (PO).

Os valores de PVA e PO obtidos tém a mesma ordem de grandeza referida
para filmes de quitosano em diferentes trabalhos (PVA = 4,14x10'! mol/m-s-Pa
(Ferreira et al., 2016); 1,50x10* mol/m-s-Pa (Liu, Cai, Jiang, Wu, e Le, 2016);
0,67x101* mol/m-s-Pa (Pastor et al.,, 2013) e PO = 2,35x10'® mol/m-s-Pa
(Ferreira et al., 2016); 0,07x1016 mol/m-s-Pa (Pastor et al., 2013)).

Em comparagdo com os filmes tradicionais, derivados do petroleo, muito
utilizados na industria alimentar (por exemplo, o PEBD cuja PVA = 0,01x1011
mol/m-s-Pa (Ferreira et al., 2014)), a permeabilidade do vapor de agua em filmes
de quitosano é no minimo cerca de duas ordens de grandeza de valor superior.

A elevada permeabilidade do vapor de agua em filmes de quitosano esta
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relacionada com o carater hidrofilico deste polissacarido. Esta caracteristica
pode ser limitante no uso destas peliculas pela industria alimentar, restringindo
a sua aplicacdo a embalagem de alimentos com menor teor de agua ou utili-
zando-as como uma camada interna intercalada entre outros materiais hidrofo-
bicos para alimentos com elevados teores de agua (Ferreira, Bandarra, Moldao-
Martins, Coelhoso, e Alves, 2018).

Por outro lado, relativamente ao oxigénio, os filmes de quitosano apresen-
taram excelentes barreiras a este gas. Os valores de POs encontrados neste
trabalho sdo comparaveis com os reportados para EVOH (0,24x1016 mol/m-s-Pa
(Cerisuelo, Alonso, Aucejo, Gavara, e Hernandez-Mufioz, 2012)), um dos mate-
riais usados em embalagens alimentares com melhor barreira ao oxigénio
(Lagaron, Catala, e Gavara, 2004). Destacando-se o potencial destas peliculas
como agentes protetores contra processos oxidativos comummente responsa-

veis pela deterioracao dos alimentos.
5.1.6. Avaliacdo das propriedades oticas

De um modo geral, as propriedades 6ticas foram alteradas principalmente
devido a incorporacdo do OEA (Tabela 5.4). Os bio-nanocompdsitos apresenta-
ram maiores opacidades, saturacao na cor (aumento na cromaticidade) e tonali-
dade amarela com a incorporacédo do OEA. De acordo com Siripatrawan e Harte
(2010), a incorporacédo de extratos naturais ricos em compostos fendlicos contri-
bui para alterar/adicionar cor aos filmes. Desta forma, a cor dos filmes é direta-
mente influenciada pelo tipo e concentracdo dos compostos incorporados no po-
limero, que se ligam estruturalmente a suspenséo filmogénica (Moradi et al.,

2012) modificando as propriedades do material.

Perdones e colaboradores (2016) obtiveram filmes de quitosano incorpo-
rado com 6leos essenciais de tomilho e manjericdo e observaram aumento na
cromaticidade e diminuigao do hue* com a adi¢cao dos OEs. De acordo com estes
autores, estas mudancas séo atribuidas a formacgéo de cristais dos compostos
incorporados que interferem na reflexdo da luz (Pastor et al., 2013; Perdones et
al., 2016).
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Tabela 5.4. Resumo das propriedades éticas dos bio-nanocompdsitos.

OEA** Cromaticidade Opacidade (mm™) hue* (graus)
(%) 0% MMTNa  2,5% MMTNa | 0% MMTNa 2,5% MMTNa | 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 3,1+0,1° 42+0,4% | 1,1+02%®® 1,7+0,3%° |129+1,0» 119+1,8"

0,5 7,6 £0,5% 6,7+0,1°® | 3,1+0,13 2,8+ 0% 111 +0,3*® 111 +0,1%
1,0 6,7 £ 0,1°C 7,5+0,5% 54+0,4"® 75+0,7%® |112+0,6*® 110+0,8"

2,0 12,1 +0,4% 8,3+0,3" 6,9+03" 97+0,3* |109+0,3*¢ 109+0,2%8
*(A-D) Entre cada parametro, médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); (a-b) Entre cada parametro, médias na mesma linha seguidas por
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

**Montmorilonite sédica (MMT); 6leo essencial de alecrim (OEA).

Em relacdo a opacidade, o incremento neste valor com a incorporagéo do
OEA é provavelmente devido a interacao entre o 6leo e as moléculas de agua
presentes na matriz polimérica, que modifica o indice de refracdo do material,
afetando a sua transparéncia e por consequéncia a sua opacidade (Sanchez-
Gonzalez, Chiralt, Gonzélez-Martinez, e Chéfer, 2011).

A incorporacdo da MMTNa resultou em variacfes estatisticas nas coorde-
nadas a* e b* (p<0,05) dos filmes (valores ndo reportados), o que explica 0 me-
nor valor de hue* e maior opacidade do filme Qui+MMTNa quando comparado
com o controlo (apesar de apenas para o parametro hue* ter havido significancia
estatistica (p<0,05)). Comportamento semelhante foi observado por Beigzadeh
Ghelejlu, Esmaiili e Almasi (2016) e Dias et. al (2014). Entretanto, o nanorreforco
nao resultou em diferencas estatisticas na opacidade quando comparado com o
controlo (Tabela 5.4). As camadas da montmorilonite possuem espessuras infe-
riores ao comprimento de onda da luz visivel, desta forma nao divergem a luz,

sendo transparentes (Dias et al., 2014).

A transparéncia dos filmes foi também avaliada por meio de um varrimento
da transmitancia interna da luz que os filmes deixam passar ao longo de todo
comprimento de onda visivel e UV (Figura 5.9). A transparéncia dos filmes foi
mais afetada pela incorporacéo do 6leo essencial do que pela nanoargila, em-
bora os bio-nanocompadsitos se apresentem ligeiramente mais opacos quando
comparados com os tratamentos sem a MMTNa. Esta maior protegéo contra a
luz (principalmente na zona UV) é uma vantagem desses filmes, uma vez que
0s processos de oxidacéo séo catalisados pela presenca de luz, especialmente

em comprimentos de onda UV (Tian et al., 2013). Portanto, a combinagcao do
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OEA e da MMTNa pode resultar numa protecéo extra contra o processo de de-
terioracdo devido a oxidacdo, e por consequéncia resultar em extensao da vida

atil do alimento embalado (Kanatt et al., 2012; Souza et al., 2017).

Na Figura 5.9, para comprimentos de onda inferiores aos 400 nm, pode-se
ver a boa barreira a luz desempenhada pelos filmes, devido as menores percen-
tagens de luz transmitidas através dos mesmos. O efeito do conteiudo de OEA
também foi observado neste parametro, por exemplo, para 400 nm o incremento
do contetudo do OEA originou uma diminuicdo da transparéncia entre 25 e 75%
(para as menores e maiores percentagens de OEA testadas (0,5% e 2%), res-
petivamente). Estes resultados estdo de acordo com os observados para os fil-
mes desenvolvidos na etapa anterior deste trabalho (Capitulo 4), tendo-se ob-
servado uma tendéncia de diminuigdo da transparéncia com a incorporagao de

6leos essenciais nos filmes.

As propriedades oticas (cor, transparéncia / opacidade e cromaticidade)
sao parametros importantes durante o desenvolvimento de materiais destinados
ao contato com alimentos, uma vez que podem interferir na aparéncia do produto
embalado, e consequentemente na aparéncia e a aceitacdo do consumidor
(Peng e Li, 2014). Em termos da aceitacao dos filmes produzidos, a incorporacao
do nanomaterial e do OEA mudou negativamente as propriedades 6ticas dos
filmes de quitosano, uma vez que 0 material passou a ter uma maior opacidade
e cor amarela. Entretanto, a protecéo extra conferida pela incorporacao do OEA
e MMTNa contra a radiacdo UV e o seu carater sustentavel (embalagem amiga
do ambiente — biodegradavel) podem equilibrar esse possivel aspeto negativo,

justificando a sua exploracéo / producao.

104



Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

100

80+

60

40 -

204

0

Qui

Qui+1% OEA
Qui+2% OEA

Qui+0,5% OEA

T
200

100

T
300

T T T T T
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

900

80 4

60

40 -

20

Qui+MMT
Qui+0,5% OEA+MMT
Qui+1% OEA+MMT
Qui+2% OEA+MMT

T
300

T T T T
500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

T
400

900

Figura 5.9. Transparéncia dos bionacompdsitos. Qui (quitosano); OEA (éleo essencial de ale-

5.1.6. Solubilidade em agua, indice de intumescimento e angulo de contato

O estudo da solubilidade dos filmes em agua é importante pois fornece in-
dicacdes de como serd o comportamento do material quando em contato com
alimentos com elevados teores de agua ou mesmo apés a sua utilizacéo, na

natureza durante o processo de biodegradacdo, uma vez que a maior

crim); MMT (montmorilonite sédica).
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biodegradabilidade ou resisténcia do material estdo diretamente relacionados

com este parametro (Nunes et al., 2013).

A solubilidade em &gua dos filmes de quitosano foi afetada pelos dois fato-
res avaliados (incorporacdo do OEA e MMTNa) (Tabela 5.5). Para os biopolime-
ros sem incorporacao de OEA (0%), a adicdo da MMTNa reduziu a solubilidade
em agua do material (p<0,05). Este fendbmeno pode ser atribuido a estrutura la-
melar da nanoargila e as interacdes especificas entre o quitosano e a MMTNa
que estabilizam a matriz polimérica, diminuindo as possiveis interagfes com a
agua (Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016). Quando o OEA foi incorporado nos niveis
0,5% e 1%, a solubilidade n&o foi modificada tanto para os filmes nanorreforca-
dos quanto para os sem adicdo da argila (p>0,05), entretanto, para os tratamen-
tos com maiores teores de 6leo (2%) houve uma diferenca significativa para este
parametro, tendo a montmorilonite contribuido para o aumento da solubilidade

destes filmes em agua.

Em relagdo ao OEA, em geral, a solubilidade em agua dos filmes aumentou
com a incorporacdo dos compostos ativos quando estes também haviam sido
incorporados com o0 nanomaterial (p<0,05) e ndo variou estatisticamente nos tra-
tamentos sem adicdo da MMTNa (p>0,05) (Tabela 5.5). O efeito combinado da
MMTNa e OEA no aumento da solubilidade em agua dos filmes pode estar rela-
cionado com a diminuicao das ligacdes intermoleculares entre as moléculas de
quitosano (por meio de pontes de hidrogénio) devido a presenca dos compostos
adicionados ao longo da matriz polimérica, que se ligam aos sitios reativos do
polissacarido (Nunes et al., 2013).

Tabela 5.5. indice de intumescimento, solubilidade em agua e angulo de contato dos bio-nano-
compasitos.

OEA |_Solubilidade em agua (%) indice intumescimento (%) | Angulo de contato (graus)
(%) | 0% MMTNa 2,5% MMTNa| 0% MMTNa 2,5% MMTNa | 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 23,111,628 20,4+0,6°C¢ |132,3+£10,0°8° 192,2+13,32A | 70,9+4,0°48  90,6+5,52*
0,5 | 22,6+0,6248 23,740,228 152,349,724  101,1+3,4°® | 63,442,508 84,414,934
1,0 | 24,3+0,724 24,441,128 97,9+12,73¢ 34,5+4,2bC 66,910,928 69,1+1,728

2,0 | 21,6+0,1%® 26,340,8 97,5+9,43C 28,1+3,00C 77,845,824 58,1+3,408
*(A-D): Entre cada parametro, médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); (a-b): Entre cada parametro, médias na mesma linha seguidas por
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

**Montmorilonite sddica (MMT); 6leo essencial de alecrim (OEA).
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Apesar da diferenca na solubilidade em agua dos filmes controlo e incorpo-
rados com 2% OEA (Qui+2%OEA) néo ter sido estatisticamente significativa
(p>0,05), os valores encontrados sao ligeiramente menores para o filme com
OEA, provavelmente devido as ligacdes cruzadas entre os compostos fendélicos
presentes no OEA e o quitosano (Hafsa et al., 2016; Souza et al., 2017). Estes
resultados estdo de acordo com o reportado na literatura (Abdollahi et al., 2012a,;
Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016).

A capacidade dos filmes para absorver agua também foi influenciada por
ambos fatores testados (Tabela 5.5). A incorporacdo do OEA, de um modo geral,
resultou na diminui¢éo do indice de intumescimento (p<0,05). Adicionalmente, a
incorporacdo da MMTNa resultou num efeito sinérgico com uma reducéo ainda

maior deste parametro.

Comparando-se os filmes de quitosano puro, sem incorporacao de OEA, e
o tratamento apenas reforcado com a nanoargila, observou-se um aumento do
indice de intumescimento com a incorporacao da MMTNa (132,3% no controlo e
192,2% ap0os incorporagdo da montmorilonite). Desta forma, a MMTNa teve o
efeito de aumentar a capacidade do filme de quitosano para absorver agua. Os
ibes na MMT podem atuar como agentes de ligacdes cruzadas na rede polimé-
rica, aumentando a sua capacidade de absorver e reter a 4gua (Ruiz-Hitzky et
al., 2013). Estes resultados sdo similares aos reportados por Lavorgna et. al
(2010) que encontraram uma maior absorcdo de 4gua em nanocompdsitos de

quitosano/nanoargilas do que em filmes de quitosano puro.

A reducéo da capacidade de absorcao de dgua observada com a incorpo-
racdo do OEA pode ser explicada devido a formacéo de redes de ligacdes cru-
zadas por pontes de hidrogénio entre 0os grupos amina do quitosano e 0s grupos
hidroxilo dos compostos fendlicos presentes nos extratos ativos (Silva-Weiss et
al., 2013). Com a adicdo da MMT, devido a configuracédo intercalada alcangada,
houve uma boa dispersdo das moléculas de quitosano entre as galerias da ar-
gila, que ao formarem ligacdes quimicas entre si, bloquearam os grupos reativos

do polimero, diminuindo a capacidade do mesmo de ligar-se e interagir com a
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agua (Abdollahi et al., 2012a; Lavorgna et al., 2010; Souza et al., 2017), conse-

guentemente contribuindo para diminuir ainda mais o indice de intumescimento.

O angulo de contato com a 4gua é um bom indicador do nivel de hidrofilici-
dade/hidrofobicidade dos filmes. Quanto menor o dngulo de contato entre o filme
e a agua maior é sua hidrofilicidade. Valores de angulo superiores a 90° signifi-
cam que o material é hidrofébico (Dias et al., 2014; Jung e Bhushan, 2006). Os
filmes de quitosano puro (controlo) apresentaram valores médios do angulo de
contato de 70,9° = 4,0° (Tabela 5.5), como era esperado por se tratar de um
material de carater hidrofilico (Fig. 5.10). Resultados semelhantes sao reporta-
dos na literatura para filmes de quitosano ou multicamadas de quitosano e Fu-
coPol que apresentaram respetivamente os valores de 58,1° e 70,6° (Ferreira et
al., 2016).

—TT P

Qui Qui+0,5%0EA Qui+1%O0EA Qui+2%0EA

) r

Qui+MMT Qui+0,5%0EA+MMTNa  Qui+1%OEA+ MMTNa Qui+2%OEA+ MMTNa

Figura 5.10. llustracdo dos angulos de contato dos filmes com agua. Qui (quitosano); OEA (6leo
essencial de alecrim); MMTNa (montmorilonite sddica)

Comparando-se os filmes controlo e incorporados apenas com a MMTNa,
a adicdo da nanoargila resultou em filmes menos hidrofilicos (aumento significa-
tivo no angulo de contato — p<0,05) (Tabela 5.5). A diminui¢do da hidrofilicidade
superficial dos filmes com a incorporacdo da MMTNa pode ser explicada devido

as interacdes entre 0s grupos reativos do quitosano e da argila que esconderam

108



0s grupos funcionais do polimero num nivel interno na matriz, abaixo da super-

ficie (Lewandowska, 2015), tornando a superficie do material mais hidrofobica.

Nos filmes onde houve adicdo da MMTNa e OEA ocorreu o oposto (dimi-
nuicdo do angulo de contato), ou seja, foram obtidas peliculas com maior hidro-
filicidade superficial. Este resultado pode indicar a presenca de grupos hidrofili-
cos, como compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais (Ribeiro-Santos
et al., 2015)), na superficie dos filmes produzidos (Contini et al., 2011), resul-
tando na diminuig&o dos valores de angulo de contato.

5.2. Avaliacdo “in vitro” das propriedades ativas dos filmes
5.2.1. Atividade antimicrobiana — teste de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim e dos filmes foi
determinada por meio do teste de difusdo em agar (Tabela 5.6). O 6leo puro
apresentou boa atividade antibacteriana e antifingica contra bactérias patogéni-
cas gram-positivas (B. cereus, S. aureus e L. monocytogenes), bactérias gram-

negativas (S. enterica e E. coli) e contra a levedura C. albicans.

A maior inibicdo do crescimento microbiano foi registada contra a levedura,
tendo sido observada a inibicéo total do crescimento na placa quando o OEA foi
testado na sua forma pura, e um halo de inibicdo de 42 mm quando se testou
este 6leo diluido em DMSO (1:1). Em relacdo ao poder antibacteriano, o 6leo foi
mais eficiente contra as bactérias gram-positivas do que contra as gram-negati-
vas, embora tenham sido registados halos de inibicdo contra S. enterica e E. coli

com11,3+1,2e12,7+2,5mm de diametro, respetivamente.

O bom poder antimicrobiano do 6leo essencial de alecrim esta relacionado,
com a existéncia na sua composi¢cao de compostos como o 1,8-cineol, canfeno,
eugenol, a-pineno, acido rosmarinico e carnosidico (Abdollahi et al., 2012b;
Ribeiro-Santos et al., 2015). Geralmente, os componentes ativos dos 6leos es-
senciais inibem o crescimento dos microrganismos por indugéo de danos na pa-
rede celular ou na membrana citoplasmatica que levam a alteragdes da perme-

abilidade das células e perda do contetudo celular, perturbacdo da forca
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protomotriz, perturbacdo do transporte ativo, inibicdo da sintese proteica ou re-
ducéo do ATP intracelular (Fig.5.11).

A diferenca na sensibilidade ao OEA entre as bactérias gram-positivas e
gram-negativas esta relacionada com as diferencas na estrutura das paredes
celulares destes dois grupos de bactérias. A maior resisténcia por parte das bac-
térias gram-negativas ao 0leo essencial pode ser atribuida a complexidade da
dupla camada da sua parede celular, em comparacdo com a camada Unica da
parede das bactérias gram-positivas. Devido a sua hidrofobicidade, os 6leos es-
senciais apresentam afinidade para com os lipidos encontrados nas membranas
celulares das bactérias o que facilita a sua penetracdo nas células microbianas
com o respetivo comprometimento da sua estrutura e funcionalidade (Burt, 2004;
Nazzaro, Fratianni, De Martino, Coppola, & De Feo, 2013). Por este motivo, as
bactérias gram-negativas sdo mais resistentes aos 6leos essenciais do que as
bactérias gram-positivas, devido ao papel protetor dos lipopolissacaridos da
membrana externa da parede celular contra a difusdo de compostos hidrofébicos
(Abdollahi et al., 2012b; Nazzaro et al., 2013; Nouri et al., 2017).

Aumento da permeabilidade Coagulagio

Alteragéo da forga

protomotriz ’

Citoplasma

Acdo sobre ATP intra
e extra celular e em
ATPases

Efeito sobre as
Vazamento de enzimas

metabolitos e  citoplasmaticas
ides

Alteragao dos

it Atividade
acidos gordos da ial
membrana sensoria
antiquorum
{% ég Efeito sobre as
proteinas de
‘é ? g membrana
Membrana
citoplasmatica OEs

Célula *
bacteriana
® ®

Fatores QS
&
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com os fatores QS

produzidos pelas
bactérias Gram-
positivas e Gram-
negativas

Figura 5.11. Esquema dos possiveis mecanismos de a¢ao dos 6leos essenciais nas membra-
nas microbianas. Adaptado de (Nazzaro, Fratianni, De Martino, Coppola, e De Feo, 2013).
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Tabela 5.6. Atividade antimicrobiana “in vitro” do 6leo essencial de alecrim e dos filmes ativos.

Bactérias gram-positiva Bactérias gram-negativa Levedura
= Amostra B.cereus E.faecalis S.aureus L. monocytoge- S. enterica E. coli P. aeruginosa C. albicans
g nes
© | DMSO 0 0 0 0 0 0 0 0
§ | OEA 50% - - - - - - - 4210
= OEA 100% 21,7+0,6 0 14,0+ 2,0 22,0+£2,0 11,3+12 12,7+25 0 Inibi¢&o total
4 Papel filtro 0 0 0 0 0 0 0 0
5 PVC 0 0 0 0 0 0 0 0
° QuUI 0 0 0 0 0 0 0 0
o QUI + MMTNa 0 0 0 0 0 0 0 0
o QUI + 0,5%0EA 6 0 6 6 6 6 0 0
= QUI+0,5%0EA+MMTNa 6 0 6 6 6 6 0 0

QUI + 1%O0EA 6 0 6 6 6 6 0 6
QUI+1%0OEA+ MMTNa 6 0 6 6 6 6 0 6
QUI + 2%0EA 6 0 6 6 6 6 0 6
QUI+2%OEA+MMTNa 6 0 6 6 6 6 0 6
Bactérias gram-positiva (B. cereus) Bactéria gram-negativa (S. enterica)

Amostra UFC/mL Log Atividade antibacteriana UFC/mL Log Atividade antibacteriana

g (UFC/mL) (reducdes logaritmicas) (UFC/mL) (reducdes logaritmicas)

2 .g Controlo 1,8 X108 8,3 - 6,3 X 108 8,8 -

g 3 QUI 10 1 7,3+0,17" 5,3 X108 3,7 53+0,6"

SIS QUI + MMTNa 1,6 X 102 2,2 6,7+1,0A 4,2 X 10° 5,6 3,6+0,78

3 9 | QUI+0,5%0EA 10 1 7,3+0,1A 9,0 X 103 4,0 5,1+0,94

S S QUI+0,5%0EA+MMTNa 5,3 X 10* 4,7 4,0+0,878 1,1 X 10° 5,0 3,9+0,4°8

o 8 QUI + 1%0EA 1,3X 108 3,1 6,4+ 1,678 3,0 X108 35 53+0,1A

g QUI+1%OEA+MMTNa 1,7 X 10° 5,2 3,1+0,48B 3,3 X104 4.5 4,3+0,178
QUI + 2%0EA 1,6 X 10° 5,2 45+1,4°8 1,1 X 107 7,1 3,0+1,48
QUI+2%0OEA+MMTNa 1,0 X 10% 4,0 6,1+20"8 3,6 X104 4,6 4,3+0,2°8

* Zona de inibicao (halo) igual a 6 mm significa que néo houve crescimento microbiano sob o disco do filme.
**(A-B): Para cada teste, médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
DMSO: Dimetil sulféxido; OEA: Oleo essencial de alecrim; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sodica.
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Em relacéo aos filmes, apenas os que foram incorporados com OEA apre-
sentaram atividade antimicrobiana relativamente a bactérias gram-positivas ou
negativas. A inibicdo do crescimento ocorreu apenas sob os discos dos filmes (6
mm de diametro), n&o tendo sido observados halos de inibicdo em torno dos
discos (Tabela 5.6). A atividade antifingica foi menos evidente apés a producao
dos filmes, apenas os que foram incorporados com 1% ou 2% de OEA apresen-
taram inibicdo do crescimento fangico sob os discos do filme. Os filmes controlo,
sem incorporagao de OEA, ndo apresentaram atividade no teste de difusdo em

agar contra nenhum dos microrganismos testados.

Discos estéreis de papel filtro, assim como peliculas aderentes comerciais
(PVC) foram utilizadas como controlos negativos, validando o teste realizado
uma vez que houve crescimento dos microrganismos tanto debaixo do papel fil-
tro como do PVC, demonstrando que a inibicdo do crescimento observado com
os filmes de quitosano incorporados com OEA foi devida aos mesmos e nao a
uma possivel condicdo de anaerobiose criada pelo contato dos discos com a
superficie do agar. Estes resultados estdo em boa concordancia com os obser-
vados em filmes de quitosano incorporados com OEA (Abdollahi et al., 2012b)

ou extrato de prépolis (Siripatrawan e Vitchayakitti, 2016).

A diminuicdo da atividade antimicrobiana do OEA ap0és incorporacdo na
matriz polimérica pode ser explicada devido as pequenas quantidades presentes
nos filmes, ou a boa interacdo dos compostos do 6leo com o quitosano que difi-
cultou a migracdo dos compostos ativos para o agar (Altiok, Altiok, e
Tihminlioglu, 2010, Vieira et al., 2018) diminuindo o contato entre as células bac-
terianas e 0s compostos com atividade antimicrobiana (Siripatrawan e
Vitchayakitti, 2016).

5.2.2. Atividade antimicrobiana — contagem de células viaveis

A atividade antimicrobiana dos filmes contra duas bactérias patogénicas,
veiculadas por alimentos, uma gram-positiva (B. cereus) e uma gram-negativa
(S. enterica) foi também estudada de forma quantitativa pelo método de conta-

gem de células viaveis. Os filmes obtiveram 6timos resultados neste teste,
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independente da incorporacdo do OEA ou MMTNa, para ambas as bactérias
testadas, mas com maior poder antimicrobiano contra a bactéria gram-positiva
(Tabela 5.6), em linha com os resultados obtidos no teste de difuséo em agar

anteriormente discutido.

Os filmes controlo, sem incorporacao de qualquer composto, apresentaram
uma reducao logaritmica na contagem de células viaveis de aproximadamente
7,3 ou 5,3 log apds 24 h de incubagédo para o B. cereus e S. enterica, respetiva-
mente. De um modo geral, a incorporagéo da nanoargila reduziu a atividade an-
timicrobiana dos filmes, o que corrobora os resultados obtidos no ensaio de mi-
gracdo que serd discutido a seguir. A incorporacdo do OEA nao resultou em
diferencas significativas na atividade antimicrobiana (p>0,05) exceto para o filme
incorporado com 1% de OEA + MMTNa contra B. cereus e 2% de OEA contra S.

enterica.

O mecanismo de a¢ao antimicrobiano do quitosano esta relacionado com
a sua capacidade de danificar / alterar a parede e as membranas celulares de
fungos e bactérias por meio de interacdes eletrostéaticas, que levam a permeabi-
lizacdo das mesmas com vazamento de material intracelular, resultando na
morte celular (Verlee, Mincke, e Stevens, 2017). Nas bactérias gram-positivas, o
quitosano liga-se de forma néo covalente com os acidos teicéicos da camada de
peptidoglicano, enquanto que nas bactérias gram-negativas ele atua como que-
lante de importantes nutrientes e componentes da célula (catides) ou desconti-
nuando a integridade celular por meio de interacdes eletrostaticas com compo-
nentes carregados negativamente dos lipopolissacaridos da membrana externa
(Nouri et al., 2017; Verlee et al., 2017).

A reducao da atividade antimicrobiana dos filmes com a incorporagéo da
nanoargila estd provavelmente relacionada com a boa interagéo obtida entre a
MMTNa e o polimero (como previamente discutido nos ensaios de FT-IR e DRX)
que reduziu o niumero de grupos funcionais (grupos amida) do quitosano para
atuar na membrana dos microrganismos e causar 0s danos, e a morte celular,

no entanto este comportamento nunca foi reportado na literatura.
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Este estudo da atividade antimicrobiana dos filmes demonstra que os filmes
produzidos tém potencial para serem utilizados como novos materiais / tecnolo-
gia no controlo de microrganismos veiculados por alimentos (patogénicos ou
nao) protegendo os alimentos ao mesmo tempo que mantém a sua qualidade e

inocuidade.
5.2.3. Migracdo de compostos fendlicos totais

O perfil de migracdo dos compostos fendlicos totais estabelecido foi de
“crescimento exponencial até um maximo/equilibrio”, atingido ap6s 48 a 72 h do
inicio do ensaio. O teor de CFT difundidos foi proporcional a quantidade de OEA
incorporado nas embalagens. A incorporacdo do MMTNa resultou numa reducao
do processo de difusdo dos polifendis para o meio simulador. Os valores dos
coeficientes de difusdo calculados, assim como a razdo maxima libertada dos

CFT séo apresentados na Tabela 5.7.

O maior coeficiente de difusdo registado foi nos filmes de quitosano incor-
porados com 2% de OEA (20,3x101? m?/s) seguido pelos filmes com 1% do 6leo
(4.0x101? m?/s), enquanto que os menores valores foram obtidos para os filmes
com incorporacédo de MMTNa e com 0,5% ou 1% de OEA (1.87x101? m?/s e

0.83x101%2 m?/s, respetivamente) (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Ensaio de migracao - coeficientes de difusdo e teores maximos migrados.

Coeficiente de Maximo de compostos feno- Maxima % sequestro
Filmes difuséo licos difundidos / total incor- radical (DPPH)
(1012 m?/s) porado nos filmes

QUi** _ _ _
Qui+MMTNa - - -
Qui+0.5% OEA 1,32 £ 0,49%" 0,19 2,8
Qui+MMTNa+0.5% OEA 1,87 £ 0,748 0,16 2,6
Ch+1% OEA 4,00 £ 1,188 0,26 3,6
Qui+MMTNa+1% OEA 0,83+ 0,168 0,18 3,0
Qui+2% OEA 20,3 +5,14 0,54 4.4
Qui+MMTNa+2% OEA 1,81 +1,108 0,19 5,3

* (A-B): medias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
(p>0,05). ** OEA: Oleo essencial de alecrim; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sodica.

O comportamento estabelecido para migragdo dos compostos fendlicos foi
similar ao anteriormente reportado na literatura (Ramos, Jiménez, et al., 2014;
Souza, Rodrigues, et al., 2018). De acordo com Abdollahi et. al (2012), que
também estudou filmes de quitosano incorporados com 0Oleo essencial de ale-

crim, devido a interagdo entre os grupos funcionais dos extratos ativos com o0s
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grupos hidroxilo e amida do quitosano ocorre um arranjo particular da matriz po-
limérica. Ainda segundo estes autores, nos bio-nanocompasitos (filmes de qui-
tosano + MMTNa) onde também é adicionado OEA, as intera¢des por pontes de
hidrogénio entre o polimero e o MMT séo favorecidas/aumentadas. Esta boa in-
teracdo entre os componentes do filme, podem explicar o comportamento obser-
vado no processo de difusdo dos CFT nos filmes incorporados com a nanoargila.
A rede formada entre a MMT e 0 quitosano aprisionou 0s compostos fendlicos
presentes no OEA, limitando sua difusdo para o simulador alimentar utilizado.
Este comportamento é facilmente observado analisando-se os teores maximos
de compostos fendlicos migrados, para os filmes sem incorporacdo de MMT es-
tes valores variaram entre 0,19-0,54, enquanto que para os filmes reforcados
com a nanoargila apenas entre 0,16-0,19 (Tabela 5.7).

A atividade antioxidante do meio simulador ap6s o contato com os filmes
também foi medida pelo método de sequestro do radical DPPH. Independente-
mente da incorporacdo ou ndo da MMTNa, os compostos fendlicos presentes
nos simuladores apresentaram percentagens maximas entre 2,6-5,3% de se-
questro do radical DPPH para os filmes incorporados com OEA nas concentra-
cOes avaliadas (Tabela 5.7). A pequena atividade antioxidante pode estar relaci-
onada com a baixa concentracdo de CFT nos simuladores (baixas concentra-
cOes de OEA incorporados nos filmes que foram utilizados em pequenos peda-
COS Nno ensaio), entretanto demonstra que houve a manutencao da atividade an-
tioxidante dos OEA mesmo apdés a etapa de producao dos filmes e exposicdo as

condicBes do ensaio de migracéao.

5.3. Avaliagao “in situ” dos filmes — estudo da vida de prateleira de carne
fresca de frango

5.3.1. Caracterizacgéo fisico-quimica

A vida de prateleira de carne fresca de frango embalada nos filmes ativos
de quitosano foi avaliada por meio da medicéo de alguns parametros fisico-qui-
micos (pH, acidez, humidade e cor) ao longo de 15 dias de armazenamento (Ta-
bela 5.8).
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Tabela 5.8. Estudo da vida de prateleira de carne fresca de frango — par@metros fisico-quimicos.

Parametros™ | Dias | - Sem filme PVC Qui 0,5(02/:)Jci;rEA 10(/33)iEA 20(/33)iEA MQleIELa Ql:)ijrs'&,\glzl\/ia)r Qu;zé\)ﬂgkm Qu;zé\)ﬂgkm
0 55+45% 55+1Ca 53+42 524082 52+0P2 52+0¢a 5241482 524182 52+18a 52+18a
3 58384 5418 5520 57414 60£1%a 60£1%a 52+0A8¢ 50+08° 61£0% 52+0B¢
hue* (graus) | 7 | 61#4ABad 6410 5341400 55+ Abcde 58+180cd 59+0Aabe 49+18¢ 52+0ABde 574640 57-+2Abcd
10 | 641508a 63414 494540 56100 56:£08Ched 574180 55424 54+1Ac 5Q2Aabe 5Q1Aabe
15 71+1%a 64170 53+2Acd 55+2ABcd 55+1¢cd 552+1B¢d 54424 53+17Bd 58+2A¢ 57+1A¢
0 | 570£0,04% 506£0,15% 506+0,3%  596£0,3*  506£0,3'%  506£0,3* 570:0,04" 570£0,04"  570£0,0°  570+0,045
5,7240,06%% 6,19+0,08%  6,01£0,2%%  571+0,2AU  554:0,1Cc  556+0,1%  5860A¢ 584100  569£0,1A% 5 gOx0Bbede
pH 7 | 697:02% 6,500,128  6,33+0°%¢  6,16:0,20%0  6,00+0A%e  580+0,0A% 641+0,6°%°  581+0,1A%  5091+0,2A% 5 58+0,08%
10 | 7,99:0,1%  679:0,04%  651:0,2%°  608:0,14¢  568+0,18  580:0,2° 6,35:0,5%¢  621+04A%  6,28+0,4%C 6 37+0,6M°
15 | 8,01£0,39%  7,26:0,13%  7,14:0,2%¢  §20:0,2A¢  617+0,1A  600:0,2°  6,44:0,3°° 627403  6,06:0,3"  6,06:0,3%
0 | 2,10¢0,01% 1,68+0,22%° 1,040,008  1,094+0,08%  1,94+0,08% 1,94%0,08° 2,190,001 2,10+0,01%¢  2,19:0,01°2  2,19+0,01%2
Aciden tiulavel | 3 | 2L1E0.0340  132:0,08%  1,13:0,01% 130024 115:000% 1,25:0,04% 2,30:058* 139£013% 164032 1,53:0,00°
(9/100g de 7 | 0,80£0,16%¢ 1,2740,07%* 0,85:0,05%  0,87+0,08%  1,14+0,08°° 1,04+0,02° 1,41%0,15°C 1,80+0,0252  1,14+0,06%  1,20+0,04°
acidooleico) | 15 | 1 09+0,058  1,15+0,065° 1,13+0,18% 1,320,194 1,32+0,038C 123+0,035 1,74+0,07A% 1,77+0,1282 1,280,018  1,57+0,048%
15 | 0,7740,04% 0,8740,02°° 1,220,299 114+0,43%%¢ 150£0,02°% 150+0,13% 0,07+0,03% 1,02+0,05°* 1,060,035  1,14+0,0600¢
0 | 7544048 7550282  74,9+0,6" 74,906  74,9:0,6  74,9+0,6° 753:05%  750£0,3%  750:0,3%  750£0,3"
3 | 751$0,1%%  758:0,4% 73,4:0,18Ccd 7311 14000 71840450  72,3:0,6°0 73,4:+0,2°%c0  749+23%bc 71430580 72,4048
Humidade (%) | 7 | 75,940,148  751+0,48%  725:0,1°%  736:0,5%  72,0£0,58C% 72,0:0,5A% 72,9+0,8°  72,0£0,6AP%  70,7+0,7B% 72,3058
10 | 76,7¢0,1%  756£0,3%b 74,550,388  74,4+13%b 735:] 3A8Cabc 72910 3Aed 72942 6Ad 69 5:0,3%  69,1+1,1%  70,6+0,15%
15 | 76,609  76,7:0,1"  734:0,8%  736:0,5%  73,7+0,1%8  734:1,0°  730:1,1%  737+06%  72,1%0,2°°  70,8+0,55

*(A-D): Para cada parametro, médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna né&o diferem estatisticamente entre si (p>0,05); (a-f): Para cada parametro, médias seguidas
das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
** OEA: Oleo essencial de alecrim; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sddica.
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O elevado teor de lipidos insaturados (mais suscetiveis aos processos oxi-
dativos) e as caracteristicas intrinsecas de pH, humidade e teor proteico 6timas
para o desenvolvimento de bactérias aerdbicas deterioradoras (por exemplo
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae ou bactérias laticas) tornam a carne de

frango um alimento altamente perecivel (Silva, Domingues, e Nerin, 2018)

Ao longo do tempo, foi observada uma tendéncia de aumento dos valores
de pH, humidade e &ngulo de hue (hue*) com uma diminui¢cdo da acidez titulavel
nas carnes de frango estudadas (Tabela 5.8). As mudancas foram mais intensas
nas carnes que nao receberam qualquer protecdo (carnes sem filme) seguido

pelas carnes revestidas pelo PVC.

Do ponto de vista colorimétrico, o valor inicial de hue* das carnes foi de
cerca de 52°, ou seja, uma tonalidade avermelhada. Apos os 15 dias de arma-
zenamento sob refrigeracéo, o angulo de hue registado para as carnes sem filme
foi de 71°, enquanto que para o alimento protegido pela pelicula comercial de
64°. O aumento dos valores de hue* representa uma mudanca na cor do produto
em direcdo matiz amarela/verde, o que representa no caso das carnes um pro-
cesso de descoloracédo. Em relacdo aos produtos protegidos pelos filmes ativos
de quitosano desenvolvidos, houve uma manutencdo da coloracéo inicial das
carnes, ndo tendo sido observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
valores de hue* encontrados no inicio e no fim da experiéncia (entre 52° e 57°

no 15° dia de avaliag&o).

A oxidacao lipidica em conjunto com a degradac¢ao dos grupos hemo e for-
macao da meta-mioglobina s&o descritos como 0s responsaveis pelo processo
de descoloragdo de carnes armazenadas sob refrigeracdo (Ghaderi-
Ghahfarokhi, Barzegar, Sahari, Ahmadi Gavlighi, e Gardini, 2017; Melo et al.,
2012). Desta forma, os filmes de quitosano provavelmente evitaram / retardaram
0S processos deterioradores, uma vez que mantiveram a cor do produto ao longo

do tempo de prateleira avaliado.

Uma vez que a cor € um atributo sensorial de extrema importancia na de-
cisdo de compra de um produto, sendo que, produtos carneos escuros ou des-

colorados séo rejeitados pelos consumidores (Rojas e Brewer, 2008), estes
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resultados sdo promissores e demonstram o potencial destas embalagens na
conservacao da qualidade de carne fresca de frango, com possivel extensao da

vida atil do produto embalado.

Em relagdo ao pH, apenas as amostras sem filme, ou envoltas no PVC ou
nos filmes controlo (quitosano sem incorporacdo de OEA ou MMTNa) apresen-
taram aumento nos valores de pH no final dos 15 dias de armazenamento
(p<0,05). O pH de todas as outras amostras no final do 15° dia de armazena-
mento ndo variou estatisticamente desde o inicio das experiéncias (p>0,05), ape-

sar de numericamente serem ligeiramente superiores do que no tempo zero.

Comparando-se os valores de pH entre as diferentes amostras, no ultimo
dia de andlise, verifica-se que a carne sem filme apresentou valores de pH signi-
ficativamente superiores a todas as demais amostras (p<0,05). J& os produtos
protegidos pelos filmes controlo, Qui + MMTNa ou PVC néo diferiram entre si
(p>0,05), apesar de apresentarem valores de pH superiores ao das carnes pro-
tegidas nos filmes incorporados com OEA (p<0,05). Estes Ultimos por sua vez,
nao apresentaram diferengas nos valores de pH entre si (p>0,05).

O comportamento obtido é similar ao reportado na literatura para carnes de
frango (Melo et al., 2012) ou peixe (Abdollahi et al., 2014) embalados respetiva-
mente em filmes de acetato de celulose ou quitosano incorporados com OEA.
De forma analoga, os valores encontrados para a acidez titulavel seguiram o
comportamento inverso, ou seja, com o aumento do pH houve uma diminuicao

da acidez, corroborando os resultados de pH.

Para alimentos ricos em proteinas e aminoacidos livres que sdo acondicio-
nados sob condi¢des de aerobiose, o incremento nos valores de pH geralmente
€ atribuido a producdo de compostos basicos volateis associada ao desenvolvi-
mento de microrganismos, isto €, a atividade proteolitica dos microrganismos
resulta na producéo de aminas volateis (Abdollahi et al., 2014; Melo et al., 2012).
Desta forma, o efeito protetor dos filmes provavelmente esta relacionado com o
seu poder de retardar o crescimento microbiano como sera discutido posterior-

mente.
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Em geral, a humidade das carnes protegidas pelos filmes ativos diminui ao
longo do tempo de armazenamento (p<0,05) (Tabela 5.8). O quitosano ¢ um
polissacarido hidrofilico cujos filmes sao capazes de absorver grandes quantida-
des de agua (Souza et al., 2017), o que pode explicar a reducéo do contetddo em
agua das amostras embaladas nestes tratamentos. Hamburgueres pré-cozidos
de carne bovina acondicionados sob refrigeracdo sem protecdo também apre-
sentaram valores mais elevados de humidade quando comparados com o pro-
duto protegido por filmes de quitosano (Wu et al., 2000). Segundo estes autores,
0s menores valores de humidade encontrados nas carnes protegidas pelos fil-
mes de quitosano foi atribuido a capacidade de absorcédo de agua dos filmes de

quitosano, corroborando os resultados aqui expostos.
5.3.2. Determinagéo das TBARS

Os valores iniciais de TBARS encontrados situaram-se aproximadamente
a 0,15 mg de MDA/kg de carne, tendo sido registado um aumento ao longo do
tempo (Tabela 5.9). As amostras de carne sem filme atingiram um valor médio
de 2,03 mg MDA/kg de carne ao final dos 15 dias de ensaio, enquanto que as
amostras protegidas pelos filmes de quitosano mantiveram os niveis de MDA

muito inferiores (p<0,05), proximos dos valores iniciais (tempo zero).

As amostras protegidas pelos filmes de quitosano incorporados com OEA
mas sem o nanorreforgco mantiveram os valores de MDA iguais até o 15° dia de
armazenamento (p>0,05), ou seja, foram capazes de impedir que a oxidacao dos
lipidos na carne acontecesse. Para as amostras acondicionadas nos filmes de
quitosano incorporados simultaneamente com OEA e MMTNa, os teores de MDA
encontrados foram inferiores aos registados para a carne ndo embalada, mas

superiores ao valor no inicio da experiéncia (p<0,05).

O atraso no processo oxidativo das carnes pode ser atribuido a alguns fa-
tores, nomeadamente: (i) as boas propriedades de barreira ao oxigénio dos fil-
mes retardando o processo de iniciagdo da oxidacao lipidica; (ii) a capacidade
do quitosano de captar catides (Abdollahi et al., 2014), que séo catalisadores
das reagdes oxidativas; e (iil) aos compostos antioxidantes presentes no OEA

incorporados nos filmes que ao transferir &tomos de hidrogénio ou eletrbes,
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estabilizam os radicais livres interrompendo a reacéo oxidativa em cadeia (Melo
et al., 2012). Resultados similares foram reportados para diferentes biopolimeros
incorporados com 6leos essenciais e aplicados em diferentes produtos, nomea-
damente: filmes de quitosano incorporado com OEA aplicado em filetes de peixe
fresco (Abdollahi et al., 2014); filmes de acetato de celulose incorporado com
OEA como embalagem de peito de frango (Melo et al., 2012); filmes de quitosano
incorporado com O6leo essencial de tomilho também aplicado a peixe (Yang et
al., 2015).

A oxidacao lipidica € uma das principais causas da deterioracéo de alimen-
tos, sendo responséavel pela modificacdo de importantes atributos sensoriais (i.e.
desenvolvimento de odores, ranco, e descoloracao da carne) que sao na maioria
dos casos associados a rejeicdo ou perda de valor do produto por parte dos
consumidores (Kaewprachu, Osako, Benjakul, e Rawdkuen, 2015; Vilarinho et
al., 2018).

Segundo Sheard et. al (2000), o limiar de detecao de “off-flavor/off-odour”
(mau cheiro) por consumidores corresponde a um valor de TBARS equivalente
a 0,5 mg de MDA/kg de carne. Comparando-se os valores obtidos com este li-
mite, é possivel concluir que a carne sem filme ja havia ultrapassado esses va-
lores no sétimo dia de armazenamento, enquanto que as amostras protegidas
pela pelicula comercial, pelos filmes de quitosano + MMTNa e quitosano +
MMTNa + 0,5% ou 2% OEA atingiram esse valor apenas no décimo dia de ana-
lise. Finalmente, no ultimo dia analisado (15° dia de armazenamento), apenas
as carnes embaladas no filme de quitosano + MMTNa + 1% OEA ultrapassaram
o limite de rejeicdo, enquanto que para todas as demais amostras protegidas
pelos filmes de quitosano sem incorporagcdo do MMTNa, incorporadas ou néo
com OEA permaneceram abaixo do limite de aceitacdo sensorial do produto es-
tabelecido por Seard et. al (2000). Ou seja, um potencial aumento na vida de

prateleira de pelo menos 8 dias em comparacao com a carne sem filme.
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Tabela 5.9. Estudo da vida de prateleira de carne fresca de frango — qualidade microbioldgica e oxidacéo lipidica.

A . . . Qui+ Qui+ Qui+ Qui+ Qui+MMTNa+ Qui+MMTNa+ Qui+MMTNa+
*% *

Parametros* | Dia | Sem filme pve Qui 05%OEA  1%OEA _ 2%OEA MMTNa _ 0,5%OEA 1%0EA 29%0EA

0 | 0,15+0,01%® 0,15+0,01%% 0,14+0,01%&  0,14+0,08®  0,14+0,01%% 0,160,032 0,15+0,02%%¢  0,15+0,01®  0,15+0,01°@  0,15+0,01B2
3 | 0,16+0,01°* 0,14+0,02%°  0,18+0,02%°  0,34+0,01*%  0,22+0,03*2 0,21+0,027% 0,23+0,148¢%  (,16+0,0" 0,16+0,0¢° 0,13+0,018°

TBARS
(mg MDA/ 7 | 0,94+0,20%2  0,10+0,018¢  0,26+0,02°*°  0,34+0,02°°¢  0,15+0,00%¢ 0,28+0,01* 0,43+0,2°8¢®  0,14+0,02°¢  0,30+0,075*¢  0,15+0,015¢

kg carne) 10 | 1,5440,33% 0,64+0,24%%¢ 0,16+0,018% 0,220,015 0,14+0,03% 0,20+0,058%¢ 0,96:0,28%%b 0,60+0,024%0 (0,21+0,035¢d  0,53+0,1Abcd
15 | 2,03:0,28% 0,55:0,10 0,26:0,01°°  0,24+0,0° 021001 0,28+0,11% 1,15¢0,54%  0,43%0,02%  0,70:0,03*  0,62+0,03%°
0 | 52:03%  52:03%  52403%  52403%  52:03%  52+0,3%  52:0,3%  52:0,38 52:03%  52£0,3%
MTV 3 | 8,5¢0,5% 8,7+0,082 6,4+0,38¢f 6,3+0,0° 5,7+0,1B'9 6,0+0,08f 7,0+0,5B% 5,1+0,189 7,7+0,08¢¢ 7,840,158
‘C;?ﬁe) UFCIB| 0 | 90:04%  05:03% 82604  77:04%  75:02% 74104  84105° 841020 81058  7.840,1%

10 | 10,140,142 9,610,142 8,9+0,47° 8,1+0,4/b¢ 8,0+0,3*¢ 8,0+0,5%¢ 8,4+0,2/b¢ 8,2+0,01° 8,5+0,1AP¢ 8,520, 14¢

0 1,9+0,5¢8 1,9+0,5¢2 1,940,582 1,9+0,5¢@ 1,9+0,5¢2 1,9+0,552 1,9+0,5¢2 1,940,582 1,9+0,582 1,9+0,5%

CQIiffrm?’fl l\tAOP- 3 | 3,9£0,5%° 3,440,080t 24+0,1%¢ 3,310,180 3240,282  3,4+0,00bd  3,620,4%c  4,0£0,3"2 2,610,478 2,9+0,4A0c
tais Log

/ g carne) 7 | 52£0,2% 3,9+0,58° 4,0£0,2% 42102 3,7+0,4%>  3,70,4%° 2,6£0,0%¢ 3,6£0,1% 2,6£0,18¢ 2,9£0,3%
10 | 5,60,4% 6,410,1°%  3,420,1°  3,6£0,48 41102  3,0£0,47%  3,1:0,248% 244015 3,240,17 3,020,374

*(A-D): Para cada parametro, médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05); (a-g): Para cada parametro, médias
seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
** OEA: Oleo essencial de alecrim; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sédica; MTV: microrganismos totais viaveis; NMP: nimero mais provavel; TBARS: substancias

reativas ao acido tiobarbitdrico.
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A menor atividade dos filmes incorporados com a montmorilonite provavel-
mente esta relacionada com a boa interacdo entre 0s componentes na matriz
polimérica que diminui a migracdo dos compostos ativos para o alimento, redu-
zindo o poder protetor da embalagem. Este comportamento est4 de acordo com
o anteriormente discutido nos ensaios de determinacgao “in vitro” das atividades

antioxidante e antimicrobiana.
5.3.3. Estudo da qualidade microbiol6gica das carnes

Como era esperado, a contaminagdo microbiana da carne aumentou ao
longo do tempo de armazenamento (Tabela 5.9). Em comparacdo com a carne
sem filme, ao final do décimo dia de armazenamento, as amostras protegidas
pelas peliculas ativas apresentaram reducgdes entre 1,2-2,1 log na contagem dos

microrganismos totais viaveis.

Apesar das diferencas em termos de MTV entre as carnes embaladas com
os diferentes filmes ativos de quitosano néo ter sido estatisticamente significativa
(p>0,05), numericamente as contaminacdes registadas no frango embalados
nos filmes de quitosano sem incorporacédo do OEA foram superiores as verifica-

das nas amostras protegidas com os filmes com adic&o do 6leo (Tabela 5.9).

Também na evolucdo do crescimento microbiano, a incorporacdo da
MMTNa nos filmes de quitosano resultou num menor efeito protetor das peliculas
e, a carne embalada nestes filmes apresentou maior contagem de MTV (embora
sem significancia estatistica — p>0,05). De forma anéloga ao referido nos ensaios
de migracéo, na atividade antimicrobiana “in vitro” e estabilidade oxidativa das
carnes, o aprisionamento dos compostos ativos na matriz polimérica devido a
presenca da nanoargila pode explicar a diminuicdo também da atividade antimi-

crobiana “in situ” dos filmes.

Abdollahi e colaboradores (2014) também observaram menores contagens
de microrganismos totais viaveis nos filetes de peixe revestidos pelos filmes ati-
vos de quitosano, tendo sido atribuido maior poder protetor aos filmes com in-

corporacado de OEA, similarmente aos resultados aqui apresentados.
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Em relacdo aos coliformes totais, houve um crescimento destas bactériais
ao longo do tempo de armazenamento (p<0,05) em todas as carnes, protegidas
ou nao pelas peliculas, exceto para as amostras embaladas nos filmes Qui +
MMTNa + 0,5% ou 2% OEA (p>0,05) (Tabela 5.9). Comparando-se as carnes
que nao foram protegidas (carne sem filme) e as embaladas no PVC com as
demais amostras envolvidas pelos filmes ativos de quitosano, conclui-se que 0s
filmes de quitosano foram responsaveis por uma diminui¢do do crescimento dos
coliformes totais entre 2,3-4,0 ciclos logaritmicos. No entanto, para os coliformes
totais as menores contaminacdes foram registadas para as amostras protegidas
pelos filmes de quitosano incorporados com OEA e MMTNa, apesar das diferen-
cas nao terem sido significativas entre as contaminacdes das carnes protegidas
com os diferentes filmes ativos (p>0,05). Estes resultados s&o concordantes com
0s apresentados para os MTV, e reforcam a explicacdo de que o OEA potencia

0 poder antimicrobiano dos filmes de quitosano.

Desta forma, a atividade antimicrobiana dos filmes esté relacionada tanto
com a atividade antimicrobiana do quitosano como com a atividade dos compos-
tos ativos do OEA, como foi referido anteriormente nos resultados “in vitro”. Se-
gundo Cannarsi et. al (2005), carnes de vaca com contagens de MTV superiores
a 107 UFC/g de carne sdo consideradas impréprias para o consumo. Este tam-
bém foi considerado como o limite microbioldgico para rejeicdo de peixes frescos
(Abdollahi et al., 2014). Considerando esta contaminag&o como a limite antes da
carne se tornar impropria para o consumo, os filmes de Qui, Qui + 0,5%, 1% ou
2% OEA e Qui + 1% OEA + MMTNa foram capazes de aumentar a vida de pra-
teleira das carnes neles embaladas, uma vez que nestas amostras este limite
apenas foi excedido no sétimo dia de armazenamento, enquanto que para amos-
tras embaladas nos demais filmes o valor foi excedido no terceiro dia de arma-

zenamento.
5.4. Consideracdes finais

De um modo geral, os filmes produzidos apresentaram-se homogéneos,
com boa transparéncia, densos, com boa dispersao/interacéo de todos os com-

postos incorporados na matriz polimérica, tendo o 6éleo essencial interferido com

124



maior intensidade nas propriedades funcionais dos filmes. A incorporac¢éo da na-
noargila foi bem-sucedida, tendo sido obtida uma configuracao intercalada, que
resultou em melhorias nas propriedades dos filmes. De certa forma a MMTNa
minimizou alguns dos efeitos negativos devidos a adicdo do OEA nos filmes (do

ponto de vista mecanico, de barreira aos gases e a luz, por exemplo).

Através de uma analise combinada dos teores de MDA e MTV quantifica-
dos nas carnes de frango ao longo do tempo de armazenamento estudado pode-
se observar o efeito protetor dos filmes e a possibilidade de extensao da vida util
do produto avaliado (Figura 5.12). A carne sem filme situou-se na zona de rejei-
cao, tanto do ponto de vista oxidativo quanto microbiologico, desde o 3° dia de
armazenamento, enquanto que as amostras protegidas pelos filmes ativo ainda

se mantiveram nos quadrantes de aceitacao.

Outra vantagem desta tecnologia situa-se na sua capacidade de suplemen-
tar a dieta dos consumidores com compostos de alto poder biolégico, uma vez
que os filmes ao libertarem os compostos fendlicos para o alimento enriquecem

o mesmo (Medina-Jaramillo, Ochoa-Yepes, Bernal, e Fama, 2017).

Entretanto, do ponto de vista da bioatividade dos filmes, a nanoargila dimi-
nuiu tanto a atividade antioxidante quanto a antimicrobiana dos biopolimeros.
Desta forma, quando a melhoria das propriedades ndo € um objetivo do material,
filmes de quitosano incorporados apenas com OEA sé&o sugeridos. Por outro
lado, uma formulag&o que combine ambos 0s aspetos positivos pode ser desta-
cada como o filme produzido com a incorporacdo da MMTNa e 0,5% de 6leo

essencial de alecrim.

Parte dos resultados presentes neste capitulo encontra-se ja publicada em
um artigo (Souza, Pires, et al., 2018).
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Figura 5.12. Estudo comparativo da qualidade microbiolégica e grau de oxidacgéo lipidica da carne de frango durante 10 dias de armazenamento.
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Resultados e Discussao

Bio-nanocompaosito quitosano / montmorilonite sddica
/ 6leo essencial de gengibre

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussado dos filmes
produzidos com o segundo melhor extrato natural (OEG) e a melhor montmori-
lonite (MMTNa). Como os filmes controlo e quitosano + MMTNa séo transversais
aos capitulos cinco e seis, para nao tonar o texto repetitivo, a discussao apre-

sentada a sequir foi focada nas mudancas devidas a adi¢cdo do OEG.
6.1. Caracterizacdo das propriedades funcionais dos filmes

Filmes de quitosano incorporados com a montmorilonite soédica e o 6leo
essencial de gengibre foram produzidos de forma satisfatéria, tendo sido obtidas
peliculas finas, flexiveis, visualmente homogéneas, densas, de coloracao predo-
minante amarela e com elevada transparéncia como pode ser observado na fi-

gura 6.1.
6.1.1. Difratometria de Raios-X

Os difratogramas da MMTNa pura e dos filmes de quitosano puro (Qui) ou

incorporados com a montmorilonite sodica (Qui+MMTNa) e o 0leo essencial de
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gengibre em diferentes concentracfes (Qui+MMTNa+ 0,5%, 1% ou 2% OEG)

estéo dispostos na Figura 6.2.

Qui+MMTNa Qui+MMTNa Qui+MMTNa
+0,5%0EG +1%0OEG +2%0OEG
Figura 6.1. llustragdo dos bio-nanocompésitos produzidos. Qui (quitosano); MMTNa (montmo-
rilonite sédica); OEG (6leo essencial de gengibre).
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Figura 6.2. Difratogramas dos bio-nanocompdsitos. Qui (quitosano); MMTNa (montmorilonite
sddica); OEG (6leo essencial de gengibre).

A incorporagéo do OEG resultou no deslocamento do pico cristalino carac-
teristico da nanoargila para angulos menores em torno de 2@ = 5,02° (0,5%
OEA), 5,18° (1% OEA) e 5,22° (2% OEA), correspondente a um espagcamento

interplanar doo1 igual a 1,76; 1,71 e 1,69 nm respetivamente. Valores similares
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foram encontrados para a distancia interplanar em filmes de quitosano incorpo-
rados com OEA (capitulo 5). O aumento das distancias entre as lamelas da argila
€ um indicativo de que o quitosano foi capaz de intercalar-se entre as pilhas da
MMTNa, com obtencdo de uma estrutura intercalada (Lavorgna et al., 2010;
Wang et al., 2015). Entretanto como ocorrido com a incorporacéo do OEA, o 6leo
essencial de gengibre reduziu a dispersao do quitosano nas galerias da MMTNa,
provavelmente devido a alteracfes estruturais no polimero devido as interacdes

dos compostos fendlicos com os grupos reativos do quitosano (Dias et al., 2014).
6.1.2. Caracterizacdo morfolégica dos filmes
6.1.2.1. Microscopia eletrénica de varrimento (MEV)

A morfologia da topografia da superficie e dos cortes transversais estdo
dispostos nas Figuras 6.3 e 6.4, respetivamente.

-

3 .00KU 0 T T O T g R L T A 3 .00KkU
CEHIMAT _ CENIHAT

3.0DkUL
CENIHAT

Figura 6.3. Fotomicrografias da topografia da superficie dos filmes: (A) quitosano; (B) quito-
sano + MMTNa; (C) quitosano + 2% OEG,; (D) quitosano + 2% OEG + MMTNa. Ampliagéo de
1000x.
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A superficie do filme controlo apresentou elevada uniformidade (Fig. 6.3A).
A incorporacdo da MMTNa né&o resultou em modificacdo na homogeneidade do
filme (Fig. 6.3B), no entanto a adicdo do OEG (2%) provocou uma certa descon-
tinuidade na topografia dos filmes (Fig. 6.3C), que foi mais evidente quando a

argila também foi incorporada (Figa. 6.3D).

3 .00KU LZmm { it epesnre oo | 3 .00KV LZmm
CENIMAT CENIMAT

3 .00KU

L Lmm
CENIMAT

3 .00k 1 Lmm
CEHIMAT

E

Figura 6.4. Fotomicrografias da secgao transversal dos filmes: (A) quitosano; (B) quitosano +
MMTNa; (C) quitosano + 2% OEG,; (D) quitosano + 2% OEG,; (E) quitosano + 2% OEG +
MMTNa; (F) quitosano + 2% OEG + MMTNa. Ampliagbes 1000 x (A, B, D e F) e 500 x (C e E).
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Esta superficie menos homogénea (maior irregularidade / menos lisa) pode
ter sido resultado da presenca de goticulas sob a superficie do filme (agregados
internos) que alteraram a topografia do mesmo, o que corrobora os resultados
de MFA apresentados a seguir.

Os cortes transversais (realizados por meio de fraturas sob azoto) dos
filmes controlo (Fig. 6.4A) e quitosano + MMTNa (Fig. 6.4B) mostram elevada
homogeneidade da estrutura polimérica obtida. A incorporacdo da MMTNa pa-
rece ter contribuido por tornar a rede ainda mais compacta, sendo um indicio da
obtencéo de elevada interacdo quitosano x argila e corrobora os resultados de
DRX. A incorporacdo do OEG na proporcao de 2% resultou numa estrutura in-
terna esponjosa (Fig. 6.4C e D). Quando foram adicionados ambos 6leo e argila
(Fig. 6.4E e F), houve uma completa mudanca na estrutura da rede (com um
aumento do espacamento interno), no entanto com indicios de maior interacao

do que no filme apenas incorporado com OEG.

As figuras 6.4D e 6.4F (filmes de quitosano + 2% OEG com ou sem incor-
poracdo MMTNa, respetivamente) estdo na mesma ampliacédo das figuras dos
filmes controlo (Fig. 6.4A) e quitosano + MMTNa (Fig. 6.4B), no entanto possuem
imagens maiores. Esta observacao esta relacionada com o aumento da espes-
sura resultante da incorporacao do 6leo essencial, o que corrobora os resultados

discutidos no capitulo 6.1.5.
6.1.2.2. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

O grau de esfoliacédo da nanoargila alcan¢cado com o processo de agitacao

realizado pode ser observado nas imagens de MET (Figura 6.5).

A partir das imagens confirma-se a configuragéo esfoliada / intercalada
assumida pela MMTNa na rede do quitosano, apesar de a dispersdo nao ter sido
completamente homogénea, houve elevada interagcédo, sendo possivel observar
gue o polimero se encontra entre a estrutura da argila (partes mais claras da
fotomicrografia). Estes resultados corroboram a analise de DRX discutida ante-
riormente. Em comparagdo com a imagem do filme de quitosano com 2% do

OEA (capitulo 5) conclui-se que os filmes com OEG apresentam uma
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configuracdo um pouco menos dispersa, com possivel aglomeracdo da MMTNa,
0 que ajuda a explicar os melhores resultados mecanicos e de propriedade de

barreira obtidos para os flmes com OEA/MMTNa.

A B
Figura 6.5. Fotomicrografias dos filmes obtidas por MET: (A) quitosano + MMTNa; (B) quito-
sano + MMTNa + 2% OEG. Ampliagdo de 50000x.

6.1.2.3. Microscopia de forca atomica (MFA)

As imagens dos filmes obtidas por MFA estao dispostas na Figura 6.6. Os
resultados sdo semelhantes aos observados no capitulo 5, tendo todos os filmes
apresentado superficies homogéneas, indicativo de boa interacdo entre os com-

ponentes dos bio-compadsitos / nanocompoésitos.

6.1.3. Espectroscopia de absorgao na regido do infravermelho com trans-
formada de Fourier (FT-IR)

Espectros de FT-IR dos filmes de quitosano puro e dos compdésitos incor-
porados com MMTNa e/ou OEG estdo dispostos na Figura 6.7. As bandas de
absorcao caracteristicas do quitosano foram observadas em todos os espectros,
nomeadamente: em 3325 cm! (estiramento axial do -OH); 3265-3277 cm™ (es-
tiramento assimétrico do grupo -NH); 2877-2925 cm™ (ligacdo C-H do grupo
metilo -NHCOCHz3); 1638-1642 cm™ (amida 1); 1551-1558 cm™ (amida I1); 1342
cm (vibracdo esquelética envolvendo o estiramento da ligacdo C-N da amida
[11); 1375-1412 cm™* (-CH2 dobramento); 906-1024 cm* (vibragéo esquelética en-
volvendo o estiramento do grupo C-0) e 1134 cm? (estiramento assimétrico das
pontes de C—O-C) (Avila et al., 2012; Silva-Weiss et al., 2013; Woranuch e

Yoksan, 2013). De modo similar ao observado para os filmes com incorporacdo
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do OEA discutidos no Capitulo 5, para os filmes com OEG também né&o foram
verificadas grandes diferencas entre os espectros dos filmes com a incorporacéo
tanto da argila quanto do 6leo, tendo prevalecido os picos caracteristicos do qui-
tosano. Pequenas alteracdes nas intensidades dos picos de absorcao foram re-
gistadas, as quais séo atribuidas a sobreposicéo de ligacdes quimicas, e desta
forma um indicativo da presenca de forte interacdo entre as moléculas dos dife-
rentes componentes do material (quitosano, MMTNa e os compostos ativos pre-
sentes no OEG) (Bonilla e Sobral, 2016).

0.77 pm
0.00 pm

¥ 40 jim

Quit Qui + MMTNa

I' 0.90 um

0.00 ym

X 90

290 ytp

Qui +2% OEG Qui + 2% OEG + MMTNa

Figura 6.6. Fotomicrografias da topografia dos filmes obtidas por MFA.

Os espectros dos filmes incorporados com OEG apresentam um novo pico
entre 1702-1703 cm™ que corresponde a vibracdo do estiramento da ligacéo
C=0, tendo a intensidade deste pico aumentado com o aumento da concentra-
céo do o6leo, o que é um indicio de que houve interacdes entre 0s compostos

fendlicos presentes no OEG e os grupos hidroxilo e amina do quitosano (Qin et
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al., 2015). O aparecimento deste novo pico assim como o deslocamento de picos
para comprimentos de onda diferentes (como observado entre 860-880 cm™ ou
1250-1300 cm™ por exemplo) com a incorporagcdo do OEG séo indicativos de
gue novas ligacdes covalentes entre o quitosano e os compostos ativos do OEG
/ MMTNa aconteceram (Sun et al., 2017).

Estes resultados corroboram as observacdes obtidas nas analises de DRX,
MEV, MET assim como as modificagdes nas propriedades funcionais dos filmes
produzidos.

6.1.4. Avaliacao das propriedades térmicas

As temperaturas de transicao vitrea (temperatura de relaxamento das ca-
deias poliméricas) assim como as perdas de massa com as respetivas tempera-
turas maximas de degradacao foram determinadas por meio dos ensaios DSC e
TGA, respetivamente. Os resultados do estudo das propriedades térmicas estao
dispostos na Tabela 6.1 e Figura 6.8. A temperatura de transicéo vitrea dos fil-
mes nao variou estatisticamente com a incorporagcdo da MMTNa ou do OEG
(p>0,05) (Tabela 6.1), tendo sido observado um valor médio de 199 °C + 14 °C.,
No entanto, observou-se uma tendéncia de diminuicdo da Tg com a incorporacao
do OEG e da nanoargila, uma indicacdo de um maior relaxamento das cadeias
poliméricas, provavelmente devido ao efeito plastificante do 6leo (Sakurai, 2000).
Estes resultados corroboram os apresentados anteriormente para os filmes de
quitosano incorporados com OEA (capitulo 5), assim como os resultados mecé-

nicos discutidos no capitulo 6.1.5.

A degradacéao térmica dos filmes seguiu 0 mesmo comportamento demons-
trado para os filmes incorporados com OEA (capitulo 5), ou seja, flmes sem
adicao do oOleo essencial apresentaram trés eventos de degradacao térmica, en-
guanto que os biopolimeros adicionados do OEG registaram quatro estagios
(Fig. 6.8).
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Figura 6.7. Espectro FT-IR dos bio-nanocompositos. Qui (quitosano); OEG (6leo essencial de
gengibre); MMTNa (montmorilonite sédica).
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Tabela 6.1. Temperatura de transicdo vitrea, temperaturas de degradacdo térmica e perdas de massa dos bio-nanocompdsitos.

A1 A2 A3 A4 Residuo

Filme Tg (°C) (%)
Td (°C)  AM (%) Td(°C)  AM (%) Td (°C) AM (%) Td (°C) AM (%)

Qui* 206,7+3,7s™ 70,9+2,5 6,5+0,0 170,1+1,5 12,6+0,8 283,6+0,7 24,3+0,6 - - 23,60,4
Qui+MMTNa 188,9+6,7" 63,6x2,4 6,4+0,8 173,2+0,8 14,0+0,8 283,5+0,5 23,2+0,2 - - 25,8+0,1
Qui+0,5%0EG 202,2£2, 7" 65,6+2,4 6,1+0,2 174,1+2,1 13,7+0,1 284,0£1,0 20,4+0,4 407,4+5,6 26,6+0,6 18,0+0,1
Qui+MMTNa+0,5%0EG 202,8+5,4" 64,0+0,0 6,2+0,3 168,4+3,2 11,5+0,6 284,0+0,9 20,4+0,0 407,8£0,4 26,910,4 20,2+0,4
QUui+1%0EG 194,4+7,1"  63,2t1,5 4,9+0,2 167,4+1,3 11,1+2,7 284,1+25 19,9+1,7 397,1+6,2 27,1+5,7 16,9+0,8
QuUi+MMTNa+1%0EG 196,2+3,4" 64,8t1,9 4,7+0,1 172,6+£3,7 16,1+0,3 290,8+1,1 25,2+0,4 409,5£2,6 26,9+0,8 17,7+0,3
QUi+2%0EG 195,5+4,8" 59,616,3 4,1+0,2 135,5+3,2 13,1+1,3 284,8+0,7 33,0£0,5 407,1£3,2 25,0+0,6 14,2+1,0

QuUi+MMTNa+2%0EG 194,3+6,8™ 63,7+0,9 5,0+0,2 183,4+2,5 16,6+0,6 287,7+£0,5 23,2+0,9 408,7+3,1 25,9+0,6 18,0+0,4
*Montmorilonite sédica (MMTNa); 6leo essencial de gengibre (OEG); Temperatura de transicdo vitrea (Tg); Temperatura de decomposicao (Td);
Perda de massa (AM).

** ns: diferenca nao significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p>0,05).
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Figura 6.8. Andlise termogravimétrica dos bionanocompdsitos — perda de massa em fungéo da
temperatura. Qui (quitosano); MMTNa (montmorilonite sédica); OEG (6leo essencial de gengi-

O primeiro evento térmico ocorreu em temperaturas médias entre 59,6-70,9
°C com perdas de massa entre os 4,1-6,5%. A perda de massa neste primeiro
estagio esta relacionada com a evaporacgéo da agua e do acido acético residual
presente na matriz polimérica. A menor perda de massa observada com a incor-

poracdo do OEG provavelmente foi devida ao menor conteudo de agua



resultante da incorporacédo dos compostos de natureza hidrofobica presente no
0leo essencial (Tongnuanchan, Benjakul, e Prodpran, 2013). O segundo estagio
de degradacédo térmica (135,5-183,4 °C), o qual corresponde a uma perda de
massa entre os 11,1-16,6%, esta relacionado com a decomposi¢cdo de compo-
nentes de baixo peso molecular ou estruturalmente ligados a agua na rede po-

limérica do quitosano (Alizadeh et al., 2018).

A terceira, e maior perda de massa (19,9-33%) ocorreu em temperaturas
entre 283,5-290,8 °C, e estd associada a degradacdo do quitosano (0 compo-
nente principal dos bio-compasitos). A incorporacdo do OEG aumentou ligeira-
mente a estabilidade térmica do filme, visto que a temperatura maxima de de-
gradacdo neste estagio foi superior nas peliculas incorporadas com o OEG. Este
resultado esta de acordo com o observado em filmes de carboximetil-celulose /
quitosano incorporados com 6leo de gengibre (Noshirvani et al., 2017). Estes
autores atribuiram o aumento da estabilidade térmica ao aumento da organiza-
cdo da matriz polimérica (isto €, a uma estrutura mais homogénea) com a incor-
poracdo do OEG, o que resulta em maiores temperaturas de degradacao tér-

mica.

A incorporacdo da MMTNa, semelhante ao ocorrido para os filmes incorpo-
rados com OEA (cap. 5), atuou como uma barreira térmica, proporcionando me-
nores perdas de massa, como pode ser observado no residuo final do processo
térmico. Este resultado estd de acordo com o reportado na literatura

(Lewandowska, Sionkowska, Kaczmarek, e Furtos, 2014).
6.1.5. Avaliacéo da espessura e das propriedades mecanicas

Na auséncia de OEG a espessura dos filmes né&o foi afetada pela incorpo-
racdo da MMTNa (p> 0,05) (Tabela 6.2). Contudo, de um modo geral os valores
médios das espessuras dos filmes com MMTNa foram ligeiramente menores do
que dos filmes sem o nanorrefor¢o, tendo sido significativa em alguns casos
(Qui+MMTNa+ 0,5% ou 2% OEG) (p<0,05). Como verificado nos ensaios de
DRX, os filmes com incorporacdo da MMTNa e do OEG apresentaram indicios
de obtencdo de uma configuracao intercalada (parcialmente esfoliada), que se

caracteriza pela formacao de fortes ligacdes entre o polimero e a argila devida a
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penetracdo das cadeias do quitosano entre os espacamentos das galerias da
MMT (Beigzadeh Ghelejlu et al., 2016), possibilitando a formac&o de uma estru-
tura compacta, que desta forma minimizou o aumento da espessura devida a
incorporacgao do OEG.

Tabela 6.2. Espessura e propriedades mecanicas dos filmes sem ou com incorporacdo de
montmorilonite sddica (MMTNa) e 6leo essencial de gengibre (OEG).

Espessura (um) TM** (MPa)
OEG (%)
0% MMTNa 2,5% MMTNa 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 41,7+2,9Pa 39,5+2,0¢a 46,7£1,7/° 66,613,142
0,5 55,5+1,3¢2 52,5+0,68P 46,315,114 42,0+4,2Ba
1,0 68,213,182 67,411,142 27,245,882 34,6+1,08C2
2,0 81,314,654 68,610,940 32,1+3,982 30,3+0,7¢2
%E ME (GPa)
OEG (%)
0% MMTNa 2,5% MMTNa 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 17,941,280 33,5+2,5% 2,05+0,19%a 1,86+0,144a
0,5 23,845,348 22,312,982 1,66+,0124a 1,30+0,3082
1,0 36,0+9,41a 33,1+2,37a 0,30+0,09¢b 0,88+0,138ca
2,0 33,616,678 35,8+1,3/ 0,71+0,1582 0,47+0,05¢2

* (A-C): Entre cada parametro, médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); (a-b) Entre cada parametro, médias na mesma linha seguidas por
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

** Tensdo maxima na rotura (TM); Mddulo de elasticidade (ME), %E (percentagem de elongacao).

Por outro lado, a incorporacéo do OEG resultou num aumento significativo
no calibre dos filmes, tendo sido observado um efeito de concentracéo, ou seja,
guanto maior o teor do 6leo maiores foram as espessuras das amostras (p<0,05)
(Tabela 6.2). Este comportamento pode ser explicado devido ao maior contetido
de sélidos por unidade de superficie (Perdones et al., 2014), ou devida as inte-
racdes entre 0 quitosano e 0s compostos ativos presentes nos extratos bioativos
gue podem ter reduzido o alinhamento das cadeias poliméricas, reduzindo a
compactacao da rede formada (Tongnuanchan et al., 2013), e consequente-

mente aumentando a espessura dos filmes.

Peng e Li (2014) observaram um aumento na espessura de filmes de qui-
tosano devido a incorporacao de 1% de trés diferentes 6leos essenciais. Os fil-
mes de quitosano puro apresentaram uma espessura meédia de 77 um enquanto

gue nos tratamentos com incorporacgao do Oleo essencial de citronela, de tomilho
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ou de canela, as espessuras registadas foram de 97, 101 e 99 um respetiva-
mente. Ou seja, um aumento de cerca de 30% em comparacao com o controlo.
Em nossos resultados para o mesmo teor de OE, os filmes apresentaram um
aumento na espessura de cerca de 62%. Em outro estudo, também com filmes
de quitosano incorporados com uma mistura de Oleo essencial de gengibre e
canela (1:1) em diferentes concentragdes (0,05%, 0,2% ou 1%), a espessura das
peliculas produzidas variou significativamente devido a adicdo dos OEs (entre
68 a 105 um) (Wang et al., 2017). Esta variacao representa um aumento de 54%
na espessura com a adicdo de 1% da mistura dos 6leos testados, ou seja, um

resultado mais préximo dos 62% encontrados neste trabalho.

Os parametros mais comuns que descrevem as propriedades mecanicas
de filmes ediveis sdo a tensdo maxima na rotura (TM), a percentagem de alon-
gamento na rotura (%E) e o modulo de elasticidade ou de Young (ME), os quais
estdo fortemente relacionados com a estrutura quimica dos filmes. A TM indica
a resisténcia as forcas de tracdo, a %E corresponde a capacidade de deforma-
cdo plastica das peliculas, enquanto que o ME avalia a rigidez dos materiais
(Acevedo-Fani, Salvia-Trujillo, Rojas-Gral, e Martin-Belloso, 2015;

Sarantopoulos et al., 2002).

Os resultados dos parametros mecanicos avaliados (TM, %E e ME) estao
dispostos na Tabela 6.2. De um modo geral as variacdes nas propriedades me-
canicas foram devidas principalmente a incorporacdo do OEG. Nos filmes onde
nao foram incorporados os extratos naturais (Qui e Qui + MMTNa) a nanoargila
aumentou a resisténcia a tracdo dos biopolimeros assim como a sua plasticidade
(p<0,05), sem, no entanto, ter interferido na rigidez das amostras (p>0,05) (Ta-
bela 6.2), como ja foi discutido no capitulo anterior.

Por outro lado, a incorporacéo do 6leo essencial de gengibre tornou os fil-
mes de quitosano menos resistentes a tracdo, mais elasticos e menos rigidos.
Em relacdo a TM, houve uma reducéo entre 0,6-31,6% (para os filmes com OEG
entre 0,5% e 2% de OEG) (Tabela 6.2). A incorporacdo da MMTNa né&o resultou
em diferenca na RM dos filmes também adicionados de OEG (p>0,05). A incor-

poracgdo de lipidos na matriz polimérica de filmes induz a formacé&o de estruturas
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heterogéneas e descontinuas, o que afeta a resisténcia mecanica dos polimeros
pela substituicdo parcial das fortes ligacdes polares quitosano-quitosano (entre
as moléculas de quitosano) por interacdes mais fracas entre quitosano-OEG
(moléculas ativas presentes no OEG) (Atarés e Chiralt, 2016).

Diversos autores reportam uma reducédo na TM de diferentes biopolimeros
devida a incorporacao de 0leos essenciais em sua estrutura (OEs de gengibre e
de canela em filmes de caseinato de sddio (Atarés, Bonilla, e Chiralt, 2010), OE
de orégdo em filmes a base de proteinas extraidas do triticale (Aguirre, Borneo,
e Leodn, 2013) ou OEs extraidos de raizes (gengibres e acafréo) incorporados
em filmes de gelatina extraida de pele de peixes (Tonghuanchan et al., 2013)).
Este comportamento também foi observado com menor intensidade nos filmes
de quitosano incorporados com OEA (discutido no capitulo anterior), provavel-
mente devido as diferentes composi¢des quimicas dos 6leos (Atarés e Chiralt,
2016).

Em relacdo a percentagem de elongacéao, a incorporacao do OEG resultou
no aumento da extensibilidade dos filmes (p<0,05), provavelmente devido a des-
continuidade da matriz polimérica devido as interacdes mais fracas entre as mo-
léculas de quitosano e os componentes do OE, como discutido anteriormente. A
incorporacdo da MMTNa, nhovamente também nao resultou em mudancas nesta
propriedade (p>0,05), tendo a %E dos filmes com as mesmas concentracdes de
OEG incorporados ou ndo com a MMTNa, n&o terem diferidos entre si (Tabela
6.2).

Desta forma, o 6leo essencial de gengibre provavelmente atuou como um
plastificante na medida em que diminuiu a for¢ga dos filmes enquanto aumentou
a sua plasticidade (capacidade de alongar antes da rotura). Adicionalmente, este
efeito plastificante dos OEs em biopolimeros € influenciado pelos teores dos ex-
tratos incorporados na matriz polimérica (Tongnuanchan et al., 2013), como
pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 6.2, maiores mu-
dancas nas propriedades mecanicas foram observadas com as maiores concen-

tracOes de OEG incorporadas.

141



Materiais menos resistentes a tragcdo, com maior plasticidade, sdo também
menos rigidos, o que foi observado também para os filmes de quitosano com a
incorporacao do OEG (redugédo do mddulo de elasticidade p<0,05) (Tabela 6.2).
Comportamento semelhante foi observado em filmes de quitosano com incorpo-

racao de Oleo essencial de canela (Perdones et al., 2014).

6.1.6. Avaliac&o das propriedades de barreira dos filmes — permeabilidade
do vapor de 4gua (PVA) e do oxigénio (PO)

E desejavel que materiais de embalagens apresentem boas propriedades
de barreira, seja a luz, aos gases ou ao vapor de agua, de modo a exercer a sua
funcdo como protecdao fisica contra 0 meio externo possibilitando a extenséo da
vida de prateleira dos alimentos embalados (Soares et al., 2009; Vilarinho et al.,
2018).

O quitosano, por ser um polissacarido catiénico, gera polimeros com fortes
interagfes na cadeia polimérica, que muitas vezes restringem/diminuem a sua
movimentacdo, resultando em boas barreiras de oxigénio (Miller e Krochta,
1997). No entanto, também possibilitam que pontes de hidrogénio ocorram com
a agua, e que haja absorcédo da mesma (absorcéo de agua rompe as interacées
intermoleculares entre as cadeias do polimero), desta forma em condi¢cdes de
elevadas humidades relativas aumentam-se as velocidades de transmissao de

agua e a permeabilidade em geral (Atarés, Pérez-Masia, e Chiralt, 2011).

A permeabilidade do vapor de agua nao variou com a incorporacdo da
MMTNa ou do OEG (p> 0,05), exceto para o filme incorporado com 2% do 6leo
e com a nanoargila que apresentou uma menor barreira ao vapor de agua
quando comparado com os filmes controlo ou Qui+MMTNa (p<0,05), entretanto,
esta diferenca néo foi significativa em relagdo aos outros filmes também incor-
porados com o0 OEG ou com OEG + MMTNa (p>0,05) (Tabela 6.3).
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Tabela 6.3. Propriedades de barreira e éticas dos bio-nanocompgsitos.

Filme PVA (10-** mol/m-s-Pa) PO (10-16 mol/m-s-Pa) Cromaticidade hue* Opacidade
Qui*** 1,40+0,09¢ 0,184+0,052PF 3,1+0,1P 129,0+1,0* 1,1+0,2¢
Qui+MMTNa 1,75+0,108¢ 0,098+0,008F 4,2+0,4¢ 118,8+1,88 1,7+0,3¢
Qui+0,5% OEG 1,93+0,361BC 0,182+0,008PE 5,8+0,3B 112,3+0,6¢ 2,6+0,1B
Qui+MMTNa+0,5% OEG 1,94+0,2748¢ 0,171+0,001F 6,8+0,68 109,8+1,4¢P 3,1+0,78
Qui+1% OEG 1,95+0,21A8C 0,255+0,0108¢ 7,0+0,88 110,2+1,3¢P 4,1+0,178
Qui+MMTNa +1% OEG 2,12+0,08%8 0,246+0,013¢P 8,0+0,248 107,9+0,1P& 5,010,248
Qui+2% OEG 1,94+0,10/8¢ 0,325+0,037A 9,6+1,94 107,1+1,8PF 4,2+1,4/8
Qui+MMTNa+2% OEG 2,41+0,167 0,285+0,015"8 9,7+1,3A 105,1+0,7F 6,2+1,84

** (A-B): Médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05);
***Montmorilonite sédica (MMTNa); 6leo essencial de gengibre (OEG); Permeabilidade ao vapor de agua (PVA); Permeabilidade ao oxigénio (PO).
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Embora néo tenha havido significancia estatistica entre as diferencas dos
resultados de PVA dos filmes, houve uma tendéncia de aumento da permeabili-
dade ao vapor de agua tanto pela incorporagéo do 6leo quanto da MMTNa. Ape-
sar de nao ter sido observado o efeito da concentragdo do OEG nesta mudancga
guando a MMTNa néo foi incorporada (as PVAs dos filmes sem incorporacao da
nanoargila e com diferentes quantidades de OEG praticamente foram iguais, em

torno dos 1,94 x 10 mol/m-s-Pa).

A incorporacgdo de substancias hidrofobicas (OEG) nos filmes deveria re-
duzir a PVA, uma vez que o processo de transferéncia do vapor de agua de-
pende da razdo entre os constituintes hidrofilicos/hidrofébicos (Baldwin,
Hagenmaier, e Bai, 2012). No entanto, o contrério foi observado, tendo a perme-
abilidade do vapor de agua aumentado com a incorporacdo do OEG. Atarés e
colaboradores (2011) observaram também um aumento na PVA de filmes de
hidroximetilcelulose incorporados com OEG quando os ensaios foram realizados
a 35 °C, temperatura semelhante a utilizada neste ensaio. Segundo estes auto-
res o estado fisico em que o 6éleo essencial se encontra € determinante nos efei-
tos causados na PVA. Para baixas temperaturas ocorre uma diminui¢do da per-
meabilidade, enquanto que para temperaturas mais elevadas, quando o 6leo se
encontra no estado liquido, ele pode favorecer a mobilidade molecular da cadeia
polimérica, promovendo o transporte de moléculas pelo filme emulsionado
(Atarés et al., 2011). Perdones e colaboradores, (2014) atribuiram o aumento na
PVA dos filmes de quitosano com a incorporacao de 6leo essencial de canela as
possiveis interacdes entre os componentes do OE e o quitosano que tornaram a
matriz polimérica mais aberta ao transporte de moléculas de agua, ao mesmo
tempo que plastificam o filme produzido. Estes resultados corroboram os apre-

sentados neste estudo.

Em relac&o a permeabilidade do oxigénio, a incorporacédo do OEG diminuiu
a barreira a este gas, semelhante ao observado com o OEA (capitulo 5). E pro-
vavel que o OEG tenha desempenhado uma funcao plastificante nos filmes de
quitosano, na medida que aumentou a capacidade de elongacdo do material
(como discutido anteriormente) e a permeabilidade tanto do oxigénio quanto do

vapor de agua. Os plastificantes atuam como lubrificantes internos reduzindo as
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forcas de friccdo entre as cadeias do polimero, e aumentando o espaco intermo-
lecular, permitindo assim uma maior mobilidade das cadeias poliméricas e con-
sequentemente facilitando o transporte dos gases (Nouri et al., 2017; Perdones
et al., 2014).

Comportamento semelhante foi observado em filmes de quitosano incorpo-
rado com Oleo essencial de canela (Perdones et al., 2014), ou em filmes de hi-
droxipropil-metilcelulose incorporado com OEG (Atarés et al., 2011). O estado
liquido dos 6leos essenciais, assim como seu caréater hidrofébico facilitam o
transporte do oxigénio através do filme devido ao aumento da sua solubilidade
na matriz polimérica (Atarés et al., 2011). A MMTNa desempenhou um papel
semelhante ao ocorrido para os filmes com OEA, tendo ajudado a diminuir o
efeito negativo da incorporacdo do OEG na barreira ao oxigénio. Em compara-
cdo com a pelicula comercial EVOH, considerada uma das embalagens de me-
Ihor barreira ao oxigénio, os filmes com incorporacdo do OEG apresentam PO
na mesma ordem de grandeza do EVOH (0,24x10-16 mol-/m-s-Pa) (Cerisuelo et
al., 2012), demonstrando o potencial destes filmes na protecdo a exposi¢do ao

oxigénio, e por consequéncia aos processos oxidativos catalisados por este gas.
6.1.7. Avaliacao das propriedades 6ticas

A cromaticidade, o hue* e a opacidade dos filmes controlo ou incorporados
com OEG e ou MMTNa estéo dispostos na Tabela 6.3. A incorporacéo do OEG
ou da MMTNa resultou numa diminuicdo dos valores de hue* (ou seja, filmes de
coloracdo mais amarela), e um aumento na sua opacidade e saturacdo de cor
(ou seja, maior cromaticidade) (p<0,05). Estes resultados sdo semelhantes aos
observados no capitulo anterior para os filmes incorporados com o OEA, assim
como o reportado para filmes de quitosano incorporado com OE de canela
(Perdones et al., 2014), citronela ou tomilho (Peng e Li, 2014).

A ligacao de diferentes moléculas na cadeia do polimero modifica as pro-
priedades do material também em termos de absorcéo da luz (Moradi et al.,
2012), como observado em filmes de quitosano incorporados com extratos na-
turais ricos em compostos fendlicos (Siripatrawan e Harte, 2010). Segundo Ace-

vedo-Fani et. al (2015) as goticulas do 6leo presentes internamente na matriz

145



polimérica podem aumentar o espalhamento da luz na interface das gotas, re-

sultando num aumento dos valores de opacidade do material.

Os espectros de varrimento da percentagem de luz transmitida através do
filme entre os comprimentos de onda de 190-900 nm estéo dispostos na Figura
6.9. Como pode ser observado, tanto a incorporacao do OEG quanto da MMTNa
reduziram a transparéncia dos filmes. Elevada barreira a luz UV (comprimentos
de onda inferiores aos 350 nm) é desejavel em materiais de embalagens alimen-
tares uma vez que podem ser aplicados na preservacao de processos oxidativos.
No entanto, nos comprimentos de onda da luz visivel, quanto maior a opacidade
do material pior é a sua aceitacdo por parte do consumidor (que sempre procura
peliculas transparentes capazes de expor o produto embalado) (Peng e Li,
2014), desta forma os filmes produzidos tém esta desvantagem do ponto de vista
visual, apesar do aspeto positivo da maior protecdo do alimento embalado. A
incorporacdo da MMTNa contribuiu para aumentar ainda mais a opacidade dos
filmes, especialmente na regido da luz visivel, tendo desempenhado desta forma
um papel antagonista do ponto de vista da aceitagao dos novos materiais desen-

volvidos.
6.1.8. Solubilidade em agua, indice de intumescimento e angulo de contato

A solubilidade em agua dos filmes de quitosano foi afetada pelos dois fato-
res avaliados (incorporacédo do OEG e MMTNa) (Tabela 6.4). Sem incorporagao
da argila, apenas os filmes adicionados de 1% de OEG apresentaram menor
valor de solubilidade em agua (p<0,05) em comparacao com o filme controlo, ja
para os filmes onde o 6leo e a montmorilonite foram incorporados, apenas para
a maior concentracdo do OEG foi observado um aumento significativo neste pa-
rametro (p<0,05). De um modo geral, a MMTNa quando associada ao OEG con-
tribuiu para um aumento na solubilidade em agua dos filmes, enquanto que nos
filmes com OEG mas sem adicdo da argila foi observada uma tendéncia para a
diminuicdo deste parametro. Resultado semelhante ao discutido para os filmes

com incorporacéo de OEA no capitulo 5.
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Figura 6.9. Transparéncia dos bionacompdsitos. Qui (quitosano); OEG (éleo essencial de gen-
gibre); MMT (montmorilonite sodica).

Em relacédo a capacidade dos filmes em absorver agua, a incorporacao do
OEG resultou na diminui¢cdo do indice de intumescimento (p<0,05). A adi¢édo da
montmorilonite reforgou ainda mais o efeito de reducédo da capacidade de absor-
ver agua dos filmes. A formacéo de ligacdes cruzadas entre 0s compostos ativos
do OEG e o0 quitosano, assim como a boa interacdo da montmorilonite sodica
com o quitosano (devido a conformacao intercalada alcancada) e o OEG sao

responsaveis pela diminuicdo da capacidade dos filmes em absorver agua. As
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interacOes quimicas criadas na matriz polimérica bloqueiam os grupos reativos
do quitosano para reagirem com a agua, diminuindo a sua capacidade em ab-
sorvé-la. (Abdollahi et al., 2012a; Lavorgna et al., 2010; Silva-Weiss et al., 2013;
Souza et al., 2017).

Tabela 6.4. indice de intumescimento, solubilidade em agua e angulo de contato dos bio-nano-
compésitos.

OEG |_Solubilidade em agua (%) | indice intumescimento (%) | Angulo de contato (graus)
(%) | 09% MMTNa 2,5% MMTNa | 0% MMTNa 2,5% MMTNa | 0% MMTNa 2,5% MMTNa
0 23,111,672 20,440,680 |132,3+10,0A0* 192,2+13,3%a | 70,9+4,0Ab 90,615,542
0,5 | 20,3+0,4% 21,940,682 | 124,6+3,5%2  35,1+20,7¢® | 70,3+7,5%2  68,6+1,652
1,0 | 16,4+0,480 18,7+0,282 97,8+£18,282  97,0+13,4B2 | 66,615,542 70,913,282

2,0 19,612,182 23 5+2 4Aa 87,0£2,582 54 7+20,58C@ | 57,2+]1 9Ba 63,8+7,682
* (A-D): Entre cada par@metro, médias na mesma coluna seguidas por diferentes letras diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (p<0,05); (a-b): Entre cada parametro, médias na mesma linha seguidas por
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
**Montmorilonite sédica (MMTNa); 6leo essencial de gengibre (OEG).

Foi observada uma tendéncia de aumento da hidrofilicidade da superficie
dos filmes com a incorporacéo do OEG, apesar desta diferenca so ter tido signi-
ficancia estatistica para os filmes incorporados com a maior concentracdo de
OEG (2%) (p<0,05). Nos filmes incorporados com OEG e MMTNa também foi
observado esta diminuigcdo no angulo de contato. Estes resultados indicam a
presenca de substancias de carater hidrofilico na superficie dos filmes, prova-

velmente compostos fendlicos do OEG (Contini et al., 2011).
6.2. Avaliacdo “in vitro” das propriedades ativas dos filmes
6.2.1. Atividade antimicrobiana — teste difusdo em agar

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre e dos filmes foi
determinada pelo teste de difusdo em agar esta ilustrada na Figura 6.10. Tanto
0 0leo quanto os filmes apresentaram atividade apenas contra trés bactérias
gram-positivas (B. cereus, S. aureus e L. monocytogenes) e a levedura testada
(C. albicans). Desta forma, em comparac¢do com o Oleo essencial de alecrim
(Capitulo 5), o OEG possui um espectro de acdo menor, e por consequéncia, a
atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com estes 6leos segue o

mesmo comportamento.
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Os Oleos essenciais tém sido objetivo de muitos estudos, sendo a sua ati-
vidade antimicrobiana reconhecida contra uma vasta gama de microrganismos
(L6pez, Sanchez, Batlle, e Nerin, 2005; Regnier et al., 2012; Ribeiro-Santos,
Andrade, et al., 2017; Singh et al., 2013; Teixeira et al., 2013).

O gengibre € uma especiaria obtida a partir dos rizomas de Zingiber offici-
nale (Rosc.), da familia Zingiberaceae, tipicamente consumida como uma pasta
fresca, em fatias, em doces, como p6 seco ou como aromatizantes na culinéria
ou cha (infusdes) (EI-Ghorab et al., 2010). Oleos essenciais e oleorresinas ex-
traidos da espécie Z. officinale sdo ricos em diversos compostos quimicos, tais
como zingibereno, a-curcumeno, canfeno, geranial, linalol, 1,8-cineol, que lhes

conferem bioatividade como antioxidantes, anti-inflamatérios ou antimicrobianos
(Lopez et al., 2017).

Figura 6.10. Atividade antimicrobiana (teste difusdo em agar).

Qui:Quitosano; OEG: 6leo essencial de gengibre; IT: Inibic&o total.
Neste estudo, o OEG puro demonstrou atividade antimicrobiana somente
contra as bactérias patogénicas gram-positivas (B. cereus, S. aureus e L. mono-
cytogenes), ndo tendo sido observada nenhuma zona da inibi¢cao para E. faecalis
ou para as bactérias gram-negativas testadas. Em relacdo a levedura (C. albi-
cans), o 0leo puro resultou em uma completa inibicdo do crescimento do fungo,

e quando diluido (1:1) em DMSO uma zona de inibicdo de aproximadamente 20
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mm foi registada (Fig. 6.10). Estes resultados estdo de acordo com os relatados
anteriormente em literatura para dois 0leos essenciais de gengibre extraidos de
diferentes partes da planta (das folhas ou dos rizomas) (Sivasothy et al., 2011).
Neste estudo, os OEGs exibiram em geral melhor atividade antibacteriana contra
as bactérias gram-positivas do que as bactérias gram-negativas, provavelmente
devido a protecdo conferida pela camada de lipopolissacaridos da membrana
exterior das bactérias gram-negativas (Shariatinia e Fazli, 2015). Singh e cola-
boradores (2008) reportaram boa atividade antifingica (reducdo média de 60%
do crescimento do micélio) de OEG contra Aspergillus spp. e Fusarium monili-
forme, corroborando os excelentes resultados apresentados pelo OEG contra a

C. albicans.

Acredita-se que a atividade antimicrobiana de plantas e especiarias é de-
vida ao seu rico teor em compostos fendlicos (Ribeiro-Santos, Andrade, et al.,
2017; G. Singh et al., 2008). A maior suscetibilidade a acdo dos OEs das bacté-
rias gram-positivas do que das gram-negativas sugere que o alvo destes com-
postos ativos seja a parede celular dos microrganismos (Lépez et al., 2017). Di-
ferentes autores estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gen-
gibre, e obtiveram diferentes resultados (Lépez et al., 2017; Singh et al., 2008;
Trajano, Lima, Leite, e Travassos, 2009), alguns contrarios e outros similares
aos aqui reportados. Trajano e colaboradores (2009) apenas observaram ativi-
dade antimicrobiana do OEG contra S. aureus, nédo tendo sido reportada qual-
quer atividade contra L. monocytogens, E. coli, B. cereus, S. enterica, P. aerugi-
nosa e Yersinia enterocolitica. Por outro lado, Singh et. al (2008) verificaram
bons resultados para OEG contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae, o que também foi observado por Lopez et. al (2017). Esta diferenca
nos resultados deve estar atribuida as diferentes composicées em termos de
compostos fendélicos dos OEGs utilizados nos diferentes trabalhos, visto que a
concentracdo e o tipo dos compostos fendlicos esta diretamente relacionado
com sua atividade antimicrobiana (Sivasothy et al., 2011). Adicionalmente, o pro-
cesso de extracdo dos OEs também pode interferir na medida que € determi-

nante na composicéo final dos OEGs.
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Em relacdo aos filmes, a sua atividade antimicrobiana foi observada ape-
nas sob os discos dos filmes incorporados com 1% e 2% de OEG contra as
bactérias B. cereus ou com 0,5%, 1% e 2% de OEG para o S. aureus (Fig. 6.10).
N&o foi observada nenhuma atividade contra as demais bactérias gram-positivas
testadas, ou para nenhuma das bactérias gram-negativas ou levedura. N&ao

houve diferenca nos resultados dos filmes incorporados ou ndo com a MMTNa.

Apesar da reconhecida atividade antimicrobiana do quitosano, os filmes de
quitosano puro (controlo) ou incorporados com MMTNa, n&o apresentaram qual-
qguer zona de inibicdo contra nenhum dos microrganismos testados. Segundo
Hafsa et. al (2016) as propriedades antimicrobianas do quitosano tornam-se im-
percetiveis quando o polissacarido se encontra na forma de filmes insolUveis.
Resultados similares foram observados em filmes de quitosano incorporados
com extratos de prépolis que apresentaram atividade antimicrobiana contra uma
gama de bactérias tanto gram-negativas quanto gram-positivas, mas apenas sob
os discos dos filmes que foram produzidos com a incorporagéo do prépolis, ne-
nhuma atividade foi reportada para os filmes controlo de quitosano (Siripatrawan
e Vitchayakitti, 2016).

O oleo essencial do gengibre quando incorporado nos filmes teve sua ati-
vidade antimicrobiana reduzida provavelmente devido a uma perda parcial dos
compostos volateis do 6leo essencial por evaporacdo (Abdollahi et al., 2012b) e
a boa interacdo entre os compostos fendlicos e 0 quitosano que aprisionou 0s
compostos ativos dentro da cadeia polimérica, reduzindo a sua difusdo para o
agar e, consequentemente limitando a sua atividade apenas a regido sob os dis-

cos dos filmes (Siripatrawan e Vitchayakitti, 2016).
6.2.2. Atividade antimicrobiana — contagem de células viaveis

A atividade antimicrobiana dos filmes foi também estudada de forma quan-
titativa pelo método de contagem de células viaveis contra duas bactérias pato-
génicas, veiculadas por alimentos, uma gram-positiva (B. cereus) e uma gram-
negativa (S. enterica). Os resultados dos ensaios antimicrobianos para o filme
em contato direto com o meio de cultura inoculado com as bactérias foram mais

promissores (Tabela 6.5). As reducdes méaximas atingidas contra a bactéria
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gram-positiva (B. cereus) e a gram-negativa (S. enterica) foram de respetiva-
mente 7,3 e 5,3 reducdes logaritmicas apds as 24 horas de contato entre os
filmes de quitosano puro (controlo). Mais uma vez, uma maior atividade foi en-
contrada contra as bactérias gram-positivas do que contra as gram-negativas,
corroborando os resultados apresentados no teste de difusdo em agar. Em com-
paracdo com os filmes incorporados com OEG e/ou a MMTNa, houve uma redu-
¢do na diminuicdo do numero de células viaveis com a incorporacao dos extratos
ativos ou do nanorreforco (p < 0.05), exceto para os filmes Qui + MMTNa ou Qui
+ MMTNa + 2% OEG (p>0,05). Apesar desta ndo significancia estatistica, a di-
minuicdo do numero de células viaveis para estes filmes foi menor que a dimi-
nuicdo apresentada pelo filme controlo contra ambas as bactérias testadas.
Desta forma, a atividade antimicrobiana dos filmes € provavelmente devida a
prépria atividade antimicrobiana intrinseca do quitosano, e ndo devido ao OEG
ou & MMT adicionados.

Tabela 6.5. Resultado dos ensaios de atividade antimicrobiana “in vitro” e do ensaio de migragéo
dos filmes incorporados com MMTNa e/ou OEG.

Atividage antibaf:te_riana Coeficiente Maximo di- Maxima %

Filme (reducdes logaritmicas) de Difusdo fundido / sequestro
(101 m2/s) total incorpo- radical

B. cereus S. enterica rado (DPPH)
Qui 7,3+0,1~*  5,3%0,6" - - .
Qui+MMTNa 6,7+1,0* 3,6+0,78 - - -
Qui+0.5%0EG 3,4+0,28 3,8+0,18 2,06+0,28 0,71 6,3
Qui+MMTNa+0.5%0EG 2,3+0,1B 3,2+1,08 3,77+0,48"8 0,82 40,6
Qui+1%0EG 1,5+0,38 3,8+0,48 3,15+0,29"8 0,68 10,5
Qui+MMTNa+1%O0OEG 3,6+0,88 3,2+0,3" 11,4+0,63* 1,0 8,32
Qui+2%0EG 3,6%0,38 3,6+0,38 1,24+0,438 0,37 18,9
Qui+MMTNa+2%0OEG 5,3+0,0" 2,3+0,28 0,13+0,01° 0,31 6,05

*(A-B): médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
’(*E?)()I,E(g:)bleo essencial de gengibre; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sédica.

O mecanismo de acao antimicrobiana do quitosano esta relacionado com
as suas cargas positivos (NHs*) que interferem com os residuos de carga nega-
tiva das macromoléculas componentes da superficie da célula microbiana, cau-
sando permeabilizagdo e vazamento do material intracelular, e resultando na

morte celular (Dutta et al., 2009; Siripatrawan e Harte, 2010; Verlee et al., 2017).

152



A interacdo entre a montmorilonite e os compostos fendlicos do OEG com o
grupo amina do quitosano (Lavorgna et al., 2010; Siripatrawan e Harte, 2010)
provavelmente reduziram o numero de grupos funcionais (NHs*) para interagir
com a membrana celular dos microrganismos e expressar a atividade antimicro-

biana.

Em comparacédo com os filmes incorporados com OEA, os filmes adiciona-
dos de OEG apresentaram menor atividade antimicrobiana também pelo método

de contagem de células viaveis.
6.2.3. Migracdo de compostos fendlicos totais

Os coeficientes de difuséo, razdes maximas de CFT libertados / incorpora-
dos e percentuais maximos de sequestro do radical DPPH (poder antioxidante
dos compostos presentes no simulador alimentar apds a migracao) estdo dis-

postos na Tabela 6.5.

A libertacdo de compostos fendlicos para o etanol 95% apresentou o pa-
drdo de "crescimento exponencial até um méximo", tendo atingido o equilibrio
entre 24-48 h apds contato o meio simulador (Fig. 6.11). Comportamento seme-
Ihante foi reportado para a migracdo dos compostos fendlicos presentes em ex-
trato de cha verde incorporados em EVOH, também utilizando o etanol 95%
como simulador alimentar (Lopez de Dicastillo et al., 2011) ou de extrato de ca-
cau incorporado também em filmes de EVOH porém utilizando como simulador

a agua (Calatayud et al., 2013).

Os coeficientes de difusdo néo diferiram estatisticamente entre os bio-na-
nocompdésitos testados (p>0,05), exceto para o filme de quitosano + MMTNa +
1% OEG, que mostrou um coeficiente de difusao significativamente maior do que
agueles obtidos com as duas amostras incorporadas com 2% OEG (p<0,05) (Ta-
bela 6.5). Ou seja, os filmes incorporados com 1% de OEG e MMTNa apresen-
taram a libertacdo mais rapida de CFT para o simulador. Também é importante
salientar que a presenca da nanoargila acelerou o processo de difusdo quando
0,5% ou 1% de OEG foi adicionado, e diminuiu a velocidade quando 2% de OEG

foi adicionado.
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Em sistemas alimentares, a grande vantagem das embalagens ativas € a
possibilidade de extenséo do tempo de protecdo do alimento por meio libertacao
gradual dos compostos bioativos (Bolumar et al., 2011). Consequentemente, en-
tre os filmes produzidos, baseando-se no ensaio de migragéo, as peliculas com
adicdo da MMTNa e 2% de OEG podem ser destacadas como aquelas com
maior potencial para utilizacdo na preservagcao dos alimentos (libertacdo mais
lenta — maior tempo de protecdo). No entanto, em comparagao com outros valo-
res de coeficiente de difusdo para os filmes de quitosano incorporados com OEA
(apresentados no capitulo 5), estes resultados possuem uma ordem de magni-
tude superior, ou seja, uma libertacdo mais rapida dos compostos ativos da pe-

licula para o simulador/alimento.
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Figura 6.11. Migracéo dos compostos fendlicos totais dos filmes ativos para o simulador.
Qui:Quitosano; OEG: 6leo essencial de gengibre; MMT: montmorilonite sédica.

Os compostos fendlicos mantiveram parte de sua atividade antioxidante,
porém esta ndo apresentou correlagcdo com o teor de compostos fendlicos pre-
sentes no simulado, como usualmente é reportado na literatura (Souza,
Rodrigues, et al., 2018). Abdollahi e colaboradores (2012a) relataram a formacgao
de interacdes entre os grupos funcionais do quitosano e os compostos fenélicos
presentes no Oleo essencial de alecrim, adicionalmente, com a incorporacao de
MMTNa estas ligacdes foram ainda reforcadas. Estas interacdes entre o quito-
sano e os compostos fendlicos, e o quitosano x os compostos fendlicos x a
MMTNa pode também ter ocorrido nos nossos filmes (corrobora os resultados
de FT-IR e DRX), podendo ser uma possivel explicacdo para a mudanca da sua
atividade antioxidante. Estudos “in vitro” sdo importantes para avaliar a atividade
de novos materiais, uma vez que prevéem o comportamento em situacao real.
No entanto, o alimento € uma matriz muito mais complexa do que o simulador, e
desta forma, no cenario real, os resultados podem ser diferentes (Souza,
Rodrigues, et al., 2018). Assim, a investigagao da atividade “in situ” dos filmes

adquire uma elevada relevancia.
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6.3. Avaliacao “in situ” dos filmes — estudo da vida de prateleira de carne

fresca de frango

A carne de frango é considerada um alimento saudavel, rico em proteinas
de alto valor bioldgico, vitaminas e minerais, além de possuir baixo teor em gor-
dura, dos quais grande parte sdo acidos gordos poliinsaturados (OECD-FAO,
2016). Devido a sua composicao intrinseca (i.e. elevado teor de proteinas, hu-
midade e teor de acidos gordos insaturados) e pH elevado, o desenvolvimento
de reacBes oxidativas assim como o crescimento de microrganismos € favore-
cido, o que torna esse alimento um produto altamente perecivel (Latou et al.,
2014; Petrou et al., 2012). As perdas devido a esta perecibilidade séo altas, e
esta industria alimentar estd em constante procura de novas tecnologias/méto-
dos para aumentar a vida Util e a seguranca/qualidade global dos seus produtos
(Petrou et al., 2012).

As embalagens ativas a base de polimeros biodegradaveis e incorporadas
com extratos naturais tém despertado grande interesse para aumentar a vida de
prateleira de produtos alimentares (Arkoun, Daigle, Holley, Heuzey, e Ajji, 2018).
Por meio desta tecnologia a industria é capaz de reduzir a deterioracao dos ali-
mentos, aumentar a seguranca alimentar, fornecer um alimento menos modifi-
cado por aditivos sintéticos, ou seja, mais natural, ao mesmo tempo que contribui
para reduzir o problema ambiental criado devido ao aumento continuo do uso de
materiais plasticos a base de petréleo (ndo biodegradaveis, que persistem no

ambiente por centenas de anos sem se degradar) (Souza e Fernando, 2016).

Desta forma, os filmes de quitosano incorporados ou ndo com a MMTNa e
o0 6leo essencial de gengibre em diferentes concentracdes foram utilizados como
embalagens primarias de carne de frango fresca picada, e a seguir estao os re-

sultados do acompanhamento da vida de prateleira destes produtos.
6.3.1. Caracterizacéo fisico-quimica

Para avaliar o poder protetor dos filmes na extenséo da vida util da carne

de frango fresca, alguns parametros fisico-quimicos (pH, acidez, cor e
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humidade) foram determinados ao longo de 15 dias de armazenamento sob re-

frigeracéo (Tabela 6.6).

O processo natural de deterioracdo da carne resulta no aumento do pH
(com reducéo da acidez), mudangas na cor (processo de descoloracdo) e au-
mento na humidade como pode ser observado no tratamento controlo (carne
sem qualquer protecdo — cenario de maxima deterioracao) (Tabela 6.6). Estas
mudancas ocorreram de forma menos significativa para as outras amostras pro-

tegidas por alguma pelicula.

As carnes protegidas pela pelicula aderente comercial, apesar de terem
apresentado menores alteracfes do que o alimento sem filme, em comparacao
com as amostras protegidas pelo filme de quitosano registaram maiores sinais
de deterioracado, o que indica que os bio-nanocompasitos produzidos tém poten-
cial para serem substitutos das peliculas plasticas comerciais como uma alter-

nativa mais sustentavel.

A incorporacao do OEG no quitosano aumentou significativamente a ativi-
dade protetora dos filmes, e as carnes protegidas nestes tratamentos apresen-
taram alteragcdes minimas ao longo do tempo. A magnitude das mudancas ob-
servadas nas amostras envolvidas nos biopolimeros com incorporacdo de
MMTNa, com ou sem OEG, foi no intermédio entre as carnes revestidas com o

filme controlo (quitosano puro) e os filmes quitosano + OEG.

A evolucao da cor foi determinada por meio do célculo do angulo de hue
das amostras de carne (Tabela 6.6). Este parametro relaciona as coordenadas
CIELab, dando valores em angulos que representam a tonalidade dos material
mensurado, variando de 0° a 360° onde 0° representa o vermelho, 90° o amarelo,
180° o verde e 270° o0 azul (MINOLTA, 2007).
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Tabela 6.6. Estudo da vida de prateleira de carne fresca de frango — par@metros fisico-quimicos.

Dia | Sem filme pve Qui 0,5%1&6 10(/3gEG 2023;2(3 MQleIELa QLS,E%TE'E” Qu;XgAgga+ Quin:’L:/Ic'\)/IlzT(’;la+

0 57+1%€ 57+13C 57+1%A 57+128 57+1%A 57+1%A 57+12A 57+12A 57+1%8 57+138¢

3 620300 61:+12bcB 59:+2bcdA 56:+10B 52+1°A 53+1°8 62:+0%0A 60:+23bcA 58+1cd8 62:+0%A

hue* (graus) 7 64+02C 67+0%A 5Q:+1bcA 56:+1¢d8 57+4¢dA 57:+2¢dA 62:+30cA 5Q:+1PcA 6420207 53+20C
10 67+0% 66+12A 59+1°A 64:+130A 58+20A 60:+1P°A 61:+20°A 59+1°A 60:+0°cB 61:+20cAB

15 70+1%4 67+1%0A 60:+200A 55+0°8 55+2°A 57:+1%A 62:+0°°A 60:+0°0A 57:+4c0deB 60:+30deAB

0 | 587+0,11°¢ 596+0,152C 587+0,11°° 572400248 571+0,21*" 571+0,21%C 596+0,15°8  596+0,15%  506+0,15%% 5 96+0,15%

6,09+0,35°C  6,19+0,08%C 6,01+0,20°°® 557+0,07°8 538+0,02°® 545+0,05°C 6,01+0,00%®  6,12+0,05%* 6,030,022 5 96+0,09%8
pH 7 | 7,16+0,30% 6,50+0,12°8 6,33+0,02°BC 5 62+0,01"B 5 74+0,04° 5 76+0,10°® 584+0,029® 6,02+0,04%%A  6,10+0,04%® 5 94+0,08¢®
10 | 7,55+0,0228  6,79+0,04°® 6,51+0,21%B  558+0,02°8 560+0,03%*8 552+0,04°BC 6,01+0,04%®  6,14+0,20°A  6,29+0,07°%®  6,00+0,20%®
15 | 8,17+0,14%  7,26+0,13°A 7,14+0,23%A 585+0,29%A 571+0,09°" 6,22+0,01%A 7,27+0,36°A 650+0,55%A  7,33+0,36"  6,61+0,24bcdA

0 | 1,80+0,39% 1,6840,222* 1,80+0,39%*  2,12+0,11** 2,12+0,11** 2,12+0,11%* 1,68+0,2228A  168+0,228A  1,68+0,22°A  1,68+0,222A
Acidez titulavel | S | 1.24£0,37°%%  1,32+0,08"  1,13%0,01°®  1,70:0,02® 1,75:0,08® 1,75:0,03®  1,19:0,17® 1042019  1,04+0,09°°  1,26+0,05"
(9/100g de 7 | 0,4240,14C 1,27+0,07°® 0,85+0,05°® 1,47+0,01°°8C 1 55+0,04°C 1 41+0,03%°°C 1,49+0,002PAB 1,22+0,00¢%AB 1 33+0,13PUEC 1 16+0,0298
acido oleico) 1 1 0,73+0,15%8C 1 15+0,06°8C 1,13+0,18°® 1,30+0,20%C 1,46+0,09%°C 1,36+0,042C 1 46+0,102AB 1 58+0,23%48 1 52+0,06248 1 65+0,15%
15 | 0,66+0,14"5C 0,87+0,023C 1 22+0,30%8 0,73+0,11%° 1 22+0,03%° 111+0,08%°° 0,78+0,15%C 1 24+0,34*8  0,76+0,09%°° 1 13+0,298

75,5+0,2%8  755+0,288  755+0,2%A  755+0,2%A  755+0,2**  755+0,2%A  755+0,2%  755+0,2% 75,5+0,2% 75,5+0,2%4

3 | 75,440,228  758+0,4%  73440,18C  747404°A  733+0,0%8 7364028  73,8+0,2¢B 73,1+0,4°8 73,4+0,2°8 73,0+0,2°¢

Humidade (%) | 7 | 76,0028  751+0,4%®  72,5$0,1°C  73,2+0,3"®  72,6:0,6°®  72,8+0,5b8C  73,2+0,3%8 73,1+0,3%8 72,8+0,0°8 72,9+0,7°¢
10 | 76,240,428  756+0,3%08  74,5+0,3°AB  74.4+0,5%8  72,0+0,1%  70,740,7°CC  73,6+0,2® 74,1+0,2°8 73,4+0,6°8 74,1+0,2°8
15| 77.3+1,0¢4 76,740,187 73,4+0,8%BC 71 6+0,8°C  72,0+2,098  713+04°0  750:+0,6%A  742+0,0°98 74 8+02%°A 73 6+0,200eBC

* (A-D): Para cada parametro, médias seguidas das mesmas letras na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05); (a-f): Para cada parametro, médias
seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
** OEG: Oleo essencial de gengibre; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sédica; PVC: cloreto de polivinilo.
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O valor inicial observado para este parametro foi de 57°, ou seja, coloracao
avermelhada, ao longo do tempo houve um aumento deste valor, especialmente
para as amostras que ndo foram protegidas ou as embaladas no PVC. Maiores
valores de hue* indicam que a cor da carne esta tendendo para tons mais ama-
relos, ou seja, perdendo a coloracdo avermelhada caracteristica dos produtos
frescos. Entre as amostras que foram protegidas com algum tipo de pelicula
(seja a comercial ou a biodegradavel desenvolvida), as carnes embaladas no
PVC e nos filmes controlo (quitosano puro) apresentaram o0s maiores valores
hue* no ultimo dia de andlise (p<0,05). Ja entre os filmes ativos incorporados
com o OEG, independente do contetdo do 6leo adicionado, os valores do angulo
de hue ndo variaram estatisticamente ao longo do tempo (p>0,05) permane-
cendo entre 55° a 60° (Tabela 6.6). Os filmes de quitosano puro e quitosano +
MMTNa também foram responsaveis pela reducao da descoloracédo da carne, e
para todas as amostras protegidas pelos filmes ativos (independentemente da
incorporagado do OEG ou MMT) a coloragdo das mesmas foi estatisticamente
igual nos tempos zero e quinze dias de armazenamento (p>0,05).

Desta forma, os bio-nanocompdsitos foram eficazes na preservacéao da co-
loracdo inicial da carne de frango fresca picada, o que € um fator decisivo no
processo de aceitacdo e compra deste tipo de produtos visto que este € um atri-
buto sensorial muito valorizado pelos consumidores no ato da decisao de compra

(interfere na aceitacdo ou rejeicao de alimentos) (Rojas e Brewer, 2008).

A reducdo da coloracéo vermelha das carnes esta diretamente relacionada
aos processos de oxidacado dos acidos gordos e a degradacédo do grupo hemo
com producdo da meta-mioglobina (Contini et al., 2014; Ghaderi-Ghahfarokhi et
al., 2017; Melo et al., 2012). Os filmes de quitosano desenvolvidos demonstra-
ram ser eficazes ferramentas na preservagao da coloracao da carne podendo ter
agido por duas possiveis rotas, nomeadamente: através do poder antioxidante
dos compostos presentes no OEG que retardaram a oxidacéo lipidica, ou através
da capacidade quelante do quitosano que ao sequestrar ides metalicos pode
diminuir a velocidade da deterioracdo (Abdollahi et al., 2014; Melo et al., 2012).

Estes resultados estdo de acordo com o observado nas TBARS e estudo
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microbioldgico que estéo discutidos nas sec¢des a seguir. Comportamento simi-

lar foi também verificado para os flmes com a incorporacéo de OEA (capitulo 5).

Em relacdo ao pH, a carne que néo recebeu qualquer protecéo atingiu um
valor de pH em torno dos 8,17 ao final dos 15 dias de armazenamento. Seme-
lhante com o que aconteceu com a cor, o pH variou menos nas amostras prote-
gidas pelas peliculas. No 15° dia, o menor valor de pH registado foi de 5,71 para
a amostra protegida pelo filme quitosano + 1% OEG. As outras duas concentra-
¢cOes de OEG testadas nos filmes sem incorporacdo da nanoargila também foram
capazes de manter os valores de pH baixos, ndo tendo ao final de 15 dias apre-
sentado variacao estatistica em relacao ao tempo inicial (p>0,05), exceto para o
Qui+2% OEG. Para todas as demais amostras o pH aumentou ao final dos 15
dias de armazenamento, mas entre as amostras nédo houve diferencas significa-
tivas (p>0,05): amostras protegidas pelo PVC apresentaram valores de pH esta-
tisticamente iguais aos das amostras protegidas pelos filmes Qui, Qui + MMTNa,

ou Qui + MMTNa + OEG (independente da concentracédo do 6leo).

A reducdo da atividade protetora dos filmes com a incorporagdo da
montmorilonite provavelmente é devida a diminuicdo da migracdo dos compos-
tos fendlicos, que reduz o efeito protetor do processo oxidativo e de desenvolvi-
mento dos microrganismos, 0 que estd de acordo com os demais resultados

apresentados.

O aumento do valor de pH pode ser atribuido ao desenvolvimento das bac-
térias deterioradoras que ao produzirem compostos volateis diminuem a acidez,
logo aumentam o pH (Melo et al., 2012). Resultados semelhantes séo reportados
na literatura para filetes de peixe embalados em filmes de quitosano incorpora-
dos com OEA (Abdollahi et al., 2014), assim como envolvidos em peliculas de
quitosano incorporadas com OEG (Remya et al., 2016). A acidez titulavel por
sua vez apresentou comportamento contrario, ou seja, reduziu ao longo do
tempo, corroborando os resultados observados para o pH. Este comportamento
foi semelhante ao observado também para as carnes protegidas com os filmes

de quitosano incorporados com OEA discutidos no capitulo anterior.
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A humidade das amostras embaladas nos filmes de quitosano apresentou
uma tendéncia para a manutenc¢ao ou reducao dos valores (Tabela 6.6), especi-
almente para as amostras embaladas nos filmes incorporados com OEG sem
MMTNa (p<0,05). Este comportamento pode ser atribuido ao carater hidrofilico
do quitosano que lhe confere a capacidade de absorver elevados teores de agua
(Souza et al., 2017, Pires, Souza e Fernando, 2018), como foi apresentado nos
dados de indice de intumescimento, os filmes com menores capacidades de ab-
sorver agua (Qui+1% e 2% OEG + MMTNa) foram os que apresentaram 0s mai-
ores valores de humidade entre as amostras embaladas nos biopolimeros incor-
poradas com OEG. Mais uma vez este comportamento foi semelhante ao obser-
vado para as amostras embaladas nos filmes com incorporacdo de OEA discu-
tidas no capitulo 5.

6.3.2. Determinacéo das TBARS

O grau de oxidacédo das carnes foi determinado por meio da determinacao
do indice TBARS (Tabela 6.7). O teor de produtos secundarios da oxidacao dos
acidos gordos aumentou ao longo do tempo para todos os tratamentos (p<0,05)
exceto para a carne embalada nos filmes de quitosano incorporados com OEG

nas concentracdes 0,5%, 1% ou 2% sem adicdo da MMTNa (p>0,05).

A presenga da nanoargila diminuiu o efeito protetor dos filmes, provavel-
mente devido a boa interacdo entre o quitosano, a montmorilonite e os compos-
tos fendlicos que foram capazes de formar uma rede que diminuiu a libertacao
dos compostos ativos da matriz polimérica para o alimento. Assim, uma maior
oxidacao foi observada nas amostras embaladas nestes tratamentos, apesar da
protecdo conferida quando comparada com as amostras sem filme ou envolvidas
no PVC.
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Tabela 6.7. Estudo da vida de prateleira de carne fresca de frango — qualidade microbioldgica e oxidacéo lipidica.

. . . . Qui + Qui + Qu i+
Parédmetros | Dia | Sem filme* PvC Qui 0, 5?/:CI)+EG 10/Q08'EG 2°/Qoéj)ll-£ G M?/Il'jll?;la OMQ{I)ZSE C+; Mllgﬂo-lc—)NEaG + lvzllt\)ﬁ)-[)NEaGJr
0 | 0.11+0.05  0.110.05®  0.11:0.05®  0.110.05% 0.11%0.05% 0110058 011005  0.11:0.05° 0,11+0.05°C  0.11+0.05%
TBARS 3 | 013:0.06"  0.110.01°®  0.19:0.06"  0.16+0.02°* 0.07+0.0%8 0.10+0.068  0.34+0.02°€  0.15:0.01°C  0,15:0.03°C  0.18+0.09%
(krg%xr?sl 7 | 0.88:0.20®  0.07+0.01®8  0.12:0.02®  0.10+0.10°* 0.05:0.02® 0.06+0.02"E  0.49+0.03%48  0.17+0.04°  0.16+0.02C  0.13+0.02°
10 | 148£0.33%  0.65:0.25°A 0.23:0.06%A8 0.20:0.02%°A 0.04+0.01°® 0.02+0.01°® 0.58+0.04°% 0,78+0.00® 0.57+0.00° 0.28+0.03%cE
15 | 1.9740.28%  0.65:0.02°%  0.42+0.12%%  0.25:0.04%  0.20+0.04%  0.15:0.06%  1.110.54°*  109+0.20°  0.83+0.12°A (0.51+0.12%%4
coiformes | 0| 08204 08104 0.8£0.4C  0.8:0.4%®  0.820.4%C  0.8:0.4% 0.8+0.4%C 0.8:0.4°C  0.8+0.4®  0.8+0.4%C
totais 3.0£0.4%5C  3,4:0,0%8 28058  3240.29°A  40+0.0°  28:0.4%A  20+05®  20:05°8  22+02C  22+0.2%
(C';I?EG)NMP/Q 7 | 45:1.7%8  39+05%®  40+0.9%A8  34%0.3%cA 23:000°8  2.1+0.1%  3.0+0.3%E  36:04bB  37:04B 240,108
10 | 67:0.6%  6.4%0.0% 5.3:1.0%  3.240.0°"  26:0.6"®  22:0.8"  59+0.2% 62602 59405  5.9+0.5%
0 | 51:01%  5.1£0.1%C 51:0.1°C  51%01C  5140.1% 51401 5.1+0.1°C 51:0.1°C  51%01%®  51+0.1%
?I"_Ig Urcrg| | 880 8.7+0.0% 7.1+0.3b8 7.1:0.4%  67+0.2%°  6.8£0.2 6.7+0.008 713038 53%028  5.9+0.0®
carne) 7 | 102:0.1%  9.5:0.3%" 85:0.2¢  7.4:0.098  7.8+0.1%  81x0.1%A  72:07%e  87+0.1%A  87+01h  8.3+0.2
10 | 10.1%0.0  9.6+0.1%A 8.7+0.5%  8.3+0.2¢4  7.5:0.1°°  7.7+0.5%A  8.5+0.0% 8.8:0.0%  8.9:0.1°A  8.8+0.0%

*(A-D): Para cada parametro, médias seguidas das mesmas letras ha mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si (p>0,05); (a-g): Para cada parametro, médias
seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
** OEG: Oleo essencial de gengibre; Qui: Quitosano; MMTNa: Montmorilonite sddica; PVC: cloreto de polivinilo; MTV: microrganismos totais viaveis; TBARS: substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico; NMP: nimero mais provavel.
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O desenvolvimento microbiano, juntamente com a oxida¢éo dos acidos gor-
dos constituem os principais responsaveis pela deterioracdo dos alimentos
(Remya et al., 2016), sendo o limiar para percecdo dos odores indesejaveis
deste processo de deterioragdo referentes a um TBARS igual a 0,5 mg de MDA
/ kg de carne (Yang et al., 2015).

Até o sétimo dia de armazenamento sob frio, apenas as carnes sem filme
haviam excedido este valor de TBARS, e desta foram, j& seriam consideradas
rejeitadas pelos consumidores. No 10° dia de armazenamento os tratamentos
envolvidos nas peliculas de PVC, Qui + MMTNa, Qui + MMTNa + 0,5% ou 1%
de OEG atingiram este limite. Finalmente, ao final dos quinze dias de avaliacao,
as carnes protegidas nos filmes Qui + MMTNa + 2% OEG ultrapassaram esta
marca, enquanto que todas as demais amostras envolvidas nos filmes de quito-
sano incorporados com OEG (0,5%, 1% ou 2%) sem incorporacdo da MMTNa
ou no filme controlo (Qui) mantiveram os niveis de MDA inferiores aos 0,5 mg
(permaneceram dentro dos parametros de aceitagéo pelo consumidor, do ponto
de vista do cheiro). Estes resultados demonstram que os biofilmes tém potencial
para estender a vida util de carne de frango em pelo menos 8 dias utilizando-se

0s compasitos de quitosano com OEG.

O efeito protetor dos filmes provavelmente estéa relacionado com a boa bar-
reira ao oxigénio e capacidade de capturar ides do quitosano (Abdollahi et al.,
2014), assim como com a capacidade extra dos compostos fendlicos presentes
no OEG de atuarem com antioxidante, estabilizando os radicais livres (EI-Ghorab
et al., 2010; Melo et al., 2012). Outros biopolimeros incorporados com diferentes
OEs apresentaram resultados semelhantes na conservacao de diferentes ali-
mentos (Abdollahi et al., 2014; Atarés et al., 2011; Melo et al., 2012; Yang et al.,
2015).

6.3.3. Estudo da qualidade microbioldgica das carnes

As mudancas na contagem total de microrganismos aerobios viaveis, assim
como dos coliformes totais das carnes sem filme, envolvidas no PVC ou nos

filmes ativos estédo dispostas na Tabela 6.7.
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A carne apresentou no tempo zero uma contagem de microrganismos totais
viaveis (MTV) igual a 5,1 log UFC/ g carne, abaixo dos 6,69 logs estabelecidos
como limite no Regulamento (EC) n® 2073/2005 para carne picada (Rees, Doyle,
& Taylor, 2017). Ao longo do tempo, esta contaminagcdo aumentou para todos 0s
tratamentos (p<0,05), tendo alcancado um valor maximo de 10,1 log UFC/g de
carne para as carnes sem filme, enquanto que as amostras protegidas com o0s
biopolimeros apresentaram uma reducdo desta contagem entre 1,1 a 2,6 loga-
ritmos. Os filmes ativos foram capazes de reduzir em 0,5 log a contagem de MTV
guando comparados com a pelicula comercial, ou seja, uma vantagem em rela-

cao ao produto disponivel no mercado.

Do ponto de vista sensorial, a carne com uma contaminacéo de MTV supe-
rior a 7 log UFC/g de carne é rejeitada pelos consumidores (Economou, Pournis,
Ntzimani, e Savvaidis, 2009). Neste estudo, a carne de frango sem filme ou em-
balada na pelicula comercial excederam este limite desde o terceiro dia de ar-
mazenamento sob frio, enquanto que as amostras protegidas pelos filmes ativos
de quitosano estavam abaixo ou apenas um pouco acima deste valor (7,1 log
UFC/g carne para os tratamentos Qui, Qui+0,5%0EG com ou sem MMTNa). A
presenca do OEG aumentou o poder antimicrobiano dos filmes de quitosano,
enquanto que o MMT limitou 0 mesmo. Como discutido anteriormente, a pre-
senca da argila provavelmente interferiu no processo de difusédo dos compostos
ativos presentes no OEG para o alimento, além de ter bloqueado os grupos fun-

cionais do quitosano para atuarem como agente antimicrobiano.

Resultados semelhantes foram observados em filetes de peito de frango
embalados em filmes de caseinato de sédio incorporados com 6leo essencial de
gengibre (Noori, Zeynali, e Almasi, 2018). Os autores atribuiram a redugéo no
crescimento microbiano a presenca do OEG nos filmes ediveis, tendo sido maior
o efeito protetor com o aumento da quantidade do 6leo incorporado. As carnes
sem protegao, ou revestidas com os filmes de caseinato de sodio sem OEG ja
se encontravam completamente deterioradas apos 8 dias de armazenamento
sob frio, enquanto que as amostras protegidas pelos demais filmes incorporados

com OEG resistiram até o ultimo dia de analise.

164



Os resultados das contagens dos coliformes totais seguiram o0 mesmo com-
portamento estabelecido para os MTV (Tabela 6.7). As maiores contaminacfes
foram registadas nas carnes sem filme, seguida pelos alimentos embalados no
PVC. As amostras embaladas nos filmes ativos apresentaram menores contami-
nacodes, tendo a MMTNa reduzido o poder antimicrobiano do quitosano (apesar
de néo ter sido com significancia estatistica p>0,05) enquanto que OEG aumen-
tou esta caracteristica (p<0,05). Entre as carnes embaladas nos filmes de quito-
sano incorporados com 0,5%, 1% ou 2% n&o foram observadas diferencas signi-
ficativas entre as contagens de coliformes totais (p>0,05), entretanto um efeito
da dose pbde ser observado uma vez que no décimo dia a menor contaminacao
foi registada para as carnes protegidas nos filmes incorporados com a maior
concentracéo de OEG.

Em comparacdo com a carne sem filme e a carne embalada no PVC, as
amostras envolvidas no filme de qui + MMTNa + 2% OEG apresentaram uma
redugéo na contagem dos coliformes totais em 4,5 e 4,2 logaritmos, respetiva-
mente. Os OEG s&o extratos ricos em compostos fenélicos, monoterpenos, ses-
quiterpenos e aldeidos, os quais sdo 0s responsaveis pelos resultados reporta-
dos. O possivel mecanismo de acdo do OEG deve envolver o rompimento da
membrana celular dos microrganismos com a penetracdo dos compostos bioati-

VoS, que irdo causar danos no seu funcionamento celular (Noori et al., 2018).

Os resultados sdo semelhantes aos observados para os filmes com o 6leo

essencial de alecrim apresentados no capitulo 5.
6.4. Considerac0es finais

De um modo geral, os filmes de quitosano incorporados com OEG foram
produzidos de forma satisfatoria, tendo sido alcancada elevada interagéo entre
os componentes do (bio)-compadsito (MMTNa, compostos ativos do OEG e o qui-
tosano). Do ponto de vista morfolégico, os filmes apresentaram homogeneidade,
no entanto a incorporacdo do OEG causou algumas irregularidades na superficie
das peliculas, tornando-as um pouco menos homogéneas e rugosas. O processo
de esfoliagao utilizado foi eficaz para obtencdo de uma conformacéo intercalada,

responsavel pelas melhorias das propriedades mecanicas e de barreira do
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oxigénio. A incorporacdo do OEG de um modo geral tornou os filmes mais fra-
geis, menos rigidos, com maiores permeabilidades do oxigénio e do vapor de

agua.

Do ponto de vista da bioatividade dos biopolimeros desenvolvidos, foram
observadas atividades antimicrobianas e antioxidantes em ambos ensaios “in vi-
tro” e “in situ”. Tendo sido possivel prolongar a vida de prateleira da carne de

frango fresca por pelo menos mais quatro dias.

Por meio da incorporacdo dos 6leos essenciais nos materiais de embala-
gem é possivel contornar as grandes barreiras do uso destes potentes conser-
vantes naturais, nomeadamente: o seu custo elevado e o seu acentuado aroma
que acaba por interferir nas caracteristicas do alimento onde foi utilizado. Desta
forma, em menores quantidades, incorporados nas embalagens, esta tecnologia

torna-se viavel tanto do ponto de vista econdmico quanto tecnoldgico.

Sendo assim, fazendo um balanco entre os melhores resultados na aplica-
¢céo na carne, com as melhores propriedades funcionais dos filmes produzidos,
conclui-se que o filme de quitosano incorporado com 1% de OEG € a melhor
opc¢ao, uma vez que apresentou os melhores resultados nos testes “in situ” (jun-
tamente com os filmes incorporados com 0,5% e 2% de OEG) com menores
desvantagens do ponto de vista das propriedades mecanicas e de barreira re-
sultantes da incorporacdo do OEG. Além disto, este filme foi 0 que apresentou
uma opacidade intermédia, sendo uma boa barreira & luz UV, ao mesmo tempo
gue mantém uma relativamente alta transparéncia, que € um atributo muito va-

lorizado pelos consumidores.

Parte dos resultados presentes neste capitulo encontra-se publicado num
artigo na revista Coatings (Souza et al., 2018).
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Consideracdes finais

Os objetivos gerais assim como o0s objetivos especificos deste trabalho fo-
ram alcangados. Na primeira etapa das experiéncias foram testadas diferentes
fontes de compostos naturais, para selecao das matrizes a utilizar na etapa pos-
terior das experiéncias. Esta selecdo teve em conta o potencial ativo (ensaio de
migracao e poder antioxidante) dos filmes incorporados com os 6leos essenciais,
uma vez que nos filmes adicionados com os extratos hidroalcodlicos néo foi ob-
servada migracao dos compostos ativos. Entre os cinco OEs avaliados, os que
apresentaram melhor desempenho foram os de salva, alecrim e gengibre. Como
os dois primeiros pertencem a mesma familia de plantas, optou-se por prosse-
guir as experiéncias com os 6leos de alecrim e gengibre. Ainda nesta fase, foi
selecionada a argila a ser utilizada como nanorrefor¢co do biopolimero de quito-
sano, tendo sido escolhida a montmorilonite sédica. Nao se verificaram diferen-
cas significativas entre as diferentes MMTs estudadas, em termos das suas pro-
priedades mecanicas, uma vez que todas as argilas reforcaram de forma muito
similar os filmes. Desta forma, a escolha da melhor montmorilonite foi baseada
na hidrofilicidade das nanoargilas testadas, tendo-se optado pelas argilas mais
hidrofilicas (que interagem mais com o0 quitosano), ou seja, as ndo modificadas
(MMTNa ou MMTCa), descartando-se a MMT20. Entre as duas argilas naturais,
apesar de se nao ter observado diferencgas significativas nas propriedades me-

canicas, a montmorilonite sédica mostrou tendencialmente valores mais
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elevados de tensdo maxima com alteracdes intermédias no alongamento e mé-
dulo de elasticidade, e menores alteracées nas propriedades Gticas (opacidade
e valores de hue* mais proximos da amostra controlo), sendo por isto a escolhida
para a continuagao das experiéncias. O processo de esfoliacdo utilizado para
produzir os filmes também foi validado nesta etapa por meio dos ensaios de di-

fracdo de raios-x e das propriedades mecéanicas dos filmes.

Os novos biopolimeros ja com a incorporacdo dos diferentes 6leos em
quatro diferentes concentracdes, com ou sem incorporagdo da MMTNa foram

produzidos.

A incorporacao da MMTNa possibilitou a formacao de filmes de quitosano
com propriedades fisicas melhoradas. A adicdo da nanoargila resultou em filmes
mais resistentes e elasticos (menos rigidos), menos permeaveis ao oxigénio,
menos sollveis em agua (embora apresentando maior indice de intumesci-
mento) e com maior barreira a luz (em especial na gama da radia¢do UV — acom-
panhado por ligeiro aumento da opacidade do material, o que pode ter vantagens
em relacdo aos efeitos da luz nos alimentos, embora menos positivos do ponto
de vista estético/visual). No entanto, a adicdo de nanoargila contribuiu para o
aumento da permeabilidade ao vapor de agua, o que pode limitar a sua aplica-
cao. A incorporacdo do nanorreforco limita também a acao protetora do quito-
sano “in situ” contra a oxidagcao. Apesar dos filmes adicionados com a MMTNa
apresentarem menor permeabilidade ao oxigénio, o aumento da permeabilidade

ao vapor de agua pode ter contribuido para estes resultados.

De modo a verificar se houve migracdo da montmorilonite sédica para o
alimento apds o contato da carne com os filmes de quitosano, foram quantifica-
dos os teores de sodio e magnésio na carne nos tempos zero, sete e quinze dias
de armazenamento. Os teores médios iniciais de magnésio e sddio observados
foram de 1,57 £ 0,02 g/kg carne e 3,2 £ 0,09 g/kg de carne, respetivamente. Nos
tempos 7 e 15 houve uma reducéo da quantidade destes minerais nas amostras
protegidas pelos filmes de quitosano independentemente de ele ter sido incor-
porado ou ndo com os 6leos essenciais ou a MMTNa (em média observou-se

uma reducéo aproximada de 16% e 21% no sétimo dia de armazenamento e de
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21% e 43% no ultimo dia de armazenamento, respetivamente para 0 magnesio
e 0 sodio), por comparacao com a carne sem protecdo. Esta diminuicdo do teor
de minerais na carne embalada provavelmente esté atribuida ao poder dos fil-
mes de absorver agua, que na mesma medida adsorveu também a fracdo mine-
ral do produto. Estes resultados sao indicios de que ndo houve migracao da
MMTNa para a carne de frango embalada nas embalagens nanorreforcadas com
esta argila, uma vez que ndo se registou aumento dos componentes quimicos
(sédio e magnésio) deste nanomaterial nas carnes apds o periodo de contato
com a embalagem. Resultados semelhantes foram reportados por Avella et. al
(2005) para vegetais folnosos embalados em biopolimeros de amido incorpora-

dos com montmorilonite.

De forma oposta, a incorporacao dos 6leos essenciais contribuiu para a
obtencéo de filmes menos resistentes e mais elasticos, com maior permeabili-
dade ao oxigénio e vapor de agua, embora a barreira a luz tenha sido melhorada
(os filmes também ficaram mais opacos). A adi¢do de 6leos nao produziu efeitos
a nivel da solubilidade dos filmes em &gua, mas contribuiu para a obtencao de
menores valores de indice de intumescimento. Em contraposicao, a adicdo dos
Oleos aos filmes contribuiu significativamente para a reducao do crescimento mi-
crobiano e para a estabilidade oxidativa, por comparacdo com a acao do quito-
sano, quando os filmes foram aplicados “in situ” em carne de frango crua. Nao
foram observadas diferengcas na qualidade das carnes devido aos diferentes

Oleos.

Quando os filmes séo simultaneamente reforcados com a nanoargila e adi-
tivados com os OEs, mantém-se o efeito plastificante dos OEs e o aumento das
permeabilidades ao vapor de 4gua e oxigénio, embora se verifigue uma tendén-
cia para uma reducao de PO com a incorporacédo da argila. O efeito sinérgico de
OEs e MMTNa aumenta ainda mais a opacidade dos filmes e promove a solubi-
lidade dos filmes em agua, anulando o efeito da MMTNa de reducéo dessa so-
lubilidade quando em combina¢édo apenas com o quitosano, observando-se in-
dices de intumescimento ainda mais reduzidos. A estabilidade oxidativa das
amostras de carne foi afetada negativamente quando o nanorreforco e os OEs

foram incorporados no quitosano, por comparagcdo com a a¢ao do quitosano sem
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aditivos ou do quitosano contendo OEs, devido ao fato da nanoargila armadilhar
0S compostos ativos dos Oleos essenciais ha estrutura do filme esfoliado, com
diminuicdo das propriedades ativas dos filmes. Por esta razéo, nao se observa-
ram melhorias a nivel da atividade antimicrobiana dos filmes contendo simulta-

neamente nanoargila e OEs por comparacdo com o quitosano sem aditivos.

Entre o melhor filme pontuado em cada capitulo — quitosano + 0,5% OEA
(capitulo 5) e quitosano + 1% OEG (capitulo 6), comparando-se as suas propri-
edades funcionais, o filme com o 6leo de alecrim € ligeiramente superior ao bio-
polimero adicionado com o OEG, apresentando melhores propriedades de bar-
reira ao vapor de agua e ao oxigénio, maior resisténcia a tracdo mecanica e
menor opacidade. Desta forma, entre todos os filmes desenvolvidos, o biopoli-
mero de quitosano incorporado com 0,5% de OEA parece ser 0 mais promissor.

No entanto, combinacdes com diferentes proporc¢des dos dois 6leos podem
ainda ser estudadas de modo a verificar se um efeito sinérgico entre eles podera
melhorar tanto as propriedades ativas quanto funcionais dos filmes. Melhorar o
sinergismo da MMT com os 6leos, ao modificar a percentagem de argila no qui-
tosano pode ser também uma opcao de melhoria das propriedades ativas do OE
e de reforco da MMT.

No entanto, ainda do ponto de vista da seguranca alimentar, estudos de
toxicidade tanto dos 6leos essenciais quanto das montmorilonites sdo recomen-
dados, pois apesar de nédo ter havido indicios de migracdo do nanomaterial para

a carne, ainda assim é uma maior garantia para o consumidor.

Desta forma, como opcdes para trabalhos futuros pode-se sugerir:
v' Estudos de toxicidade dos compostos ativos / nanomateriais utilizados em

embalagens ativas;

v Estudos de nanoencapsulamento dos OEs com aplicacao em filmes de

guitosano;

v’ Estudos da biodegradabilidade das embalagens produzidas, com o obje-
tivo de se verificar de que modo a incorporacdo de nanomateriais / agentes ati-

vos interferem neste processo de biodegradacao;
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v' Estudo da combinacdo de diferentes 6leos em diferentes proporcdes
como agentes ativos para embalagens alimentares; combinar a adicdo de OEs
com nanoargilas de modo a otimizar as propriedades ativas dos OEs e a acao
de reforgo das argilas; estudar diferentes misturas de biopolimeros;

v' Estudo de digestao simulada dos alimentos ap6s contato com as emba-
lagens, para verificar a biodisponibilidade dos compostos bioativos migrados
para o alimento, ou seja, um indicativo do possivel complemento funcional de-

vido ao uso destas embalagens ativas.

v’ Estudo da utilizacdo do quitosano incorporado com diferentes 6leos em
diferentes proporc¢des aplicados como revestimento comestivel para verificar o
efeito no produto cozinhado, quer do ponto de vista da seguranca alimentar, quer
do ponto de vista da qualidade alimentar (por meio de andlises sensoriais, de

textura, fisico-quimicas e microbioldgicas, assim como os ganhos funcionais).
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