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Resumo: O presente estudo teve como objetivo desenvolver filmes biodegradaveis
de amido com nanoparticulas de amido incorporados com o O6leo essencial de
orégano - OEO (Origanumvulgare), para aplicacdo como embalagem ativa na
conservacao de alimentos. Producéo de filmes foi realizada utilizando o método de
casting. Foram estudadas trés concentra¢cdes do 6leo essencial de orégano (0,0; 5,0
e 10%). As propriedades fisicas e mecanicas dos filmes produzidos também foram
avaliadas. Para andlise da eficiéncia antimicrobiana, foram utilizadas as
metodologias da CLSI e APHA. A incorporacdo do Oleo essencial de orégano
influenciou no desempenho dos filmes. Os filmes com 5,0% e 10 % de OEO
apresentaram eficiéncia antimicrobiana, quando comparado ao controle.
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DEVELOPMENT OF BIODEGRADABLE ACTIVE MOVIES: STARCH
MOVIES INCORPORATED WITH STARCH NOSE AND ORGAN

ESSENTIAL OIL

Abstract:The
presentstudyaimedtodevelopbiodegradablestarchfilmswithstarchnanoparticlesincorpo
ratedwithoreganoessentialoil —OEO (Origanumvulgare), for application as
activepackaging in food preservation. Filmproductionwasperformedusingthe casting
method. Threeconcentrationsoforeganoessentialoil (0.0, 5.0 and 10%) werestudied.
The physicalandmechanicalpropertiesofthefilmsproducedwerealsoevaluated. For
analysisofantimicrobialefficiency, themethodologiesof CLSI and APHA wereused.
The incorporationoforeganoessentialoilinfluencedthe performance ofthefiims. The
filmswith 5.0%and 10% OEO
showedantimicrobialefficiencywhencomparedtothecontrol.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a utilizagdo de embalagens biodegradaveis tem um
aumento de 5 % cada ano [1], sendo o amido, alginato, éteres de celulose,
quitosano, carragenina ou pectinas alguns dos biopolimeros mais utilizadas na
producdo de embalagens [2]. O amido tem-se destacado por ser abundante e o de
menor custo, além de apresentar possibilidades de modificacdo quimica, fisica ou
genética, originando filmes resistentes e biodegradaveis [3].

No entanto, muitos desses polimeros biodegradaveis possuem problemas
relacionados ao desempenho, como baixa resisténcia mecanica e térmica,
apresentando fragilidade e baixa temperatura de deformacédo, além da fraca barreira
a umidade, limitando o uso das embalagens biodegradaveis por parte das industrias
[4]. A nanotecnologia vem por meio da utilizacdo de nanoparticulas melhorar as
caracteristicas mecanicas e térmicas destes filmes, como alternativa na solucéo dos
problemas de desempenho dos filmes de amido. Devido, ao seu tamanho nano,
podem apresentar novas e aprimoradas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
[5], e melhores funcionalidades quando comparados com o material em maior
tamanho [6].

Além da melhoria das propriedades citadas, busca-se também um avanco na
seguranca, qualidade e da vida de prateleira de alimentos prontos para o consumo.
De acordo com o Ministério da Saude [7] as bactérias Salmonella spp., Escherichia
coli, e Staphylococcus aureus, sdo uma das principais causadoras de doencas
transmitidas por alimentos (DTA). Com isso, embalagens incorporadas com
antimicrobianos visam ter uma protecdo maior e aumentar a vida de prateleira dos
alimentos. Os Oleos essenciais de plantas sdo um exemplo de potenciais
antimicrobianos naturais bastante estudados para aplicacdo em alimentos [8]. O
alimento como o queijo comumente utilizado na dieta da populacdo, compondo,
geralmente, a alimentacdo de todas as classes sociais [9]. Caracteriza-se como um
produto altamente perecivel, contém altos teores de proteina e lipideos, sofrendo
muitas reacdes de deterioracdo, alguns deles com alta umidade e, possui nutrientes
importantes para o0 desenvolvimento microbiano [10]. Ter uma embalagem
apropriada para esse tipo de alimento € de extrema importancia para manter a
qualidade durante seu armazenamento. O objetivo do presente estudo foi
desenvolver filmes biodegradaveis de amido com nanoparticulas de amido e 6leo
essencial de orégano (Origanumvulgare), para aplicagcdo como embalagem ativa na
conservacao, visando o controle da popula¢do microbiana em queijo mucarela.

2. METODOLOGIA

As analises foram realizadas no laboratorio de Pescado e cromatografia
aplicada (LAPESCA). Foram utilizados, amido de milho (DURYEA®), nanoparticulas
de amido, glicerol (SYNTH®) como plastificante e Oleo essencial de orégano
(FERQUIMA®). As nanoparticulas de amido milho foram preparadas pelo método de
ultrassom, em um sonicador modelo Q55 (Estados Unidos), segundo metodologia de
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Pereira et al., [11]. A suspenséao coloidal foi congelada e submetida a secagem por
congelamento  (liofilizacdo), obtendo nanoparticulas com diametros de
aproximadamente 400 nm.

2.1 Preparagédo dos filmes

Os filmes foram preparados segundo a técnica casting. Desenvolvidos com
concentracdo de 4,0 g de amido, 0,25 g de nanoparticulas de amido e 2,1 g de
glicerol/100 g de solugédo filmogénica. Os filmes foram preparados com trés
diferentes concentracbes do Oleo essencial de orégano (0,0; 5,0; e 10,0%),
respectivamente, em relacdo a solucao filmogénica total.

2.2 Propriedades Mecanicas

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura mediante leitura com
micrémetro manual (MitutoyoCorp.) e submetidos a testes de tracdo para avaliacao
tensdo e deformacdo na carga méxima de acordo com a norma ASTM D882- 09
[12], utilizando a maquina Universal de Testes Mecéanicos (INSTRON Corporation,
Norwood, MA, USA). Foram testados dez corpos de prova de cada formulagdo com
dimensdes de 10 cm de comprimento e 2,5 cm de largura. A maquina foi operada
com carga de 1 kN a uma velocidade de tragdo de 5 mm/min.

2.3 Anélise Antimicrobiana In Vitro.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes com 6leo essencial foi
realizada utilizando a técnica de difusdo em agar com discos dos filmes preparados.
Foram utilizadas culturas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
spp. De acordo com metodologia do Manual ClinicalandLaboratory Standards
Institute (CLSI) [13], in6culos de cada microrganismo foram preparados por meio da
suspensao direta, em solucdo salina esterilizada, de coldnias isoladas, selecionadas
de placas de Agar tripticase de soja (TSA), e incubados a 35 °C por 18-24h.

2.3 Anélise Antimicrobiana In Vivo.

Os filmes foram cortados em tamanhos definidos, suficiente para cobrir as
superficies das fatias de queijo mucarela. O alimento acondicionado nos filmes
antimicrobianos foi armazenado a 8 + 2 °C. As analises microbiologicas do queijo
foram realizadas, de acordo com a metodologia descrita pela American Public Health
Association (APHA) [14] nos tempos 0, 7, 14, 21 dias

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto visual do filme de 0% (Figura 1-A) composto de amido, 0,25
g de nanoparticulas de amido e 0 g de OEO (filme controle), foi o que
apresentou melhor homogeneidade, transparéncia, brilho, flexibilidade e sem
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dificuldade para retirada da placa de secagem. O filme com 5% (Figura 1-B)
teve homogeneidade um pouco menor quando comparado com o filme
controle, além disso, apresentou boa flexibilidade, transparéncia, brilho e
pouca dificuldade para retirada na placa de secagem. Ja o filme com 10%
(Figura 1-C) apresentou menor homogeneidade quando comparado aos
demais filmes, apresentou mudanca na coloracdo, devido a uma maior
concentracdo do OEO, e com maior dificuldade para retirada das placas de
secagem.

Figura 1. Filmes de amido incorporados de nanoparticulas de amido, glicerol e 0%
(A), 5% (B) e 10% (C) de 6leo essencial de orégano como agente antimicrobiano.

3.1 Propriedades mecanicas

Os resultados dos testes mecanicos expresso na figura 2 demonstram que o
aumento da concentracdo OEO diminuiu a tensdo maxima, deformacéo e médulo de
elasticidade dos filmes. Como observado nos gréaficos da figura 2 (A, B, C). As
formulacbes 5 % e 10 % apresentaram resultados inferiores quando comparados ao
controle (F0). Estudos realizados com nanoparticulas de amido feito por Li et al. [15],
mostraram que filmes com 5,0% de nanoparticulas apresentaram tensdo maxima de
9,96 MPa, com aumento de 72,9% em relagéo ao filme controle sem nanoparticulas.
E a deformacdo na ruptura diminuiu 12,58%, mostrando que a adicdo de OEO
contribuiu para reducédo desses parametros.

Figura 2: Propriedades mecénicas — Tenséao (A), Deformacao (C) M6dulo
elasticidade dos filmes de amido incorporados com nanoparticulas de amido e com 0% (F0),
5% (F5) e 10% (F10) de 6leo essencial de orégano.
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Dai et al. [16], verificaram que a adi¢cdo de 10% de nanoparticulas de amido
aumentou a tensdao maxima a 2,87 MPa, a justificativa para a melhoria das
propriedades mecéanicas do filme foi devido a alta area de superficie especifica
provida pelas nanoparticulas, causando maior resisténcia na interface da matriz de

T
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preenchimento nas interacdes dos filmes. A concentracdo de nanoparticulas
utilizada tem forte influéncia nas propriedades dos filmes [17].

Resultados semelhantes ao presente estudo foram apresentados por Martucci
et.al. [18], onde foram avaliadas as propriedades mecéanicas de filmes de gelatina
biogénica com Oleo essencial de orégano como antimicrobiano. Segundo os autores,
a adicdo do 6leo afetou significativamente a resisténcia a tracdo e a capacidade de
alongamento dos filmes obtidos. A incorporacdo do 6leo possivelmente resultou na
diminuicdo da interagdo entre monOmeros da gelatina, impedindo as interacdes de
cadeia-cadeia de polimero, e consequentemente, levou ao comprometimento das
propriedades mecéanicas. Do mesmo modo, nos filmes de amido produzidos, a
incorporacdo do OEO, possivelmente, resultou na diminuicdo da interacdo entre 0s
mondmeros de glicose que compdem o amido, resultando na diminuigéo da tensao.

3.2 Atividade Antimicrobiana In Vitro

A partir dos resultados obtidos in vitro, observou-se que com o aumento da
concentracdo do 6leo essencial de orégano, maior foi a sensibilidade (Tabela 1). O
S. aureus foi 0 microrganismo que apresentou maior sensibilidade ao filme, com
halos 26 mm e 36 mm nas concentracfes de 5% e 10 % do 6leo essencial de
orégano, respectivamente, como mostra a tabela 1. Em estudo realizado por Botre et
al. [19] também foi constatado atividade antimicrobiana contra S. aureus em filmes
com 50% oOleo essencial de orégano. Os autores constataram que o filme
incorporado com 25% de Oleo essencial de orégano formou um halo de inibigédo
maior, demonstrando que quanto maior a concentracdo de Oleo essencial, maior
atividade antimicrobiana.

Tabela 1. Medidas dos halos de inibicdo do crescimento microbiano de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp, sob diferentes porcentagens de 6leo
essencial de orégano em filmes de amido, nanopaticulas de amido.

Amostras Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonellaspp
(mm) (mm) (mm)
Filme 0 % 0 0 0
Filme 5% 21 26 21
Filme 10% 28 36 24

*Média das duplicatas

Segundo Medeiros [20] o filme de acetato de celulose incorporado com 50%
Oleo essencial de orégano apresentou atividade antimicrobiana sobre S. aureus.
obtendo halo de inibichio médio de 20 mm. Mostrando também atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Javidi et al. [21], analisaram a
efetividade microbiol6gica de peliculas de PLA (poli acido latico), obtidas pelo
método de casting, incorporadas com OEO, frente a S. aureus, Listeria.
monocytogenes, E. coli e S. enteritidis. Obtiveram uma melhor agdo antimicrobiana
frente a bactérias Gram-negativas. Diferente do presente estudo, onde os filmes
antimicrobianos apresentaram melhor efetividade frente a bactéria Gram-positiva (S.
aureus), podendo estar relacionado a forma de obtencdo dos filmes e a interacao
existente entre o polimero e o 6leo essencial.
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De acordo Silva [22] a acdo antibacteriana dos Oleos essenciais varia
significativamente em fungdo da bactéria, sendo a sensibilidade maior para bactéria
Gram positiva em relacdo a Gram negativa. Uma explicacdo possivel para as
diferencas observadas quanto a sensibilidade bacteriana, pode ser a existéncia de
diferencas na estrutura da parede bacteriana, como por exemplo, a presenca de
lipopolissacarideo nas bactérias Gram negativas e auséncia nas Gram positivas, que
permite ou ndo a entrada de substancias na célula bacteriana, interferindo assim na
acdo sobre o microrganismo.

3.3 Atividade antimicrobiana na matriz alimenticia

Foi realizada a analise microbiologica do queijo fatiado tipo mucarela no
tempo O (tabela 2), que demostrou estar de acordo com os limites microbiologicos
estabelecidos pela RDC-12, a qual estabelece limite de S. aureus de 103 UFC/g,
Coliformes termotolerantes de 5 X102 UFC/g e auséncia de Salmonella spp. 25 g em
queijos tipo mugarela [24].

Tabela 2. Andlise microbioldgica do queijo no tempo de 0 dias

Coliformes Termotolerantes Ausente
Coliformes Totais 2,0x101
S.aureus 1,7x102
Salmonella spp Ausente
Mesofilos 2,0x 102

Os filmes contendo 10 g de OEO tiveram variacfes diferentes na sua
efetividade antimicrobiana quando comparado aos filmes contendo 5 g de OEO nos
testes in vivo e in vitro. Entretanto, os filmes contendo 5g e 10g de OEO,
conseguiram ser efetivos até o 14° dia. O que fez estender a vida util do queijo em
12 dias, de acordo com a legislacéo vigente RDC de n° 12. Melo [25] ndo conseguiu
prolongar a vida de prateleira da carne de frango resfriada através do
armazenamento em filme de base celulésica adicionado de 20% de 6leo essencial
de alecrim, no periodo de nove dias de estocagem, apesar de a inibicao ter sido
comprovada nos testes in vitro. Com isso acredita-se que o tipo de matriz alimentar
€ um fator importante que pode interferir nesse processo, pois podem ocorrer
interacBes entre 0s compostos antimicrobianos e os componentes dos alimentos,
como proteinas e gorduras, que podem influenciar na eficacia desses compostos.

De acordo com Cardoso et al. [26], flmes de PBAT incorporados com
diferentes concentracdes de OEO, nos quais foram embalados filetes de peixe,
também se mostraram eficientes na diminuicdo das contagens de coliformes totais,
Staphylococcus aureus e microrganismos psicrotroficos. O que ocasionou aumento
de vida util dos filetes por até 10 dias. O que nos mostra que o OEO tem uma acao
antimicrobiana in vivo efetiva. Botre et al. [19] que analisaram filmes de resina
celulésica adicionada de 25 e 50% de OEO embalados em pizzas prontas, nao
obtiveram inibicdo do crescimento de psicrotroficos. No entanto, o crescimento de
fungos filamentosos e leveduras apresentaram pequena inibicdo apés 15 dias de
estocagem a 7°C, quando submetidos ao tratamento com 50% de orégano. Em
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contrapartida um estudo feito por Soares et al. [27], revelou uma reducédo de 0,5 e
1,0 ciclo log no crescimento de Listeriainnocua nos queijos tipo frescal
acondicionados em presenca dos filmes contendo OEO, em relacdo ao controle, ao
final do periodo de estocagem (12° dia), confirmando o potencial de utilizacdo do
OEO como agente antimicrobiano em embalagens ativas.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a partir dos resultados apresentados, a incorporagao do 6leo
essencial de orégano interfere no desempenho dos filmes de amido e nanoparticulas
de amido, reduzindo a resisténcia mecanica. Os filmes de 5% de OEO e 10 % de
OEO apresentaram eficiéncia antimicrobiana nas andlises in vitro e in vivo,
demonstrando assim, seu potencial como ferramenta para a manutencdo da
qualidade do alimento. O que tornam esses filmes uma alternativa para reducao no
uso de plasticos convencionais no acondicionamento de alguns alimentos.
Entretanto existe a necessidade de estudos adicionais, que avaliem a acao desses
filmes em outras matrizes alimentares.
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