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Resumo

Com o aumento da consciencializagdo da populacdo em geral relativamente aos problemas
ambientais causados pelo uso exagerado dos derivados do petroleo, como é o caso dos
plasticos nas embalagens alimentares, nos dltimos anos tém-se procurado materiais
naturais como uma alternativa ecologica e que garanta a seguranca alimentar. A utilizagao
de biopolimeros na producao de embalagens alimentares tem sido amplamente estudada,
por estes materiais serem de origem natural e apresentarem uma elevada
biodegradabilidade. Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de
laminados de celulose/zeina para embalagem alimentar. Numa fase inicial estudou-se a
composicao e propriedades antioxidantes e antibacterianas do 6leo essencial de cipreste
(OC) com a finalidade de o incorporar em filmes a base de zeina. Foram produzidos dois
tipos de filmes zeina, o filme controlo (FC) contendo zeina, glicerol (GLY) e acido oleico
(AO), e o filme com 6leo essencial de cipreste (FOC), com a restante composicao idéntica ao
FC. Posteriormente foram produzidos os laminados, usando papel e os filmes preparados
anteriormente e recorrendo a uma técnica de moldagem por compressao em condicoes pré-
definidas. Os filmes, papel e laminados, foram caracterizados quanto as suas propriedades
mecanicas, Oticas, térmicas, barreira e atividades antioxidante e antibacteriana. Quanto as
propriedades antibacterianas, os filmes e laminados com OC, FOC e LFOC, respetivamente,
apresentaram os melhores resultados, inibindo o crescimento de todas as bactérias
utilizadas (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes LMG 16779,
Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
Typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Escherichia coli ATCC
25922). Quanto as propriedades antioxidantes, mecanicas, permeabilidade ao vapor de
agua e oxigénio, os LFOC apresentaram os melhores resultados comparativamente ao
controlo. A incorporacao do OC aumentou a resisténcia térmica dos filmes e laminados e
melhorou a sua microestrutura, proporcionando homogeneidade comparativamente aos
respetivos controlos. Na globalidade, os LFOC apresentaram melhores propriedades como

material de embalagem.
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Abstract

With the increasing awareness of the general human population concerning the
environmental problems caused for the exaggerated use of oil derivatives, such as the
plastics used in food packaging, the last years have been about searching for natural
materials that can be an ecological alternative without compromising food safety. The use
of biopolymers in the manufacturing of food packages has been widely studied because
these materials have a natural origin and present an elevated biodegradability. The main
goal of this work was the development of cellulose laminates/zein for food packaging. In a
preliminary phase, the composition and the antioxidant and antibacterial properties of
cypress essential oil (OC) were studied for the purpose of incorporating the essential oil in
zein based films. Then were produced two types of zein films, the control film (FC)
containing zein, glycerol (GLY) and oleic acid (AO), and the film with the cypress essential
oil (FOC) which has the remaining composition identical to FC. Posteriorly, the laminates
were produced, using paper and the films previously prepared and using a compression
molding technique in pre-established conditions. The films, paper, and laminates were
characterized for their mechanical, optic, thermal, barrier, antioxidant and antibacterial
properties. As for the antibacterial properties, the films and the laminates with OC, FOC
and LFOC, respectively, show the best results, inhibiting the growth of every bacteria used
in this study (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes LMG 16779,
Bacillus cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
Typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Escherichia coli ATCC
25922). As for the antioxidant and mechanical properties, water vapor and oxygen
permeability, the LFOC presented the best results comparing with the control. The
incorporation of OC increased the thermal resistance of films and laminates and improved
their microstructure, providing homogeneity comparatively to control. Globally, the LFOC

presented the best properties as packaging material.
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Capitulo 1 - Introducao geral

A embalagem alimentar faz parte da histéria da humanidade e tem sofrido grandes desenvolvimentos
ao longo do tempo, sendo fundamental na protecao e no acondicionamento dos produtos embalados,

devendo garantir a qualidade e seguranca dos mesmos [1,2].

Uma embalagem alimentar pode ser produzida a partir de diferentes tipos de materiais,
nomeadamente, vidro, metal, papel ou cartdo, madeira, téxteis, plastico e mais recentemente

biopolimeros [2].

As excelentes propriedades do plastico, nomeadamente, a facilidade de processamento, flexibilidade,
transparéncia e desempenho de barreira, fazem deste material um dos materiais mais populares na
area da embalagem alimentar [3]. A indistria de embalagens é, efetivamente, um grande consumidor
da producdo global de plastico, onde a embalagem de alimentos é uma &area de aplicacdo
particularmente importante [4]. Contudo, fendémenos de migracdo de compostos quimicos para os
alimentos embalados podem provocar alteractes organoléticas e produzir efeitos nocivos para o ser
humano [2,5]. Acresce a este problema a questao ambiental associada ao plastico. Estas embalagens
de base petrolifera causam grande poluicdo ambiental devido a sua baixa biodegradabilidade [6]. No
final do séc. XX, inicio do séc. XXI, surgiram alertas para o perigo do plastico no ambiente, em
particular nos oceanos, tornando-se imperativa a necessidade de aumentar a sua reciclagem e,
simultaneamente, encontrar materiais alternativos, de forma a minimizar o impacto negativo destes

residuos de embalagens no meio ambiente [3,4,7].

A utilizagdo de polimeros de origem natural, renovaveis e reciclaveis para aplicacio em embalagens
de alimentos tem surgido como um importante fator no novo paradigma de desenvolvimento

ambiental [8,9].

A utilizacao de biopolimeros a partir de recursos naturais renovaveis para substituir polimeros
derivados do petroleo tem sido objeto de investigacdo pela comunidade cientifica e inameras
solucdes tém sido apresentadas como alternativa ecolégica aos polimeros convencionais para
aplicacOes em embalagens alimentares [7,10—15]. Qualquer que seja o material da embalagem, este
deve evitar a degradacdo do alimento embalado, a qual pode comprometer a sua qualidade ou torné-

lo inadequado para consumo.

Durante o periodo de comercializagdo, os alimentos podem sofrer deteriora¢ao bioléogica, quimica e
fisica causada pelas condicoes ambientais. A presenca de oxigénio, humidade ou luz podem
desencadear certas reacbes responsaveis pela deterioracio do produto embalado, assim, é
fundamental que o material usado na producdo da embalagem alimentar possua uma funcao

protetora [1,16].



Os alimentos, mesmo protegidos dentro da embalagem, podem continuar a sofrer alteracées
provocadas por reacOes fotoquimicas, microrganismos, desnaturacdo de proteinas, reacoes de
oxidacdo e hidrolise de gorduras, entre outras. Para combater uma necessidade do mercado por
embalagens que prolonguem o tempo de prateleira dos alimentos, surgiram as embalagens ativas
que além de protegerem, interagem com o produto. As embalagens ativas podem ter incorporados
agentes antimicrobianos e/ou antioxidantes, enzimas, captadores de oxigénio, emissores ou
eliminadores de di6xido de carbono, controladores de humidade, odor e sabor, entre outros, para
aumentar o tempo de prateleira dos produtos, evitando deterioracées quimicas, inibindo o

crescimento de microrganismos patogénicos, garantindo assim, a seguranca dos alimentos [17].

Os filmes de biopolimeros podem ser formados como revestimentos de alimentos ou embalagens.
Estes filmes tém potencial para serem usados como embalagens alimentares por apresentarem boas
propriedades barreira a perda de humidade, protegerem os alimentos da contaminacao externa e
exibirem boas propriedades mecanicas, as quais garantem a integridade dos produtos durante o
transporte, manuseamento e armazenamento. O bom desempenho destes materiais vai depender da
composicao do filme, da sua estrutura e das propriedades dos seus componentes [18,19]. Tém sido
realizados muitos trabalhos de investigacdo com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas
e as propriedades barreira dos filmes de biopolimeros. Métodos de reticulagdo quimica, enzimética,

modificacao fisica e laminacao sdo algumas das propostas apresentadas [1,9,18,19].

Nenhum material biodegradavel satisfaz todos os requisitos exigidos a maioria das embalagens
alimentares, pelo que, a utilizacdo de varios materiais biol6gicos em multicamada parece ser uma
solucdo interessante para colmatar esta limitacao [18,20,21]. A preparacao de filmes em bicamada

tem sido proposta como uma opcao promissora para melhorar as propriedades dos mesmos [1,18].

E objetivo principal deste trabalho de investigacio a obtencdo de um material bilaminado,
constituido por um filme de zeina e papel, ambos materiais biodegradaveis, para aplicagio em
embalagem alimentar. Para alcancar este objetivo foi levada a cabo uma componente experimental
que abrangeu as seguintes etapas: produgdo e caracterizacao de filmes de zeina com e sem o6leo
essencial de cipreste (OC) e posterior desenvolvimento dos laminados através da juncdo de uma

camada de filme e uma de papel.

Esta dissertacdo esta estruturada em sete capitulos. No capitulo 1 é apresentada uma introducao
geral, onde se inclui uma breve abordagem a questao das embalagens alimentares, abrangendo as
suas funcgbes e materiais usados, destacando-se a necessidade de substituigdo dos polimeros
sintéticos por biopolimeros. Na parte final da introdugio é também apresentado um plano geral da
dissertacdo. No capitulo 2 s3o abordadas as caracteristicas mais importantes das embalagens
alimentares. Os materiais de embalagem, em particular os biodegradaveis, incluindo os usados neste
trabalho fazem parte do capitulo 3. No capitulo 4 encontra-se uma breve descricao dos o6leos
essenciais e em particular do OC, utilizado neste trabalho. O capitulo 5 inclui a parte experimental
da dissertacdo. Nesta parte pode encontrar-se um resumo dos materiais, procedimentos e

equipamentos usados. O capitulo 6 abrange a exposicao dos resultados, bem como a sua discussao e



comparacdo com outros resultados cientificos publicados. Finalmente, no capitulo 7 é apresentada a

conclusao com destaque dos principais outputs do trabalho de investigacao desenvolvido.



Capitulo 2 - Propriedades das embalagens

alimentares

2.1 Embalagens alimentares

A embalagem alimentar é projetada para garantir diferentes funcionalidades, entre elas o transporte,
armazenamento, distribuicdo, venda e consumo final do produto. Deste modo, a embalagem
alimentar acompanha o produto durante o seu periodo de vida, desde o momento em que é embalado
até ser descartada, terminando, assim, as suas funcbes de protecdo, conservacio e informacao, as

quais asseguram a qualidade dos produtos embalados [2,22,23].

A embalagem alimentar tem como funcio proteger os alimentos contra danos provocados pelo
transporte, armazenamento e distribuicdo, resultantes de vibracdes, choques, impactos e
compressdes que podem ocorrer durante estas operagoes. As propriedades mecéanicas garantem os
requisitos de resisténcia exigidos a embalagem em todas estas etapas e como tal o seu controlo é

fundamental [2,24].

Os danos na estrutura da embalagem podem ter diferentes origens, nomeadamente, acidentais,
defeitos de producdo e fraca resisténcia, mas também podem ocorrer danos por tentativas de
abertura das embalagens. Assim, pode dizer-se que, para além do papel de prote¢do, a embalagem

garante a seguranca do produto embalado [1,2,25].

A conservagdo é um fator importante nas embalagens alimentares, estas devem prolongar o tempo
de prateleira dos alimentos, mantendo as suas caracteristicas quimicas, microbiolégicas, fisicas e
organoléticas, reduzindo, assim, possiveis perdas. As propriedades de conservagao proporcionadas
pela embalagem podem ser combinadas com as tecnologias de processamento dos alimentos
embalados, dependendo das suas condigGes, se sdo alimentos frescos ou congelados, se passaram por
um processo térmico, de desidratacdo ou secagem, ou se necessitam de uma atmosfera modificada.
As embalagens devem responder as diferentes necessidades de cada alimento consoante as suas
propriedades e o seu futuro meio de conservagdo. Consequentemente, deve existir uma barreira de
protecao dos alimentos contra os fatores externos e internos, como a humidade, temperatura, luz e
gases, como o didxido de carbono e o oxigénio. A conjugacao destes fatores pode levar um aumento
do tempo de prateleira dos alimentos. Além disso, as embalagens podem também impedir a entrada
de agentes patogénicos, poeiras e odores, apresentando-se com uma verdadeira barreira as trocas

entre o ambiente interno e externo da embalagem [1,2,25].

2.2 Propriedades barreira e a transferéncia de massa na
embalagem

Os filmes produzidos para embalagem a partir de biopolimeros devem ter propriedades de

transferéncia de massa adequadas a sua finalidade, descritas por trés coeficientes comuns, sendo eles



a permeabilidade, difusdo e solubilidade [7,26,27]. E muito importante existir um controlo da
transferéncia de massa nas embalagens alimentares, para que a qualidade dos alimentos se
mantenha [1]. Um exemplo da difusao ocorrida em embalagens é a libertacao de substancias entre
os materiais que se encontram em contacto com os alimentos, a qual pode nao ser observavel, e em
muitos casos nem mesmo com recurso a métodos analiticos. Assim, a sua identificacao pode ser uma
tarefa dificil [27]. A permeabilidade diz respeito a perdas significativas na qualidade dos alimentos
causadas pela transferéncia de gases e humidade entre o interior da embalagem e o ambiente
circundante [28]. Por exemplo, as batatas fritas de pacote e os frutos secos perdem a sua crocancia
quando expostas a um ambiente hiimido [10]. As perdas de humidade em frutas e vegetais durante
os processos de armazenamento podem resultar, a longo prazo, em perdas do peso e alteracdo do
tamanho. A solubilidade pode por em causa todas as fun¢des da embalagem, se ocorrer degradacao

da sua estrutura, fica comprometida toda a proteciao do produto embalado [26,29].

Pequenas variacoes nas condi¢oes do ambiente das embalagens alimentares podem causar perda do
contetido nutricional, sabor, cor, aroma e deterioracao da textura do alimento embalado, o que

normalmente leva a uma redugao acentuada do prazo de validade do mesmo [28] .

As propriedades barreira sdo parametros importantes que incluem a permeabilidade ao vapor de
agua (WVP) e permeabilidade aos gases, as quais sao fortemente influenciadas por diversos fatores,
como a natureza e composicao do filme e as condi¢des ambientais [30]. Filmes de polimeros muito
polares, como é o caso do amido e proteinas, demonstram geralmente alta permeabilidade ao vapor
de 4gua, mas baixa permeabilidade aos gases [10]. Enquanto que os polimeros nao polares, como os
lipidos, normalmente tendem a exibir efeitos opostos [10]. A temperatura e a humidade do ambiente
também podem afetar as propriedades barreira dos filmes. A permeabilidade ao vapor de 4gua e ao
oxigénio pode ser influenciada por variacoes de humidade relativa e da temperatura. Assim, devido
a estes fatores, é necessario otimizar as propriedades barreira dos materiais biopoliméricos utilizados
na producdo de embalagens alimentares, tendo em consideracao as caracteristicas e condig¢oes de

armazenamento dos produtos embalados [10].

2.2.1 Permeabilidade

A permeabilidade, é uma propriedade que permite quantificar com que facilidade uma substancia,
gas ou vapor, consegue atravessar um material, esta é influenciada pela porosidade, espessura,

temperatura, area de transferéncia, diferencas de pressdo ou gradientes de concentracao [31,32].

A permeabilidade est4 associada a avaliacdo quantitativa das propriedades barreira dos materiais. O
principal mecanismo da taxa de transferéncia de vapor de 4gua ou gés através de um filme é a difusao
ativa [32]. A difusao depende do tamanho, forma e polaridade da substancia que ir4 penetrar a
superficie do filme, da cristalinidade do polimero, a qual confere maior resisténcia e densidade
devido a organizagdo das macromoléculas, grau de reticulacio no filme, fenémeno conhecido por

ligacdo cruzadas ou crosslinking, o qual depende do nimero de ligacoes covalentes [29,31,32].



Os gases nao conseguem permear através de polimeros cristalinos, como as ligacOes estdo mais
organizadas tém menos orificios através dos quais os gases podem passar. Nos polimeros
semicristalinos, os inicos locais onde os gases conseguem permear sdo as regides amorfas, por nao

apresentarem uma organizacao definida [32—-34].

Para determinar a permeabilidade de um material podem ser usados os coeficientes comuns de

difusdo e solubilidade [26,29,31,32,35], seguindo a equacao (1):

P=DXxS (1)
Onde:
P- Coeficiente de permeabilidade
D- Coeficiente de difusao

S- Coeficiente de solubilidade

A permeabilidade ao vapor de agua e a permeabilidade ao oxigénio fazem parte das propriedades
barreira, as quais sdo de extrema importancia, pois dao indicacdo da eficicia do material de
embalagem na protecdo dos alimentos, garantindo a qualidade e alargamento do tempo de prateleira

[30,31,35,36].

Define-se permeabilidade ao vapor de 4gua como a quantidade de 4gua que passa através de uma

unidade de area da amostra por unidade de tempo, no estado estacionario sob as condictes do ensaio

[30,37].

A taxa de transmissao de oxigénio (OTR) é o volume de oxigénio molecular, medido em condicoes
normais de temperatura e pressao, que permeia através de um dado material, por unidade de 4rea e

unidade de tempo [37].

Um dos desafios na producao de filmes para embalagem alimentar esta na escolha dos materiais, tais
como, biopolimeros e plastificantes, que garantam as propriedades barreira adequadas ao alimento

acondicionado [38,39].

Os alimentos com elevado teor de humidade tendem a perdé-la para a atmosfera, resultando na perda
de peso, deterioracdo da textura e aparéncia. Pelo contrario, os alimentos com baixo teor de
humidade tendem a capta-la, quando expostos a uma atmosfera rica em humidade, como acontece
com a farinha e bolachas [38]. O teor de 4gua num produto alimentar deve obedecer a certos limites,
a fim de evitar a agdo de microrganismos que poderao deteriorar o alimento [38]. Existem alimentos
como os vegetais e frutas que necessitam de embalagens semipermeaveis devido as trocas de oxigénio
e vapor de agua mesmo apos a colheita. Se a embalagem nfo permitir a troca de fluidos, pode ocorrer

condensacio dentro da embalagem, reduzindo o tempo de prateleira dos alimentos [30,38,39].



2.2.2 Difusao

A difusdo consiste no processo pelo qual uma molécula é transportada de uma parte de um sistema
para outra, como resultado de movimentos moleculares aleatérios [27,40,41]. A difusdo quimica
ocorre na presenca de um gradiente de concentragdo ou, mais geralmente, na presenca de um
gradiente de potencial quimico [27,41]. O coeficiente de difusdo representa uma propriedade cinética
do sistema de permeabilidade do polimero e mostra a facilidade com que uma substancia se move
num determinado material. O coeficiente de difusao pode ser determinado pela primeira lei de Fick
(equacao (2)), assente na hip6tese de que a taxa de transferéncia da substancia que se difunde através
de uma area unitiria de uma seccdo é proporcional a diferenca de concentraciao [42,43],

representado na Figura 1.

J= —Dg—i (2)

Onde:

J — Taxa de transferéncia de massa que se difunde por unidade de area
D — Coeficiente de difusao

C — Concentragio da substancia

x — Distancia percorrida

Concentracao ¢

Fluxo J >

Distancia x

Figura 1: Tlustracao da 1.2 lei de Fick (adaptado de [42]).

A primeira lei de Fick s6 pode ser aplicada diretamente a difusdo no estado estacionario, quando a

concentracao nao varia com o tempo [43].

Os fatores que podem influenciar este processo de migrac¢ao sdo a temperatura, as interacoes entre a
embalagem e os alimentos, as quais dependem do tempo de contacto entre ambos e da natureza dos
alimentos, como por exemplo, o elevado teor de gordura que alguns alimentos apresentam
[27,41,44]. Atualmente, as substancias utilizadas na produciao de embalagens sdo controladas na

Unido Europeia, e bem regulamentadas por regulamentos como UE 1935/2004/CE (CE, 2004), onde



se definem algumas regras para os materiais e objetos destinados a entrar em contacto com os
alimentos [27,41]. Usando o perfil toxicologico de algumas substancias, sao impostos limites de

migracdo com o objetivo de ndo colocar em risco a saide dos consumidores [27,41,45].

O controlo da difusdo de substincias provenientes dos polimeros que compdem as embalagens
alimentares é de grande importancia, particularmente, quando existe a possibilidade dessas
substancias conferirem altera¢des nas propriedades organoléticas dos alimentos com que contactam,
podendo provocar reacoes toxicas aos consumidores, quando os seus valores se situam acima das

concentracoes permitidas [41,46].

2.2.3 Solubilidade

A solubilidade, em termos quimicos, é frequentemente descrita pela quantidade maxima de soluto

que pode ser dissolvida por quantidade de solvente a uma determinada temperatura e pressao

[26,37,41].

A solubilidade ou coeficiente de solubilidade de permeantes, em filmes de embalagem, refere-se ao
comportamento de parti¢do de uma substancia capaz de atravessar a superficie do polimero e o
espaco livre adjacente. E uma medida da massa de moléculas de permeante absorvidas, por uma
unidade de massa de polimero, por unidade de pressao parcial [26,41]. O coeficiente de solubilidade
pode ser definido por uma adaptacao da fungéo de distribuigdo Nernst, equacio (3):
c

S= P 3
Onde:
S - Coeficiente de solubilidade
P - Pressao de vapor do solvente

¢ - Concentracdo do solvente

O coeficiente de solubilidade pode apresentar-se independente da concentracao de solvente utilizado
e da pressao de vapor (ou seja, o solvente estd em concentragoes muito baixas), tornando-se linear a
relacdo entre a concentracgio e a pressao de vapor do solvente, neste caso, S é referenciado como o
coeficiente de solubilidade da lei de Henry [26]. Quando isso acontece, é calculado o coeficiente de
solubilidade das isotermas de sorcao (absor¢ao e adsorcao), apresentando-se como um grafico da
concentracao de solvente na superficie do polimero versus a concentracdo do solvente dentro do

polimero [26,41].
Algumas regras gerais sobre a solubilidade de polimeros sao [47]:

e A solubilidade é favorecida pela similaridade quimica e estrutural entre o solvente e
o polimero;

e A solubilidade dos polimeros tende a diminuir com o aumento do peso molecular.



2.3 Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas sdo de extrema importancia no que diz respeito a resisténcia de uma
embalagem. Esta deve resistir aos diversos fatores que comprometam a sua integridade,
nomeadamente, choques, vibracées, impactos e compressoes. As propriedades mecanicas mais
frequentemente avaliadas pela induastria de materiais de embalagem sdo as propriedades de tracao,
tais como, resisténcia a tracao, alongamento, modulo de elasticidade (m6dulo de Young) e tensao de

rutura [48-52].

2.3.1 Resisténcia a tracao

A resisténcia a tracdo é a forca (tensao) maxima que um material pode suportar ao ser tracionado
antes de quebrar. Esta propriedade pode nao depender s6 do tamanho da amostra, mas também de
outros fatores, como a temperatura a que se encontra o material e a existéncia de defeitos na sua
estrutura [24]. A propriedades de tracao dependem de fatores, como, espessura da amostra,

velocidade do teste, modo como a amostra é preparada e tipo de garras utilizadas na maquina [24].

Embora o teste seja destrutivo, estes ensaios sdo muito utilizados por serem faceis de realizar e pela
rapida obtengdo de resultados, [24]. A Figura 2 representa um exemplo do resultado de um teste de

tragao traduzido num gréfico que apresenta a curva tensao-deformacao.
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Figura 2: Exemplo de grafico de uma curva tensao-deformacao (adaptado de [52]).

2.3.2 Alongamento

O alongamento é o aumento do comprimento de um material quando sujeito a um ensaio de tracao.

Como ilustrado na Figura 3, ao aplicar uma carga de tracao a um material, este pode alongar-se na
direcdo da carga aplicada. Quando os niveis de tensoes de corte estdo muito préximos do ponto de
rutura, o alongamento pode ocorrer muito rapidamente e o material pode estreitar simultaneamente
[52]. A area da seccao transversal diminui e, embora a forca necessaria para continuar a deformar o
material possa também diminuir, a forca por unidade de area aumenta [52]. O alongamento é
inversamente proporcional a resisténcia a tracgao, isto significa que quanto maior for a resisténcia a

tracao de um material menor sera o seu alongamento [48,52].
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Figura 3: Exemplo de um material sob tenséao, (a) antes da aplicacdo da forca, (b) apos aplicacdo da forca, (c)
rutura devido a forca aplicada (adaptado de [52]).

O alongamento depende da ductilidade, um material dtctil exibe grande deformacao plastica antes
da rutura. Pelo contrario, um material fragil, quando submetido a uma forca de tracdo sofre rutura

sem exibir deformacao plastica [52].

2.3.3 Mé6dulo de Young

O modulo de Young tem origem na energia de ligacdo entre os 4tomos do material e divide os
materiais em dois grandes grupos: os flexiveis e os rigidos [49]. E uma medida da rigidez do material
ou da sua resisténcia a deformacéo elastica, quanto maior for o médulo de Young mais rigido é o

material [48—50].

O moédulo de Young é a razao entre a tensdo de rutura e a deformacgao de um material, esta relaciao
pode ser obtida através do declive no regime de elasticidade linear no grafico da resisténcia a tracao.
Quando o moddulo de Young é alto, significa que é necessario aplicar uma grande forca sobre o
material para que ele deforme, entdo o declive apresenta uma inclinagio acentuada, se o médulo for

baixo, a forca necesséria para deformar o material é menor, sendo a inclina¢ao da reta menor [48—

50].

A rigidez dos materiais flexiveis, como polimeros e biopolimeros, pode ser testada em tensao ou
compressao, no entanto, deve ter-se em atencdo que a velocidade a qual a amostra é testada tem um

efeito significativo nos valores do médulo de Young calculados a partir do teste [49,51].
2.4 Propriedades oticas e de superficie

2.4.1 Transparéncia

A transparéncia é uma caracteristica 6tica que permite a um material que a luz o atravesse [53], é a
propriedade oposta a opacidade. Geralmente, a transparéncia nas embalagens alimentares é um fator
importante, pois permite a visualiza¢do do contetido e do seu estado de conservagdo [53—56]. Uma
embalagem transparente facilita a identificacao de eventuais problemas com os alimentos reduzindo

a possibilidade do consumidor ser enganado [53-55,57].

2.4.2 Cor

As diferentes cores que observamos com a luz visivel sdo o resultado da percecao por parte dos nossos

olhos em relacdo a radiacdo eletromagnética em diferentes frequéncias e comprimentos de onda

10



entre 380 e 750 nm [37]. Assim, a cor de um objeto pode ser definida como a percecdo visual
alcancada quando a luz é refletida desse objeto e determinada pelos comprimentos de onda que nao
sdo absorvidos por essa cor [53,58]. Essa percecao ocorre quando a radiagao eletromagnética da luz
visivel de um determinado comprimento de onda atinge a retina do olho humano, que por sua vez,
transforma essa percecdo num sinal nervoso que é transmitido ao cérebro, e desta forma torna

percetivel a cor [37].

2.4.3 Energia de superficie

A energia livre de superficie quantifica a interrupcao das ligacoes intermoleculares que ocorrem
quando uma superficie é criada. As moléculas da superficie de um so6lido tém mais energia
comparativamente as moléculas do interior do material, pelo que, a energia de superficie pode ser

definida como o excesso de energia na superficie de um material relativamente ao seu volume [59].

A energia de superficie afeta as interac6es interfaciais entre os materiais, uma energia de superficie
elevada significa que existem fortes interac6es superficiais, por exemplo, entre a superficie de uma
embalagem e os liquidos que contém. Para o setor da embalagem alimentar, uma energia de
superficie elevada nao apresenta grandes beneficios, pois as superficies da embalagem sao facilmente
contaminadas devido a facil adesdo de contaminantes, por outro lado, quando a energia de superficie
é baixa as interacOes entre as superficies da embalagem e os liquidos sao fracas, manifestando

propriedades de repeléncia a dgua, 6leo e outros produtos [59].

Normalmente, a energia de superficie é calculada a partir da medi¢ao do angulo de contacto (0), por
ser um método simples, rapido e pela sua aplicabilidade numa grande variedade de superficies. Um

0 elevado pode indiciar energia de superficie baixa [59].

O 0 resulta do equilibrio das tensdes superficiais entre as fases, liquido/sélido, sblido/gés e
liquido/gas. Em termos gerais é visto como a capacidade da superficie em manter uma gota de liquido

nela depositada [59].

7

Considera-se que uma superficie é superhidrofilica quando 6 < 109, hidrofilica quando 0 esta
compreendido entre 10° e 90°, hidrofébica quando 0 estd compreendido entre 9o° e 150° e

superhidrofébica quando 0 > 150° [60], na Figura 4 podem ser observadas estas condigoes.

. \ \ w =0 /
s S oy o S
8 <10° 10° < 0 < 90° 90° < B = 150° 8 > 150°
superhidrofilica hidrofilica hidrofébica superhidrofébica

Figura 4: Valores de dngulo de contacto versus tipos de superficie ( figura adaptada de [60]).
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2.5 Propriedades antimicrobianas e antioxidantes

As principais preocupacoes por parte dos produtores de alimentos, indtustria alimentar e
consumidores é a seguranca e qualidade dos alimentos [61]. Os alimentos podem ser deteriorados
por diversos fatores bioldgicos, quimicos e fisicos, onde as suas propriedades organoléticas e
seguranca sao afetadas [61]. As propriedades antimicrobianas sdo um ponto chave na protecao dos
alimentos apo6s a sua producao, pois estes devem estar contidos numa embalagem que apresente
diversas funcoes, entre elas, ndo permitir a entrada de poeiras, substancias nocivas e microrganismos

patogénicos [62].

A auséncia de agentes antimicrobianos nas embalagens pode levar ao crescimento de
microrganismos patogénicos, que por sua vez leva a um efeito em cadeia na perda de qualidade e
seguranca dos alimentos, acelerando o aparecimento de odores indesejaveis, alteracoes de cor e
aroma, libertagio de toxinas, entre outros problemas [61,62]. Para garantir a seguranca e qualidade
dos alimentos, tém sido implementadas regras para prevenir possiveis contaminagdes como sistemas
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points ou Analise de Perigos e Controlo de Pontos
Criticos). Este sistema tem na sua base a prevencdo, com o objetivo de evitar potenciais riscos que
podem causar danos aos consumidores, através da eliminacao ou reducao de perigos, para garantir

a seguranca, impedindo que alimentos que ndo sejam seguros nao cheguem as suas maos [61—63].

A preocupacdo do homem pela contaminacao de alimentos por microrganismos patogénicos nao é
recente, pois ao longo da histéria da humanidade existem varios documentos escritos que
demonstram esta preocupacdo de aumentar o tempo de prateleira dos alimentos. Nos séculos
passados ja se utilizava prata para armazenar alimentos e bebidas, prova disso é a utilizacao por parte
das sociedades antigas de vasos de prata para armazenar a agua e o vinho. Na época dos
descobrimentos colocavam-se moedas ou colheres de prata em tanques de agua, de forma a manté-
la potével por longos periodos dentro dos navios. Atualmente, a NASA e a Estacdo Espacial Russa

ainda utilizam a prata como agente de esterilizacao da agua [64].

Para planear a producao de embalagens antimicrobianas é necessario ter em consideracao qual o
alimento a ser embalado e qual o material da embalagem para que o agente antimicrobiano seja
ajustado, pois a incorporacdo do agente antimicrobiano pode afetar as propriedades barreira e

mecanicas dos polimeros utilizados na producdo da embalagem [61].

Como alternativa aos agentes antimicrobianos sintéticos, os 6leos essenciais (OE) tém surgido como
uma 6tima alternativa por serem constituidos por compostos hidrofébicos e volateis, sdo geralmente
eficazes contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo o seu mecanismo de a¢cdo uma

combinacdo de diferentes efeitos [61].

Os agentes antimicrobianos podem ser aplicados sobre os polimeros ou podem ser incorporados

diretamente neles. O tipo de aplicacdo vai depender do objetivo final requerido, se é para uma
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libertacao controlada ao longo do tempo com uma acao mais prolongada, ou para uma agdo mais

momentanea [61].

A oxidagdo é um fator de qualidade priméario que limita o tempo de prateleira de grande parte dos
alimentos. Quando ocorre dentro das embalagens é muito prejudicial para os alimentos, pois pode
causar alteragbes organoléticas, alteracGes na cor e levar ao aparecimento de odores desagradéaveis
[8,65,66]. A presenca de oxigénio é uma das causas da oxidacdo, mas ndo so, pois existem outros
fatores como, a combinacao dos acidos gordos insaturados com um catalisador, a luz, o calor, ferro,

cobre ou enzimas [66].

Em comparacio com a deterioragdo microbiana, a oxidagdo é um processo mais lento e dominante
em alimentos secos e ricos em gorduras (como as carnes, batatas fritas e alguns frutos secos), pois
estes apresentam uma maior tendéncia a sofrer oxidacao [8,66]. A incorporacio de antioxidantes nas
embalagens, permite que estes sejam libertados de forma a proteger os alimentos da degradacao
oxidativa, reduzindo ou inibindo as reacoes de oxidacdo, ao reagir com os radicais livres e peroxidos,
aumentando o tempo de prateleira dos alimentos, sendo este método ja muito utilizado na industria

alimentar [8,65,66].

Os antioxidantes sintéticos sao utilizados hd muito tempo pela industria alimentar nas suas
embalagens servindo dois propositos, a protecao do alimento e da embalagem, protegendo-a da
degradacao [66]. No entanto, tém sido realizados varios estudos com o objetivo de substituir os
produtos sintéticos por alternativas naturais como os OE, extratos de plantas entre outros produtos
naturais [66—68].

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo o butil-hidroxianisol (BHA) (E320), o butil-
hidroxitolueno (BHT) (E321) e a tert-butil-hidroquinona (TBHQ) (E319) [69—71].

O BHT foi inicialmente produzido como antioxidante para produtos petroliferos e borrachas, s6 mais
tarde foi utilizado como antioxidante alimentar. A sua utilizacdo foi reduzida com o aparecimento do
BHA, por este ser mais estavel a altas temperaturas. Mais recentemente apareceu a TBHQ, em 2004
a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) considerou a TBHQ nao cancerigeno,

mesmo existindo estudos que apontam o contrario [69—71].

Estudos apontam para algumas consequéncias negativas nos humanos devido ao uso excessivo de
BHA, BHT e TBHQ, nomeadamente, problemas oculares, alergias, urticaria, rinite, asma, aumento

do peso, dermatite e 0 aumento da possibilidade de aparecimento de cancro do estémago e intestinos

[60—71].

Embora a utilizacdo de compostos antimicrobianos e/ou antioxidantes seja importante para a
garantia de qualidade e seguranca, existem regulamentacdes e restri¢des para a utiliza¢ao deste tipo

de compostos, a entidade que regula este tipo de compostos na unido europeia é a EFSA e em Portugal
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quem controla o cumprimento dessas regras é a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdémica
(ASAE) [72]
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Capitulo 3 — Materiais biodegradaveis para

embalagens alimentares

3.1 Biopolimeros naturais

As embalagens naturais sdo compostas por materiais biodegradaveis designados por biopolimeros
[8], os quais podem ser de origem natural, sintese quimica ou sintese microbiana como ilustrado na

Figura 5. A zeina, o biopolimero utilizado neste trabalho de investigacao, € um biopolimero natural.

Biopolimeros

|
I

Sintese quimica

Sintese microbiana:

. (bioplasticos): > Pululana
Naturais >Acido polilactico (PLA) >P§gh;d roxialcanoatos
. s
>Policaprolactona (PCL)
Proteinas: Polissacaridos: Lipidos:
> Zeina do milho > Quitosano > Acidos gordos

> Gluaten do trigo > Celulose > Ceras

Figura 5: Biopolimeros (adaptado de [7]).

As embalagens produzidas a partir de biopolimeros tém surgido como uma alternativa ecolégica para
a protecdo dos alimentos. Existem varios estudos sobre estes biopolimeros e as suas aplicagoes na

inddstria farmacéutica, téxtil, alimentar, entre outras [8,9].

Os biopolimeros mais usados na produgio de embalagens sio as proteinas, polissacaridos e lipidos,
no entanto, a mistura de biopolimeros permite obter filmes com caracteristicas melhoradas, uma vez
que a combinacio de varios polimeros pode proporcionar simultaneamente caracteristicas fisicas,
como resisténcia mecanica, boas propriedades 6ticas, propriedades barreira ao oxigénio e ao vapor

de 4gua e ainda impedir a libertagdo de compostos. [8,9].

3.1.1 Proteinas

As proteinas utilizadas na producdo de filmes podem ser de origem animal ou vegetal, sendo
necessario proceder a sua desnaturagio pela acao do calor, do pH acido ou de solventes. As forcas
intermoleculares resultantes produzem uma coesdo na matriz dos filmes, sendo essas forcas
estabilizadas pela distribui¢io uniforme de pontes de hidrogénio, ligagdes covalentes e forcas de Van
der Walls [30].
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Os filmes a base de proteinas exibem, geralmente, propriedades mecénicas e barreira superiores aos
filmes a base de polissacaridos e lipidos. Esta distin¢ao é devida a estrutura particular das proteinas,
a qual oferece uma gama mais ampla de propriedades funcionais, além de potenciar um maior
nimero de ligacdo intermoleculares. Assim, pode afirmar-se que as proteinas fazem parte do grupo

de materiais mais promissores para a producao de filmes [73].

As embalagens alimentares produzidas a partir de proteinas apresentam boas propriedades
mecanicas, nomeadamente resisténcia e flexibilidade, sdo transparentes e exibem excelentes
propriedades barreira a aromas, oxigénio e vapores organicos e ainda, uma permeabilidade seletiva

a alguns gases [8].

Trabalhos de investigacdo recentes mostraram que filmes & base de proteinas podem exibir
caracteristicas fisicas, mecéanicas, de barreira e térmicas semelhantes a alguns filmes plasticos [8,73].
Existe uma grande variedade de proteinas que sdo utilizadas na produgao de filmes (gelatina, soro
do leite, soja, gluten, zeina e queratina). A gelatina, as proteinas do soro do leite e a zeina do milho
sdo proteinas bastante utilizadas na industria alimentar, por serem subprodutos da inddstria
alimentar gerados em abundancia, apresentando custos relativamente baixos. A utilizacdo dessas
proteinas na producao de filmes com propriedades sensoriais, 6ticas, mecéanicas e de barreira tem
sido investigada. No entanto, a zeina, proteina do milho, apresenta caracteristicas especificas devido
a quantidade significativa de aminoacidos nao polares na sua composicao, proporcionando maior
hidrofobicidade comparativamente a filmes a base de outras proteinas. A zeina produz filmes
resistentes e flexiveis, com baixa permeabilidade ao oxigénio, elevada transparéncia e boa resisténcia

térmica. A principal desvantagem destes filmes é a sua fragilidade em ambientes secos [8,74].

3.1.2 Polissacaridos

Os polissacaridos sdo uma alternativa aos polimeros sintéticos por proporcionarem excelentes
propriedades mecanicas e estruturais, apesar das fracas propriedades barreira ao vapor de 4gua
[9,75]. Os principais polissacaridos utilizados na producao de filmes sio a celulose, amido, pectina,

extratos de algas, pululana e quitosano [9,30,75].

Os filmes de polissacaridos apresentam uma estrutura compacta e dura, elevada viscosidade e
adesividade e uma boa capacidade para a formacao de géis. Estes filmes possuem também boas
propriedades de permeabilidade aos gases, caracteristica importante para materiais de embalagem,

permitindo o aumento do tempo de prateleira do alimentos [75].

A celulose é o polissacirido mais abundante encontrado no planeta, sendo obtido a baixo custo.
Encontra-se na parede celular das plantas, sendo um recurso renovavel, totalmente biodegradavel e
insoltavel em 4gua. No entanto, a sua natureza hidrofilica, a insolubilidade em agua e a sua estrutura
cristalina sdo algumas limitagoes, devido a formacao de hélices sustentadas por pontes de hidrogénio
[75]. Contudo, as excelentes propriedades mecanicas da celulose e dos seus derivados, fazem dela um

bom substituto dos polimeros sintéticos como materiais de embalagem. Embora os derivados de
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celulose apresentem boas propriedades mecanicas também podem ser muito caros devido aos

processos utilizados para a sua obtencao [9,75].

O papel é um derivado de celulose muito utilizado para a produc¢io de embalagens, devido a facilidade
de obtencao, baixo custo e baixo peso. A maior limitacao do papel é a fraca barreira ao vapor de agua,
e a sua elevada porosidade resultante da organizacio das fibras [9]. Estas desvantagens restringem
algumas aplicagbes industriais [9]. Com o intuito de superar estes problemas, tem sido investigada a

combinagdo da celulose com acidos gordos, para melhorar as propriedades barreira dos filmes [30].

3.1.3 Lipidos

A utilizacdo de lipidos na producdo de filmes depende da sua natureza, isto porque os lipidos
apresentam diferentes propriedades quimicas (hidrofobicidade) e fisicas (dependendo da
temperatura, os lipidos podem estar no estado sdlido ou liquido) [9]. Os filmes a base de lipidos so
espessos e quebradicos devido a sua baixa resisténcia mecanica, mas exibem uma boa barreira a
humidade, superior a dos filmes a base de hidrocoloides, devido as suas propriedades hidrofébicas
[30]. Os filmes de lipidos sdo muito suscetiveis a oxidacao e ao ranco lipidico, podendo alterar a
aparéncia e o sabor dos alimentos. Assim, os lipidos puros devem ser usados em combinacdo com
proteinas e polissacaridos, tirando partido das suas propriedades barreira aos gases e humidade. As
ceras e os acidos gordos sao exemplos desses lipidos que conferem resisténcia a penetracio de dgua

e aumentam a flexibilidade dos filmes [9,30].

O Aacido oleico (AO) é um acido gordo de origem vegetal ou animal, presente em praticamente todos

os lipidos, que tem sido amplamente usado na formulacao de filmes [76].
3.2 Filmes de zeina

3.2.1 Descricao quimica da zeina

O milho (Zea mays) pertence a familia das gramineas (Poaceae), teve a sua origem na América
Central, tendo sido cultivado pela primeira vez ha 10000 anos por povos nativos do México, tendo
estes posteriormente ensinado os colonos europeus a cultivar os graos de milho. Apbs os
descobrimentos, rapidamente se tornou a cultura alimentar mais amplamente distribuida pelo
mundo, sendo usado como alimento de humanos e animais, na producgio de biocombustiveis e como
matéria-prima para diversas industrias [77]. O milho pode ser processado através da moagem a seco,

processamento alcalino e moagem a hamido [78,79].

A composigao do milho é cerca de 72% de amido, 10% de proteinas, 4% de gordura e varias vitaminas
e minerais [80,81]. Sabe-se que os 10% de proteinas existentes no milho estdo distribuidas
principalmente entre o endosperma e o germe, consistindo numa mistura de prolaminas, glutelinas,

albuminas e globulinas, diferenciadas pela sua solubilidade [80,82], Tabela 1.
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Tabela 1: Distribuicao das fra¢des proteicas do milho (% base seca) (adaptado de [78]).

Proteina Solubilidade Nicleo inteiro Endosperma Gérmen
Albumina Agua 8 4 30
Globulina Sal 9 4 30
Glutelina Base 40 39 25
Zeina Alcool 39 47 5

A zeina faz parte das proteinas mais investigadas, foi identificada pela primeira vez em 1897 [78], é
uma proteina de armazenamento do milho contida no endosperma do grao, representando 35-60%
do total de proteinas existentes no mesmo. Constituida por 17 aminoacidos, é uma prolamina,
insolavel em 4gua, essa insolubilidade é devida a escassez de aminoacidos polares e ao alto teor de
aminoacidos nao polares [83], sendo solivel em etanol 70-80% (Figura 6). Apresenta 6timas
propriedades de formacdo de filmes devido as ligagbes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e
dissulfureto formadas entre as cadeias de zeina [5,6,79,84—86]. A sequéncia de aminoacidos da zeina
tem sido estudada ao longo dos anos, sendo por isso bem conhecida, no entanto, nao ha consenso
sobre a sua estrutura terciaria até ao momento. Dependendo das diferencas estruturais, pode ser

classificada em quatro tipos, a-, B-, 6- e y-zeina, sendo a a-zeina a mais abundante [5,87].

Os filmes formados apenas por zeina sdo muito quebradicos, pelo que, a adicao de plastificantes é
essencial para melhorar as suas propriedades elasticas [84—86], H. Xu et al (2012) [87] destacam no
seu trabalho a importéancia da utilizacdo de plastificantes, o glicerol (GLY) e o AO, para melhorar as

propriedades dos filmes de zeina [87].

A excelente capacidade de formar filmes e as 6timas propriedades barreira, nomeadamente ao vapor
de 4gua, tornam a zeina num dos materiais biodegradaveis com enorme potencial para embalagem
alimentar [86,88].

3.2.2 Solventes para a zeina

Para que uma substancia seja um bom solvente para a zeina, a sua composi¢do devera ter um

equilibrio adequado entre os grupos polares e apolares [89].

Existem trés grupos de solventes para a zeina: solventes primarios, solventes binérios e solventes
ternérios [90]. Um solvente primario é um composto que tem a capacidade de dissolver a zeina numa
concentracao superior a 10%, para isso, precisa ser capaz de interagir com os aminoacidos da zeina,

de modo a poder dissolver simultaneamente os aminoécidos polares e nao polares [89,90].

Os solventes binarios sao compostos organicos que podem ser divididos em duas classes: aqueles que
sdo adicionados a 4gua e os que sdo adicionados a um &lcool alifatico inferior com o objetivo de
alcancar o poder de solvatacao. Estes solventes dependem do composto organico para interagir com

os aminoacidos apolares e a 4gua para interagir com os aminoacidos polares [89,90].
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A semelhanca dos solventes binarios, os solventes ternarios apresentam duas classes, mas podem ser

uma combinacao solvente, agua e 4lcool alifatico inferior [89,90].

Os solventes binérios que contém alcoois alifaticos e baixo teor de 4gua, sdo as solucdes aquosas de
alcoois mais utilizadas como solventes de zeina [89,90]. O etanol 50-90% é o solvente mais usado
para a producdo de filmes [78,89,90]. A zeina tem a capacidade de dissolucdo em elevadas

concentracoes de alcool quando a temperatura do solvente esti acima do seu ponto de ebuligdo

[78,91].

Na Figura 6 esta representado o diagrama de fase ternaria da solubilidade de zeina em etanol e gua,
a temperatura constante a solubilidade da zeina varia com a concentragio do etanol. Pode observar-
se a existéncia de duas linhas quando a concentracao de etanol é de 50% e 90%, evidenciando a
solubilidade da zeina nessa zona, no entanto, a solubilidade pode ser alargada com o recurso ao

aumento da temperatura [78].

0,100

Water, %

Ethanol, %

Figura 6: Diagrama de fase ternaria para a solubilidade da zeina em etanol e agua (adaptada de [78]).

3.2.3 Plastificantes para a zeina

Os plastificantes sdo compostos de baixo peso molecular nao volateis (como GLY, sorbitol, polietileno
glicol, etc.) que interagem com as cadeias dos polimeros, diminuindo a ocorréncia de ligagGes
intermoleculares entre elas, resultando num aumento da flexibilidade [92]. A adicdo dos
plastificantes a zeina afeta, igualmente, as propriedades mecanicas e a resisténcia a permeabilidade

aos gases e vapor de agua dos materiais produzidos [8,30,92,93].

A adicdo dos plastificantes origina filmes compoésitos que sao constituidos por uma fase continua
(matriz proteica) e uma fase dispersa (carga lipidica) tipicamente produzida via emulsifica¢ao, ou via
laminacao camada por camada [93]. Os plastificantes com menores pesos moleculares sdo os mais
eficientes, e os plastificantes com baixa polaridade sdo os menos eficazes devido a sua baixa
competicdo pelos locais de ligagdo ao hidrogénio comparativamente aos plastificantes altamente

polares [93].

O plastificante mais eficaz para os materiais biopoliméricos, ndo para a zeina pois origina a sua

precipitagdo, é a agua, no entanto, também tem sido estudado o efeito de outros plastificantes
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comuns, como o GLY, sorbitol e xilitol, glicdis, acticares, trietanolamina e hidrolisado de gelatina,

nos filmes a base de proteinas [93].

O GLY é muito usado na formulacdo de filmes a base zeina por possuir propriedades hidrofilicas.
Quanto maior for a quantidade de GLY adicionado na producao de filmes, menor a resisténcia a
tragcdo e menor o modulo de Young, no entanto, o alongamento sera maior [94]. O GLY é muitas
vezes usado como agente plastificante para reduzir as fragilidades dos filmes de zeina podendo ser
adicionado até concentragoes de 30%, no entanto, a adicao de plastificantes pode afetar algumas das

propriedades funcionais dos filmes [29,87].

3.2.4 Aplicacoes da zeina

A zeina tem como principal aplicacdo a indudstria alimentar, no entanto, também pode ser usada
como material de base no eletrospining e em processos de extrusdo. Outras aplicacoes da zeina
incluem a industria farmacéutica, como agente de revestimento para entrega de farmacos [84] e
pensos rapidos, e ainda, as inddstrias da ceramica, cosmética e téxteis. As aplicacGes desta proteina
continuam a crescer conforme documentado em varios estudos [5,79], onde foi proposta a utilizagao
da zeina no desenvolvimento de filmes biodegradaveis. A producio de filmes de zeina envolve o
desenvolvimento de liga¢Ges hidrofobicas, hidrogénio e dissulfureto, formadas entre as cadeias de
zeina na matriz do filme. Os filmes a base de zeina apresentam boas propriedades para incorporarem

agentes antimicrobianos, como a lisozima, lactoperoxidase, glicose oxidase, bactericidas e OE

[45,79,95,96].

A utilizacio da zeina na producao de filmes com propriedades de conservacao de carne e queijo foi
documentada em trabalhos de investigacao [33,37,95]. Os filmes de zeina podem incorporar OE na
sua formulacao, pois reduzem as contaminac¢oes microbianas. Outro estudo, reporta a utilizacao da

zeina na encapsulacao de nutrientes alimentares em nanocapsulas de libertacao controlada [96].

O desenvolvimento de embalagens a base de zeina podera ter um enorme potencial no que diz
respeito a qualidade e ao alargamento do tempo de prateleira dos alimentos. Além disso, a
incorporagdo de compostos ativos pode melhorar o valor tecnolégico dos filmes de zeina no que

concerne a conservacao e qualidade dos alimentos [45].

3.3 Laminados de biopolimeros

Um laminado é um material composto por uma mistura de materiais sobrepostos por camadas para
aproducdo de um tinico material [13,21]. Quando um filme de um biopolimero nao fornece a protegao
adequada a um alimento, dois ou mais filmes flexiveis podem ser combinados sob a forma de

laminado para melhorar as suas performances [97].

Os laminados resultam da conjugacao de diferentes materiais, em que cada um deles contribui com
a suas propriedades. Assim, a escolha dos materiais para o laminado deve ter em conta as

propriedades individuais dos materiais e os requisitos que se pretendem para a embalagem

20



alimentar, os quais devem atender as necessidades do produto alimentar que ir4 embalar [13,21,97].
Por exemplo, o papel e o cartao proporcionam rigidez, protegem a embalagem de possiveis danos
mecanicos e oferecem uma O6tima superficie para impressao de informacoes. Os filmes de
biopolimeros proporcionam boas propriedades barreira, transparéncia e brilho.). Os laminados
podem ser constituidos pela combinacdo de diferentes tipos de papel, filmes de diferentes
biopolimeros ou papel e biopolimeros. As diferentes camadas podem ser unidas por via quimica, com
recurso a um adesivo, ou via fisica, por meios térmicos quando pelo menos um dos constituintes tem

propriedades termoplésticas [97].

O conceito de laminagio ji existe ha muito tempo, exemplo disso sdo as embalagens de leite,
compostas por diferentes camadas de cartdo, aluminio e polietileno [98]. Os laminados de
biopolimeros podem combinar as propriedades individuais de cada material que os compdem, como
resisténcia mecanica, boas propriedades barreira, biodegradabilidade, entre outras, obtendo desta

forma uma embalagem com melhores capacidades e mais versateis [13,15].

Existem diversas combinacoes possiveis de laminados, por exemplo, laminados de celulose e xilanas,

cartdo e gluten de trigo, quitina e polipropileno, entre outras [13,20,21,56,97,99].

Os laminados de biopolimeros podem ser aplicados em diversas dreas como a satide, na producao de
nanocompdsitos para entrega de firmacos, na induastria alimentar no embalamento de alimentos,
tendo a vantagem de poder também incorporar nas virias camadas outros compostos como
antioxidantes e antimicrobianos que irdo aumentar o tempo de prateleira dos alimentos.

[10,13,15,66,100].
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Capitulo 4 — Oleos essenciais

Os OE podem ser extraidos de diferentes partes das plantas, nomeadamente, cascas, flores, folhas,
frutos, madeira, sementes, raizes e ramos e sdo formados por compostos volateis, os quais,

geralmente, originam aromas [101].

A destilacio como método de obtencio de OE foi usada pela primeira vez no Oriente (Egito, India e
Pérsia), ha mais de 2000 anos, atualmente a destilagdo a vapor continua a ser o método mais usado
para a extracao dos OE [102]. Sdo conhecidos cerca de 3000 OE, dos quais 300 sdo comercialmente
importantes, sendo usados como fragrancias e aromatizantes [102]. Na Unido Europeia a maior
utilizacdo dos OE é em produtos alimentares, farmacéuticos e perfumes. As propriedades
antioxidantes e antimicrobianas dos OE estdo a ser cada vez mais investigadas, devido ao seu
potencial como alternativa promissora aos conservantes sintéticos [101]. Deste modo, muitos OE tém
vindo a ser utilizados como conservantes naturais de alimentos, devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas [102]. Varios trabalhos de investigacdo descrevem a eficicia da
utilizacdo de revestimentos antimicrobianos contendo OE na protecdo dos alimentos contra varios

microrganismos [93,101,103].

Os OE podem ser incorporados nos filmes para embalagem alimentar, alterando a sua
permeabilidade e solubilidade em agua devido & sua natureza hidrofébica. Simultaneamente,
reduzem a resisténcia e aumentam a elasticidade dos filmes devido a sua estrutura heterogénea e
descontinua. Esta alteracdo da matriz polimérica restringe as forcas intermoleculares entre as
cadeias poliméricas [93,101,103]. Outro aspeto menos atrativo dos OE prende-se com o odor e sabor
que 0s mesmos possuem, os quais podem afetar as propriedades organoléticas dos alimentos, sendo

este um dos maiores desafios a ser ultrapassado [93].

4.1. Oleo essencial de cipreste

Existem doze espécies de arvores do género Cupressus (Cupressaceae) espalhadas pela Asia
subtropical, América do Norte e a bacia do Mediterraneo. A espécie Cupressus sempervirens L.,
também designada por cipreste-do-mediterraneo, é uma arvore alta, geralmente de 15 a 20 m, mas
podendo atingir 30 a 40 m e um tronco bem desenvolvido com cerca de 3 m de perimetro [104].
Apresenta caracteristicas botanicas especificas, incluindo tolerancia a seca, correntes de ar, poeiras
movidas pelo vento, granizo e gases atmosféricos, possui um sistema radicular bem desenvolvido e a
capacidade de florescer em solos 4cidos e alcalinos [105]. E uma espécie muito utilizada na medicina
tradicional, como diurético e desinfetante, contra constipac¢oes e inflamagoes, ajuda no combate a
diabetes, é um antisséptico com propriedades medicinais e farmacoldgicas, sendo também
amplamente usado como ingrediente cosmético. Além disso, as suas sementes secas sdo usadas para
tratar feridas, dlceras, hematomas, espinhas, pustulas, erupcbes cutdneas e erisipela, e o 6leo
essencial das folhas e cones é usado externamente para a dor de cabeca, constipagoes, tosse e

bronquite [105].
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Varios trabalhos demonstram uma variacao na composicao quimica do OC entre as diferentes partes
da planta [106]. O composto maioritario é o a-Pinene, sendo o 6leo essencial também constituido
por B-Pinene, A-3-Carene, 3-Myrcene, Limonene, a-Terpinolene, a-Terpinyl acetate, entre outros,

sendo estes 0s que se apresentam em maiores concentracgoes.
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Capitulo 5 - Materiais e Métodos

5.1 Reagentes

A zeina (CAS: 9010-66-6), apresentando um peso molecular de 22-24 kDa, foi adquirida na Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). O GLY (anidro extra puro) (CAS: 56-81-5) foi adquirido na Merck
(Darmstadt, Alemanha). O AO (CAS: 112-80-1) foi adquirido na Merck (Darmstadt, Alemanha). O

OC (Cupressus sempervirens L.) (Physalis®) foi adquirido numa loja local de produtos naturais.

5.2. Oleo essencial de cipreste: obtencio e analise da
composicao quimica

O OC foi isolado a partir dos ramos da arvore, proveniente de agricultura bioldgica (Eco Guarantee
Label), com origem em Marrocos, por hidrodestilagdo. A composi¢do quimica do OC foi analisada de
acordo com a norma ISO 11024. As técnicas utilizadas para a analise foram a cromatografia gasosa
acoplada a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) e a cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa (GC-MS), em modo total ion chromatogram (TIC). Os compostos foram
identificados por GC-MS sendo processado no modo espetro completo e quantificados por GC-FID,
usando a percentagem de area relativa [107]. Foi utilizado o GC-FID Agilent Technologies 7820A /
MS 5977B, com uma coluna DB-WAX UI 60 m x 0.25 mm x 0.5 um, o gas de arraste foi o hélio, a
uma pressao de 33 psi no detetor de ionizagao de chama (FID) e 25.5 psi no detetor espectrométrico
de massas (MSD), a injecao de 0.1 uL. (MSD) em modo split. O programa de temperatura utilizado
foi 0 seguinte: 6 min a 50°C, 2°C/min até 190°C, 4°C/min até 220°C, 10 min a 220°C, 4°C/min até

250°C, 10 min a 250°C [107].

5.2.1. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do OC foi avaliada por dois métodos previamente implementados: ensaio
de sequestracao dos radicais livres de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e teste de branqueamento

do B-caroteno [108].

5.2.1.1. Ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH

A atividade antioxidante de uma substancia pode ser avaliada pela sua capacidade de sequestrar
radicais livres de DPPH, pois na presenca de uma substancia antioxidante, o radical é reduzido

provocando alteracao da coloracao [109].

Inicialmente foram preparadas diversas dilui¢oes do OC e 0.1 mL dessas amostras foram adicionados
a 3.9 mL de trés solu¢does metanoélicas DPPH (0.20; 0.12 e 0.08 mM). Estas concentracées foram
selecionadas devido a faixa de linearidade das solu¢bes DPPH, pois acima de 0.2 mM a concentracio
¢ muito elevada e podem ocorrer erros devido a lei de Lambert-Beer, e abaixo dos 0.05 mM a cor é
muito fraca com uma faixa de leitura de absorvéncia limitada [109]. O controlo negativo foi composto

por 0.1 mL de metanol e 3.9 mL de cada solu¢do de DPPH. O acido galico foi usado como controlo
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positivo. A preparacao deste controlo foi semelhante a aplicada para as amostras do OC. As solucgoes
foram incubadas durante 1.5 h a temperatura ambiente e na auséncia de luz durante toda a reacao, a
absorvéncia foi medida a 517 nm usando um espectrofotémetro. A percentagem de inibi¢ao foi

calculada de acordo com a equacao (4) [108,109]:

A —A
%Inibi(;éo — Cont;;)lo Amostra % 100 (4)
Controlo

Onde Acontrolo € @ absorvéncia do controlo negativo e Asmostra € @ absorvéncia na presenca do OC. A
IC5, foi determinada utilizando uma curva de calibracdo onde se representa graficamente a
concentracao de OC em funcdo da correspondente %Inibicdo. A atividade antioxidante foi expressa

como Indice de Atividade Antioxidante (IAA), determinado utilizando a equacio (5) [108,109]:

Concentracao final do DPPH no controlo negativo
1AA = T (5)
50

O valor do IAA foi calculado tendo em consideracao a massa do DPPH e do composto testado na
reacao, que resulta numa constante, independente da concentracdo do DPPH e da amostra utilizada.
O IAA permite a classificagdo da atividade antioxidante do OC como: pobre (IAA<0.5), moderada
(0.5<IAA<1.0), forte (1.0<IAA<2.0) ou muito forte (IAA>2.0) [109]. Os ensaios foram realizados em

triplicado e as solugdes de DPPH foram preparadas diariamente.

5.2.1.2. Teste de branqueamento do 3-caroteno

Para determinar a atividade antioxidante do OC, foram adicionados 500 pL de uma solucao de B-
caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) a 40 uL de acido linoleico, 400 uL de Tween 40 e 1 mL de
cloroformio. Ap6s a homogeneiza¢io da mistura, o cloroférmio foi evaporado sob vacuo, e 100 mL
de agua destilada saturada com oxigénio foram adicionados & mistura, efetuando uma agitacao
vigorosa, para formar uma emulsao homogénea. Foi utilizada uma emulsdo preparada de modo
semelhante a anterior com substitui¢do da solucao de B-caroteno por cloroférmio para ser utilizada
como branco na leitura da absorvéncia. De seguida, 5 mL da emulsdo com [-caroteno foram
adicionados a 300 pL de diluicoes metandlicas do OC. O controlo negativo consistiu em 5 mL da
emulsdo e 300 uL de metanol. O BHT foi utilizado como controlo positivo a preparacao deste
controlo foi semelhante a aplicada para as amostras do OC. Para finalizar, os tubos foram agitados e
colocados a 50°C em banho-maria por 1 h. As absorvéncias das amostras foram medidas a 470 nm.
As medic¢oes foram realizadas em triplicado no tempo inicial (t=0 h) e no tempo final de incubacio
(t=1h). A atividade antioxidante do OC foi determinada como percentagem de inibicao da oxidacao

do B-caroteno (% de Inibicao) equacao (6) [108]:

t=1h — At=1h

0 s o amostra controlo

O0Inibicdo q=0h  _ gt=ih 100 (6)
controlo controlo
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Onde At=1h ¢ a absorvéncia das amostras apoés a incubacao, e At=c h ¢ a absorvéncia inicial das

amostras.

5.2.3. Avaliacao das propriedades antibacterianas

A atividade antibacteriana do OC foi avaliada contra sete espécies de microrganismos: quatro Gram-
positivas (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes LMG 16779, Bacillus cereus
ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 25923); e trés Gram-negativas (Salmonella Typhimurium
ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Escherichia coli ATCC 25922). As culturas
bacterianas foram mantidas em 20% (v/v) de GLY a temperatura de -80°C. Todas as espécies foram

subcultivadas em meio de cultura apropriado 24 h antes dos ensaios antibacterianos [108].

5.2.3.1. Ensaio de difusao em agar

Para realizar a avaliacao da atividade antimicrobiana do OC foi aplicado um método que consiste na
aplicacdo de discos de celulose estéreis impregnados com OC sobre uma placa de agar previamente
inoculada com os microrganismos, apés as placas serem incubadas sobre condicGes especificas é
medido o didmetro da zona onde ndo ocorreu crescimento microbiano. Os inéculos foram preparados
por suspensao de coldnias de bactérias em solucao salina estéril (NaCl a 0.85% (m/v)), ajustando a
suspensdo a uma turbidez correspondente a 0.5 unidades de McFarland (1-2 x 10% unidades
formadoras de col6nias/mL (UFC/mL)), tendo sido os microrganismos previamente repicados 24 h
antes do ensaio [108]. Para a inoculacao das placas de teste, mergulhou-se uma zaragatoa estéril na
suspensdo previamente preparada, retirou-se o excesso de liquido rodando a zaragatoa contra as
paredes do tubo de Falcon, e em seguida espalhou-se o indculo sobre toda a superficie do agar, tendo
sido efetuados trés espalhamentos, girando a placa num angulo de 60° a cada espalhamento de forma
a garantir que o inéculo ficava uniformemente espalhado, finalizando com a zaragatoa nas margens

da placa e posterior secagem [108].

Os discos de celulose estéreis, com um didmetro de 6 mm, foram previamente impregnados com 15
pL do OC, colocados na superficie das placas de Miieller-Hinton agar (MHA) inoculadas.
Finalmente, as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. Ap6s a incubagao, as placas foram
visualmente observadas quanto a zonas de inibigdo, sendo os respetivos didmetros medidos
utilizando um paquimetro digital [108]. Foi considerado halo de inibicao a area sem crescimento
microbiano visivel a olho nu, tendo também sido avaliada a superficie do agar que esteve em contacto

com os discos. Este ensaio foi executado em triplicado e de forma independente.

5.2.3.2. Determinacao dos valores da concentracao minima inibitoria:
método da resazurina

O valores das concentracées minimas inibitérias (CMI) do OC foram determinados usando o ensaio
de microdiluicdo com a resazurina como indicador de crescimento [108]. Inicialmente, diluicbes
sucessivas do OC (de 32 a 0.25 uL/mL) foram preparadas numa placa de 96 pocos (50 uL/poco),

usando Mueller-Hinton broth (MHB) como meio de cultura e uma concentracdo maxima de DMSO
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de 2 % (v/v) para aumentar a solubilidade do OC. De seguida, a solucao indicadora de resazurina (10
uL, 0.1% (p/v) diluida em MHB, foi adicionada a cada poco, seguida por 30 uL. de MHB. Finalmente,
a suspensao bacteriana (10 mL, 0.5 McFarland) foi adicionada aos pogos. Cada placa continha um
conjunto de controlos: uma coluna com todas as solugdes sem o OC, e uma coluna com todas as
solugOes sem a suspensao bacteriana, sendo adicionando o respetivo volume em falta com MHB. As
placas foram preparadas em triplicado e incubadas a 37 °C por 24 h. A mudanca de cor de roxo para
rosa ou incolor foi avaliada visualmente e registada como crescimento microbiano. A menor

concentracao em que a mudanga nio ocorreu foi tomada como valor de CMI [108,110].
5.3. Preparacao dos filmes de zeina e laminados

5.3.1. Filmes de zeina

Para a preparacao dos filmes de zeina sem OC (controlo) foi utilizada uma proporgao de 1:10 de zeina
em relacdo ao etanol (80%) (m/v). A zeina foi dissolvida no etanol a temperatura ambiente sob
agitacdo magnética (300 rpm) durante 5 min. Seguidamente, adicionou-se 25% de plastificante em
relagdo a zeina. O plastificante, constituido por trés partes de AO e uma parte de GLY, foi misturado
atemperatura de 60°C, sob a mesma agitacao durante 30 min. A preparagdo dos filmes incorporando
0 OC seguiu 0 mesmo procedimento com uma etapa adicional, a qual incluiu a adi¢ao de 15% do OC

em relacao a massa da zeina, 8 min antes do final da agitacao [87].

A mistura foi colocada sob vacuo durante alguns segundos, por forma a eliminar algum ar incluso,
tendo sido posteriormente colocada em placas de Petri de poliestireno, as quais formam colocadas
em estufa ventilada a mesma temperatura de producao dos filmes durante 1h. Os filmes foram depois

destacados e acondicionados a temperatura de 23+1°C e humidade relativa de 50+2% [87].

5.3.2. Preparacao dos laminados

Os laminados foram preparados a partir de dois materiais, papel de pasta de eucalipto refinada com
80 g m-2 e os filmes de zeina. A combinacao dos dois materiais foi realizada utilizando a via quimica,
recorrendo ao uso do proprio solvente (etanol) de forma a promover as ligacdoes quimicas e fisicas,
usando um processo mecanico de calandragem, com pressao, temperatura e velocidade controladas.
A calandra de laboratério utilizada neste trabalho foi Beloit Wheeles, Modelo 703, sob condicoes
constantes de temperatura de 100 °C, pressdo de 1 bar e velocidade 1 m min-t. Os filmes de zeina
foram sujeitos a uma humidificacdo por spray, de cerca de 70%, em etanol, na face que adere ao
papel, imediatamente antes da producdao do laminado. As amostras de laminados foram

condicionadas a 23+1°C e 50+2% de humidade relativa antes de qualquer caracterizacao [99].
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5.4. Caracterizacao dos filmes e laminados

5.4.1. Espessura e gramagem

A espessura foi medida em cinco posicoes aleatérias de cada amostra de filme ou laminado num
micrometro (ADAMEL LHOMARGY mi 20), com uma sensibilidade de 0.001 mm, seguindo
parcialmente a norma ISO 534:2011. A gramagem (G) foi determinada a partir da razao entre a massa
(g) dos filmes ou dos laminados, determinada em balanca analitica com precisdo de + 0.001 g e a

respetiva area (m2), de acordo com a norma ISO 536:1995, equacao (7) [111].

massa

Gramagem =

7)

area

5.4.2. Propriedades mecanicas

Para avaliar as propriedades mecanicas dos filmes e laminados efetuaram-se ensaios de tensao de
rutura (o) expressa em MPa, indice de tragao (IT) expresso em Nm/g e o modulo de elasticidade ou
modulo de Young (E) expresso em MPa. Para o efeito foi usado o equipamento Thwing-Albert
Instrument Co., segundo uma adaptacao da norma ISO 1924/1. A distancia inicial da garra foi fixada

em 50 mm e a velocidade em 10 mm/min [111].

O ensaio consiste na aplicagdo de uma carga uniaxial, a velocidade constante, sobre a amostra,

obtendo-se uma relacio tensao versus deformacao, caracteristica de cada material.

Onde o, é a forca maxima (F) exercida por area da seccdo transversal do provete (As), equacao (8).
o=— (8)

O IT foi determinado pela razao entre a resisténcia a tracao (S) e a gramagem do filme, equacio (9).

A resisténcia a tracao é a razao entre a forca maxima de rutura e a largura do provete.
S
IT =—

c (9)

O moédulo de Young (E), € a razao entre o e a deformacao (€), na regiao elastica da curva de tensao
versus deformacao, equacao (10), onde L e Lo, sdo, respetivamente, os comprimentos final e inicial

do provete.

= — (10)
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5.4.3. Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da superficie dos filmes de zeina e dos laminados foi avaliada pela medicao do 6
com trés liquidos: agua (polar), etilenoglicol (anfifilico) e o dilodometano (apolar). O 6 é definido
como o angulo formado entre a linha de base, a gota de liquido e a amostra, pela tangente no ponto

trifasico solido-liquido-vapor.

Para realizar as medicOes, cada seringa foi cheia com o respetivo liquido, depositada uma gota sobre
a superficie da amostra e medido o 0. O instrumento de medicao do 6 utilizado foi o OCAH 200
Dataphysics. Para cada amostra foram realizadas 5 medicGes e calculados os valores médios [111,112].
Com os dados do 6 obtidos para cada liquido, foram calculadas as energias livres de superficie das

amostras utilizando o método de Owens-Wendt [107].

5.4.4. Propriedades oticas

A cor e a transparéncia dos filmes de zeina e laminados foram avaliadas utilizando um
espectrofotometro Technidyne Color Touch 2 (New Albany, IN, EUA). As medicoes foram realizadas
em trés posicoes aleatérias da amostra usando o iluminante D65 e observador 10°. O sistema de cor
selecionado foi o CIE L*a*b*, onde as coordenadas cromaticas representam, L* (luminosidade, que
varia entre o (preto) e 100 (branco)) a* (que varia entre +a*, respetivamente verde e vermelho) e b*
(que varia entre +b* respetivamente azul e amarelo). A transparéncia das amostras foi calculada de

acordo com a equacdo (11) adaptada [53], seguindo a norma ISO 2289 [25].

10000
— RO] (11)

T= |[(Rw—Ro) [ R
(w)

Onde T é a transparéncia, Ry é a refletdncia da amostra em % quando posicionada sobre um fundo

branco, Ro é a refletdncia da amostra sobre um fundo negro e Rew) = 90.41 ¢ a refletancia do fundo

branco usado [53].

5.4.5. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de dgua (WVP; g/(Pa.dia.m)) e a taxa de transmissao de vapor de dgua
(WVTR; g/(m2.dia)) foram determinadas de acordo com a norma ASTM E96-00. As amostras foram
expostas a temperatura de 23 + 1°C e humidade relativa de 50 + 2% na face superior e 0% de
humidade relativa na face inferior, garantida pela presenca de 15 g de cloreto de célcio (CaCl,) anidro.
A area de amostra exposta foi de 38.48 cmz2. As alteracoes gravimétricas foram monitorizadas a cada
2 horas durante 48 horas. O gradiente foi calculado a partir do declive de uma regressao linear entre

a variacdo de peso em fun¢do do tempo. WVTR foi calculada de acordo com a equagao (12):

Am

WVTR = 2L (12)
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onde Am é a variacdo de peso das caixas de teste (g), A é a area de teste (m2), At é a variacdo do tempo
de teste (dia), Am/At é o declive da reta obtida a partir dos 11 pontos resultantes da pesagem das

caixas, sendo expresso em g/dia. WVP foi calculada de acordo com a equacgao (13):

_ WVTR _ WVTR y
“TAp  pRHI-RHZ)  °© (13)

onde p é a pressao de vapor da dgua a 23°C (2811 Pa), RH1 é a humidade relativa na face superior do
filme (50 %), RH2 é a humidade relativa na face inferior do filme (0%), e refere-se a espessura (m)
das amostras [25].0s ensaios foram realizados em duplicado, no entanto, se os valores nao fossem

concordantes os ensaios eram repetidos [111].

5.4.6. Permeabilidade ao oxigénio

Os ensaios de OTR foram realizados nos laboratérios do Instituto de Investigacao da Floresta e do
Papel (RAIZ), utilizando o equipamento Labthink PERME® 0OX2/23 e o software associado.

As amostras foram condicionadas usando um agente exsicante para secarem a temperatura de teste

por um periodo nao inferior a 48 horas.

As condigoes de teste foram selecionadas entre o conjunto de condi¢bes de temperatura e humidade

relativa especificadas pela norma ISO 15101-2:2003. A area de amostra exposta foi de 5.31 cm2.

Todas as medigoes foram efetuadas em duplicado e os valores de OTR foram usados para determinar
a permeabilidade ao oxigénio (OP), os resultados de OTR (cm3 /(m2.dia) e OP ((cm3 pm)/(m2.d.kPa)
foram expressos em média. A OP foi calculada multiplicando a OTR pela espessura média (e) do filme
e dividindo pela diferenca da pressdo parcial do oxigénio (APO.,) entre as duas faces do filme,

conforme equacao (14), [99,111].

_ OTR

oP =
APO,

X e (14)

5.4.7. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR dos filmes de zeina e dos laminados foram obtidos entre os valores de 4000 e
600 cm- usando um FTIR ( Nicolet iS10 smart iTRBasic, Thermo Fisher Scientific, Waltham), com

64 varrimentos e a resolucdo de 4 cm [25].

5.4.8. Microestrutura dos filmes e laminados

Utilizou-se a microscopia eletronica de varrimento (SEM - Scanning Electron Microscopy) de forma
a visualizar a microestrutura das amostras. As imagens foram obtidas no microscopio Hitachi S-

3400N. Para a avaliagdo da seccao transversal das amostras, os cortes foram realizados com a ajuda
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de uma lamina. Posteriormente, as amostras foram fixadas em suportes com o auxilio de fita-cola de
dupla face e pulverizadas com ouro utilizando um evaporador de metais (Quorum Q150R ES). Antes
da observacao no SEM, as amostras foram mantidas num exsicador durante trés semanas. Todas as

amostras foram analisadas a uma voltagem de aceleracao de 20 KV [111].

5.4.9. Calorimetria diferencial de varrimento

O comportamento térmico dos filmes, laminados e dos respetivos componentes foi analisado por
calorimetria diferencial de varrimento (DSC — Diferential Scanning Calorimetry). As analises foram
realizadas num calorimetro (Netzsch DSC 204, Selb, Alemanha) usando as seguintes condices:
temperatura entre 22 e 350 °C, com uma taxa de aquecimento de 2°C/min e uma atmosfera inerte.

Para todas as analises, as respetivas linhas de base foram inicialmente obtidas [25].

5.4.10. Atividade antioxidante

Foram seguidos os mesmos protocolos utilizados para avaliar a atividade antioxidante do OC, com
algumas alteragdes. Para o ensaio do DPPH, foram adicionados 3 discos das amostras (6 mm de
didmetro) a 2.9 mL de uma solucao metanoélica de DPPH (0.1 mM). Em seguida, as absorvéncias
foram medidas a 517 nm a cada 30 minutos, durante 5 h, contra um branco de metanol [108]. Para o
teste de branqueamento do [-caroteno, foram adicionados 3 discos das amostras (6 mm de didmetro)

aos 5 mL da emulsao de p-caroteno, acido linoleico, Tween e clorof6rmio [108].

5.4.11. Propriedades antimicrobianas

Foi seguido o mesmo protocolo do ensaio de difusdo em agar descrito para o OC, substituindo os
discos de celulose estéreis por discos das amostras (6 mm de didmetro) preparados em condi¢coes de

assepsia [108].
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Capitulo 6 — Resultados e Discussao

Neste trabalho foi estudada a composi¢do quimica do OC e as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, e foram estudados filmes de zeina com 4cido oleico (AO) e glicerol (GLY) (filme
controlo-FC), e com OC (FOC) e os seus laminados (LFC e LFOC) para verificar as suas capacidades
para formar uma embalagem alimentar, tendo sido analisadas varias propriedades como, a barreira
ao vapor de agua e oxigénio, propriedades éticas e de superficie, propriedades fisicas, propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, as quais permitiram fazer uma caracterizagio geral dos materiais

produzidos.
6.1 Caracterizacao do 6leo essencial de cipreste

6.1.1 Analise quimica do dleo essencial de cipreste

Os resultados da analise a composicdo quimica do OC estudado neste trabalho estdo apresentados
na Tabela 2. Foram identificados 51 compostos presentes no OC, tendo sido 98.66% da sua
composicao quimica identificada. Os compostos cuja percentagem relativa é superior a 1% foram o
a-Pinene, [B-Pinene, A-3-Carene, [-Myrcene, Limonene, a-Terpinolene, a-Terpinyl acetate,
resultados que estdo consistentes com trabalhos anteriormente publicados em que a-Pinene, e A-3-
Carene foram os principais constituintes do OC [113] . O a-Pinene é o composto principal presente
no OC com uma percentagem de 52.77%, € um terpeno tal como o 3-Pinene, A-3-Carene, f-Myrcene,
Limonene, a-Terpinolene, todos eles com a formula quimica (CoHi¢), € 0 a-Terpinyl acetate com a
formula quimica (C..H»00.), sendo composto maioritariamente por monoterpenos. Os
monoterpenos sao hidrocarbonetos aromaticos, os principais constituintes dos OE de vérias plantas
e responsaveis pela producao de sabor e aroma, sendo utilizados em aromaterapia, fragrancias de
perfumes e na medicina [114,115]. O Limonene tem um aroma citrico, é bactericida, antifingico e
anti-carcinogénico, tem sido usado como aditivo de aroma e fragrancia em produtos de limpeza,
cosméticos, alimentos, bebidas e produtos farmacéuticos [116]. O f-Myrcene tem um aroma terroso
meio amargo, tem propriedades analgésicas, anti-inflamatérias e antibidticas [117], o a-Pinene e [3-
Pinene tém um aroma a pinheiro, podem ser encontrados em espécies de arvores e plantas
mediterranicas, tém diversas aplicacGes, como agentes fungicidas, aromatizantes, fragrancias,
antivirais e antimicrobianos [118]. O A-3-Carene tem um aroma doce, é usado no tratamento de
distarbios na regulacao de liquidos no corpo humano [117], o a-Terpinyl acetate tem a capacidade de
potenciar os sabor dos alimentos, estando presente em alguns alimentos [119]. O a-Terpinolene é
usado como aditivo alimentar, por exemplo, em produtos de panificacao, gelados, refrigerantes e

doces [120].
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Tabela 2: Analise quimica do 6leo essencial de cipreste.

Compostos % Relativa Especificacio
(ISO 20809:2017)
Santene 0.07 -
Tricyclene 0.19 -
a-Pinene 52.77 40-60
a-Thujene 0.75 0.5-2
a-Fenchene 0.86 0.5-2
Camphene 0.31 -
B-Pinene 2.38 0.5-3
Sabinene 0.52 0.5-2
Verbenene 0.02 -
A-3-Carene 22.85 16-27
B-Myrcene 1.97 1-3.5
a-Phellandrene 0.06 -
3,7,7-Trimethyl-1,3,5- 0.10 -
cycloheptatriene
a-Terpinene 0.33 -
Sylvestrene 0.21 -
Limonene 3.44 2-5
B-Phellandrene 0.30 -
cis-pB-Ocimene 0.04 -
v-Terpinene 0.72 -
trans-pB-Ocimene 0.04 -
m-Cymene 0.06 -
p-Cymene 0.74 -
Isoterpinolene 0.15 -
a-Terpinolene 2.29 -
a-Pinene epoxide 0.03 -
a-p-Dimethylstyrene 0.10 -
a-Cubebene 0.11 -
a-Copaene 0.06 -
Camphor 0.44 -
Linalool 0.57 -
n-Octanol 0.01 -
a-Cedrene 0.03 -
B-Funebrene 0.26 -
Bornyl acetate 0.38 -
Terpinen-4-ol 1.25 0.5-2
trans-f-Caryophyllene + 0.40 -
Terpinen-4-ol Acetate
Umbellulone 0.09 -
trans-Muurola-3,5-diene 0.02 -

33



trans-Pinocarveol 0.04 -

cis-Muurola-4(14),5-diene 0.02 -
a-Humulene + Terpinyl 0.43 -
formate
a-Terpineol 0.36 -
a-Amorphene 0.17 -
a-Terpinyl acetate 1.46 1-4
Germacrene D 0.20 0.2-1
y-Amorphene 0.03 -
a-Muurolene 0.08 -
A-Cadinene 0.24 -
y-Cadinene 0.08 -
p-Cymen-8-ol 0.13 -
a-Cedrol 0.50 0.5-3
Total identificado 98.66 % 51 compostos

6.1.2 Analise das propriedades antioxidantes do 0dleo essencial de

cipreste

Com o objetivo de analisar as propriedades antioxidantes do OC utilizaram-se dois métodos in vitro.
A capacidade de sequestracao de radicais livres foi medida pelo método do DPPH e os resultados
encontram-se na Tabela 3. No método do DPPH, a capacidade do OC para atuar como dador de
atomos de hidrogénio ou eletroes na conversao do DPPH na sua forma reduzida DPPH-H, foi
avaliada [121]. O OC mostrou capacidade para sequestrar os radicais livres de DPPH ao transformar
a solucdo com DPPH de cor roxa para cor amarela, demonstrando uma forte atividade antioxidante
(IC50 = 3.17%, TAA = 1.63) [108,122]. Comparando os resultados obtidos com o controlo positivo, o
acido galico que segundo Scherer e Godoy (2009) [109] apresenta propriedades antioxidantes muito
fortes e uma 6tima capacidade de sequestrar radicais livres de DPPH, este apresenta um valore de
TIAA quase 14 vezes maior do que o do OC, e um IC;, quase 14 vezes inferior. O acido galico é um
composto fenolico, que pertence a um grupo de antioxidantes que promovem a captura ou inibicao
dos radicais livres e sdo conhecidos por apresentarem uma atividade antioxidante muito forte, o OC
também apresenta uma atividade antioxidante forte [109,123]. Foi também realizado o teste de
branqueamento do B-caroteno para avaliar a capacidade do OC em inibir a peroxidacao lipidica, os
resultados foram comparados com os obtidos para o BHT, um antioxidante de referéncia, Tabela 3
[108]. Quanto maior a eficacia do antioxidante, mais lenta sera a diminuicdo da cor da emulsao. Uma
menor diminui¢do na absorvéncia do -caroteno, indica menor taxa de oxidacdo do acido linoleico e
maior atividade antioxidante [122]. O IC;, do OC para o sistema [-caroteno/4cido linoleico é 0.32%,
comparando com o ICs, obtido pelo BHT 3.58%, este resultado indica que a concentracdo de OC
necessaria para inibir 50% da oxidacdo do acido linoleico é 11 vezes inferior a do BHT [108]. O BHT
é um antioxidante sintético muitas vezes usado na indastria de alimentos para evitar a oxidacdo de

gorduras, as quais levam a rancificacdo. Uma vez que o OC apresentou maior atividade antioxidante
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comparativamente ao BHT, pode dizer-se que apresenta potencial para ser utilizado como

antioxidante, sendo necessario, no entanto, complementar este estudo.

Tabela 3: Propriedades antioxidantes do 6leo essencial de cipreste (média + desvio-padrao).

Teste de branqueamento

Método do DPPH
do B-caroteno
Amostra r—
IC50 (% - Atividade
.. ICs0 (% - v/v)
v/v) antioxidante
oC 3.17 £ 0.19 1.63 £ 0.21 Forte 0.32 + 0.02
BHT - - - 3.582+0.01
Acido galico 0.232 22.562 Muito forte2 -

a:Valores retirados de [108]

6.1.3 Analise das propriedades antimicrobianas do dleo essencial de

cipreste

Foram realizados véarios testes para analisar a atividade antimicrobiana do OC, entre os quais, a

difusdo em agar. A

Tabela 4 mostra os resultados obtidos, onde o OC apresentou atividade antimicrobiana para todas

as bactérias testadas.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de cipreste pela medicdo dos halos de inibicao (média +
desvio-padrio).

Amostra Diametros dos halos de inibi¢do (mm)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 27.51 + 4.26
Listeria monocytogenes LMG 16779 12.78 £ 2.16

Gram-positivas
Enterococcus faecalis ATCC 29212 7.87 £ 1.05
oC Bacillus cereus ATCC 11778 15.21 + 0.50
Escherichia coli ATCC 25922 23.80 + 3.73
Gram-negativas Salmonella Typhimurium ATCC 13311 23.17 + 3.86
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 11.40 + 1.39

As bactérias Gram-negativas sdo geralmente mais resistentes do que as Gram-positivas ao efeito dos
OE em testes de difusdo em agar, apresentando didmetros de halos de inibicdo menores. A literatura
refere que a resisténcia das bactérias Gram-negativas é devida as caracteristicas da membrana
externa desses microrganismos que lhes confere uma superficie bacteriana com forte

hidrofobicidade, levando a que atue como uma barreira robusta [124,125].
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O OC apresenta grande atividade antibacteriana por apresentar halos de inibicao consideraveis tanto
em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas, tendo apresentado o maior halo de inibicao
para S. aureus ATCC 25923 com um valor de 27.51 mm, e o menor para E. faecalis ATCC 29212 (77.87
mm), o menor entre todas as bactérias testadas. O OC apresentou também halos de inibicao

consideraveis para as bactérias Gram-negativas, evidenciando boas propriedades antibacterianas.

A capacidade antimicrobiana de um composto pode ser quantificada com base na concentracao
minima desse composto capaz de inibir completamente o crescimento de um determinado
microrganismo, esse valor é chamado de Minimum Inhibitory Concentration do inglés e em
portugués de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). Os valores de CMI obtidos para o OC
encontram-se na Tabela 5. O OC inibiu todos os microrganismos testados. O microrganismo mais
sensivel ao OC foi o B. cereus ATCC 11778 com um valor de CMI de 4 uL/mL, seguindo-se todas as
Gram-negativas com um valor de CMI de 16 uL/mL, contrastando com estes resultados estao S.
aureus ATCC 25923, L. monocytogenes LMG 16779, e E. faecalis ATCC 29212 cujos valores de CMI
foram superiores ao observado para as bactérias Gram-negativas, com um valor de 32 pL/mL

idéntico para todas.

A atividade antimicrobiana do OC podera, em parte, estar associada aos seus principais constituintes,

como a-Pinene e a-Cedrol [105]

Tabela 5: Valor de CMI do 6leo essencial de cipreste (valores modais).

Amostra CMI (nL/mL)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 32
Listeria monocytogenes LMG 16779 32

Gram-positivas
Enterococcus faecalis ATCC 29212 32
oC Bacillus cereus ATCC 11778 4
Escherichia coli ATCC 25922 16
Gram-negativas Salmonella Typhimurium ATCC 13311 16
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 16

6.2 Caracterizacao do papel, filmes e laminados

6.2.1 Analise da microestrutura

A microscopia eletrénica de varrimento é uma técnica til na observacao da microestrutura dos
filmes, laminados e papel, pois fornece informacoes importantes sobre a estrutura das amostras e o
arranjo dos constituintes que a compoem [111]. Os laminados sdo compostos pelo papel e pelos filmes
de zeina (com e sem OC), os quais foram obtidos usando um processo mecénico de calandragem, sob

condicoes previamente otimizadas. Inicialmente, os filmes foram pulverizados com etanol, na face
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que contacta com o papel, este processo é essencial para garantir a adesao entre os dois materiais, a
qual resulta das ligac6es de hidrogénio formadas e que impedem a separacdo das duas camadas

quando os laminados sdo manuseados, obtendo-se assim, laminados finos, flexiveis e opacos [99].

As imagens SEM do corte transversal das amostras, encontram-se na Figura 7. Na imagem do FC
pode visualizar-se que uma das faces do filme exibe uma morfologia menos uniforme, a subcamada
superior é mais compacta que a inferior. Esta diferenca na morfologia das duas faces do filme podera
ter ocorrido durante a secagem do mesmo, onde os constituintes do filme podem organizar-se
preferencialmente ao entrar em contacto com o ar e com a superficie das placas de Petri, podendo
ocorrer diferencas na migracdo dos compostos ao longo da espessura do filme contribuindo assim,
para a formacao de duas matrizes distintas. Quanto ao FOC, a imagem de SEM revelou uma maior
uniformidade em toda a secgdo transversal do filme comparativamente ao FC. A maior uniformidade
da estrutura do FOC é resultante da adicdo do OC, que promove a emulsido entre todos os
constituintes do filme [99]. Pode observar-se no FOC, a existéncia de microbolhas no interior da
matriz que poderio ter sido causadas pela evaporaciao de compostos volateis do OC apos o processo
de secagem, este acontecimento também foi observado por Anténio et al. (2019) quando usou 6leo

essencial em filmes de zeina [103,126].

Figura 7: Imagens SEM da secgdo transversal dos filmes, laminados e papel.

As imagens de SEM dos cortes transversais dos laminados, tanto dos LFC como do LFOC, permitem
uma facil identificacdo de duas camadas, papel e filme de zeina, observando-se na camada superior
o filme de zeina homogéneo ligado a camada inferior de papel, sendo este Gltimo composto por uma
matriz porosa e heterogénea de fibras de celulose ligadas entres si [99]. Pode observar-se que em
ambos os laminados existe uma penetragao do filme na superficie do papel, ndo existindo nenhuma
fronteira clara entre os dois constituintes [99]. O plastificante, sob condigdes de calandragem
(pressao e temperatura), facilita a incorporacao da matriz onde esta inserido na superficie irregular
do papel, preenchendo os vazios entre as fibras [99]. Esta incorporacao dos filmes no papel pode ser

documentada através da analise da espessura dos materiais apresentada na Tabela 6. Observa-se que
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os filmes de zeina interagem intensivamente através de pontes de hidrogénio com a rede fibrosa do

papel, contribuindo para uma maior resisténcia mecanica dos laminados [99].

6.2.2 Propriedades térmicas

A anadlise por DSC permite a monotorizacao de alteragoes nas propriedades fisicas ou quimicas dos
materiais em funcdo da temperatura, através da detecao de variacoes de temperatura associadas a

tais processos.

Os perfis térmicos dos filmes e laminados com e sem o OC e os seus constituintes foram avaliados
por DSC. Na Figura 8 encontram-se as curvas DSC da zeina, AO, OC e GLY e na Figura 9 encontram-

se as curvas DSC de dos filmes e laminados com e sem OC e do papel.

DSC/(mW/mg)
0,75 |, exp

0,5

0,25

-0,25

—0C —AO

Zeina

Figura 8: Curvas DSC da zeina, OC, AO, GLY.

O GLY puro é caracterizado por um tnico evento representando a sua pirélise, a qual corresponde a
gama de temperatura compreendida entre 290 e 330 °C. Sendo o ponto de ebuli¢do do GLY igual a
290 °C, a esta temperatura tem inicio o processo de evaporagio seguindo-se a sua degradagio, ambos

os eventos sao endotérmicos [127].

A curva de DSC do AO sugere dois estagios consecutivos de decomposicao. O primeiro estagio
registado na gama de temperatura compreendida entre 150 e 260 °C e o segundo estagio ocorre a
temperatura maxima de 333 °C, no intervalo de 260 a 400 °C e podera ser devido a degradacao das
ligacbes duplas C=C e C-H [128].

Na curva DSC do papel sido observados dois eventos endotérmicos. O primeiro pico apresenta um
valor maximo a 72°C e pode ser atribuido a evaporacdo da 4gua livre presente na amostra. Para
valores de temperatura compreendidos entre 125 e 300 °C a energia mantém-se constante e proxima
de zero, indiciando a ocorréncia simultdnea de fenémenos exo e endotérmicos, como por exemplo

combustdo e reagdes de vaporizacao ou despolimerizagio. O segundo evento endotérmico, registado
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entre 300 e 360 °C pode ser atribuido a fusdo da celulose, correspondendo a quebra de ligacoes
glicosideas e despolimerizacdo da celulose. De acordo com a referéncia, esta gama de temperatura
estd associada ao inicio da degradacao térmica da celulose, compreendendo o rearranjo molecular
das cadeias seguido da quebra das ligacGes glicosideas e ligacbes crosslinking entre cadeias

poliméricas [129].

A curva DSC do OC apresenta dois eventos endotérmicos, o primeiro evento endotérmico, registado
entre 37 e 70 °C pode ser atribuido a evaporagio da dgua existente, o segundo evento endotérmico,

registado entre 140 e 170 °C pode estar relacionado com a volatilizagdo do 6leo essencial [122].

As proteinas apresentam no ensaio de DSC particularidades relacionadas com as suas estruturas
tridimensionais, tal como o processo de desnaturacdo. A desnaturacao de proteinas pela temperatura
foi objeto de estudo usando anélise térmica [130]. Na faixa de temperatura de 150 a 180 °C foi
identificado um aumento de energia, este evento € assinalado por uma modificacdo no perfil linear
da curva zeina, podendo estar associado a sua temperatura de transicao vitrea (Tg) [25]. Para valores
de temperatura superiores, as cadeias da proteina entram num estado flexivel [25]. Os sucessivos
picos endotérmicos observados na curva de DSC da zeina sdo atribuidos a desestabilizacao das
interacOes fisicas, tais como, ligacdes de hidrogénio, interacoes eletrostaticas e interacoes dipolo-

dipolo, as quais causam a perda da estrutura tridimensional da proteina [88,131].

Os termogramas dos filmes a base de zeina mostram dois picos endotérmicos. O primeiro evento
registado na faixa de temperatura de 50 ° C a 120 °C est4 habitualmente associado a evaporacdo de
agua livre presente no filme, no entanto, poderd igualmente estar associado a libertacdo de
componentes volateis. Podera ainda ser atribuido ao inicio do relaxamento da cadeia proteica. Nesta
faixa de temperatura podem ocorrer desagregacao das ligacoes de hidrogénio presentes na estrutura
da zeina. Comparando os diagramas energéticos dos dois filmes de zeina (FC e FOC), pode observar-
se que o primeiro apresenta um pico mais energético comparativamente ao FOC, revelando maior
estabilidade. Possivelmente, a presenca de 6leo essencial na matriz do filme reduz as interagbes
intermoleculares das cadeias poliméricas, reduzindo simultaneamente a retencao de agua livre na

matriz, podendo afirmar-se que os filmes sem 6leo essencial contém maior quantidade de agua livre.

01,36SC/(rT1W/mg)

J exp
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0
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Figura 9 Curvas DSC dos filmes, laminados e papel
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O segundo evento igualmente endotérmico é registado na gama de temperatura compreendida entre
200 a 325 ° C, podendo estar associado aos desdobramentos da estrutura tridimensional da proteina
ou a despolimerizacao parcial das cadeias [18,25]. Observou-se também, a degradacao térmica da
prolamina entre 287 e 301 °C [131]. E de salientar que neste segundo evento nio sdo registadas
diferencas significativas entre os dois tipos de filmes e ambos os tracados apresentam nesta etapa
uma linha com alguma irregularidade, igualmente observada no diagrama da zeina pura e que foi
atribuida a desnaturacdo da proteina. Ao comparar as curvas de DSC dos filmes e zeina verifica-se a
diminuicao dessas irregularidades podendo esta alteracdo estar associada ao aumento da resisténcia
devido a presenca dos plastificantes GLY e AO, este aumento demonstra a compatibilidade existente

entre os plastificantes e o biopolimero [132].

O diagrama de DSC das amostras de laminados apresenta um tracado energético muito semelhante
ao dos filmes. Da analise térmica salientam-se duas incidéncias de natureza endotérmica, o primeiro
pico com um valor energético ligeiramente superior ao obtido para os filmes, pode ser atribuido a
evaporacio da dgua presente na amostra e também a quebra de ligagdes intermoleculares no mesmo
[25]. Este evento térmico é extremamente semelhante ao registado na amostra de papel, embora para
este, o evento tenha inicio a uma temperatura ligeiramente inferior, comprovando a maior facilidade
de degradacdo térmica da celulose. Apesar do valor energético dos laminados e do papel ser
semelhante, ele é bastante superior aos dos respetivos filmes, evidenciando a presenca de maior
quantidade de 4gua livre nestes materiais, resultante do carater hidrofilico da celulose. No entanto,
observa-se uma pequena diferenca energética entre o laminado controlo, LFC e o LFOC,
possivelmente atribuida a presenca do dleo essencial no filme do LFOC, este resultado foi igualmente
registado para os filmes. O segundo evento endotérmico encontra-se no intervalo de temperatura
compreendido entre 200 e 300 °C, este pico pode ser atribuido a despolimerizagdo parcial das
cadeias poliméricas da celulose e da zeina [18]. Salienta-se, nesta etapa, o menor valor energético dos
laminados comparativamente aos filmes de zeina, mas substancialmente superior ao papel.
Finalmente, encontra-se um evento de natureza exotérmica, com valor maximo a temperatura de
350 °C, esta incidéncia podera ser atribuida a formacdo de compostos volateis resultantes da

despolimerizagao da celulose, constituinte principal do papel no laminado.

Pode ainda observar-se que as curvas DSC dos filmes e laminados com OC exibem um tragado grafico
semelhante ao dos respetivos controlos, salienta-se no entanto, a existéncia de um retardamento no
aparecimento do primeiro evento endotérmico, o qual pode ser consequéncia da presenca do 6leo

essencial, o qual melhorou a estabilidade térmica [79].

6.2.3 Analise FTIR

Foi realizada a analise FTIR ao papel, filmes e laminados com e sem OC estando os resultados da

espetroscopia apresentados na Figura 10.

40



FC| " ' FOC

LFC| | LFOC

Papel

Figura 10: Analise FTIR dos filmes, laminados e papel.

Os resultados obtidos na analise a ambos os lados do papel, antes e ap6s calandragem, foram

semelhantes, confirmando que esta operacdo nao alterou quimicamente a superficie do papel.

No espetro do papel, a banda detetada a 3350 cm~* corresponde ao alongamento das ligagoes O-H
do grupo hidroxilo, pico caracteristico nos polissaciridos, aos 2900 cm-! a banda é atribuida a
vibragdo de alongamento das ligagbes C-H de todos os constituintes do hidrocarboneto nos
polissacaridos, a banda observada a 1650 cm-! corresponde a vibracdo das moléculas de agua
absorvidas na celulose, a banda de 1425 cm esta associada a estrutura cristalina da celulose, ligacGes
H-C-H e O-C-H, as bandas de 1360 cm™ e entre 1160 e 950 cm™ pertencem as vibracGes de
alongamento e flexdo das ligacoes -CH., -CH, -OH e CO na celulose, enquanto a banda aos 897 cm!

¢ atribuida a regiao amorfa da celulose [133—135].

Na analise comparativa dos espetros observa-se uma banda aos 3300 cm - nos filmes e laminados
com e sem OC, carateristica da amida da zeina e que esta relacionada com o estiramento das ligacGes
N-H e O—H dos aminoacidos. A banda da amida I que surge no ntimero de onda préximo de 1650
cm -1 corresponde ao estiramento do grupo carbonilo (C=0) da amida do péptido. A banda da amida
II surge aos 1540 cm -1 corresponde as vibracoes de deformacao angular da ligacdo N—H e vibracoes
de estiramento das ligacoes C—H. A banda da amida III que surge préoximo dos 1260 cm -1 pertence

as vibragoes de deformacao axial das ligacoes C—N e vibracoes de flexao do grupo carbonilo C=0. Por
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altimo, a banda de absorcao que surge aos 1650 cm ~* relativa a amida I indica a existéncia de hélices-

a [136,137].

No espetro do OC estudado por Chen et al. (2018) [122], foram detetadas bandas entre 1680-1635
cm-! referentes a um alceno trissubstituido, com ligagoes C=C associadas a um total de trés &tomos
de carbono. Foi possivel também observar-se os compostos dominantes do OC, esses compostos
foram identificados como terpenos, correspondendo aos grupos vinilo e vinilideno [122], estes

terpenos foram identificados na analise quimica que se encontra na Tabela 2.

Em sintese, os espetros de FTIR dos filmes e laminados com e sem OC incorporado apresentam como
principal diferenca o aumento da absorvéncia das suas bandas nas amostras com OC

comparativamente aos filmes e laminados sem OC.

6.2.4 Propriedades estruturais e mecanicas

Os filmes de zeina, laminados, com e sem OC, e o papel foram caracterizados em termos das suas

propriedades estruturais e mecanicas estando os resultados apresentados na Tabela 6.

A espessura é um fator importante na producao de filmes e laminados pois esta pode influenciar as

propriedades mecanicas e de barreira, contribuindo também para a protecdo dos alimentos [138].

Na analise da microestrutura dos laminados, realizada no ponto 6.2.1 foi mencionada a inclusao de
uma pequena fracdo de filme na superficie do papel durante a producao dos laminados, esta
constatacdo pode ser confirmada através dos resultados apresentados na Tabela 6. Uma vez que os
laminados apresentam espessuras inferiores a soma dos seus constituintes. Estes resultados
confirmam que os filmes, com e sem OC, penetram na estrutura superficial do papel. No entanto, a

reducdo de aproximadamente 20 um sera principalmente resultante do processo de calandragem

[99].

Tabela 6: Gramagem, espessura e propriedades mecanicas das amostras (média + desvio-padrao).

Propriedades Estruturais Propriedades Mecanicas
Amostra Gramagem Espessura Tensdo de rutura Indice de Moédulo de Young
(g/m>) (nm) (MPa) tracdo (Nm/g) (MPa)
Papel 81.02 + 0.22 104 £ 0.69 54.26 £ 1.76 69.7 £ 2.3 5012.03 + 423.81
FC 115.19 + 4.61 126 + 7.28 26.78 £ 1.76 30.4 £ 2.0 994.92 + 65.98
FOC 110.67 + 5.60 118 £ 6.95 22.38 + 4.12 23.8 £ 4.4 977.96 £ 70.89
LFC 190.10 + 2.72 207 + 7.03 44.96 + 1.63 48.7 £+ 1.8 3062.75 £ 138.39
LFOC 187.78 + 1.28 198 + 6.99 48.12 £ 2.30 50.8 £+ 2.4 2877.88 + 82.43

Os filmes de zeina sao caracterizados por serem rigidos e quebradicos, pelo que é necessario a adicao
de plastificantes, como o GLY e AO para lhes proporcionar alguma plasticidade. No entanto, estes
aditivos também alteram as propriedades mecanicas dos filmes de zeina. O carater hidrofilico do GLY

e hidrofébico do AO origina interacoes quimicas e fisicas diferentes entre o plastificante e a zeina. A
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interacao hidrofobica é a principal responsavel pelo efeito plastificante do AO, enquanto as ligacoes
de hidrogénio formadas com grupos amida sdo as principais responsaveis pelo efeito plastificante do
GLY [87,92]. Segundo o estudo de Xu et al (2012)[87] a incorporagdo do AO na matriz da zeina tem
uma maior influencia no aumento da flexibilidade do filme, comparativamente ao GLY. A avaliacdo
das propriedades mecanicas dos filmes ou laminados é muito importante no estabelecimento dos
requisitos necessarios das embalagens, de forma a garantir a integridade fisica e durabilidade das

mesmas, devendo possuir boa resisténcia a tracao e alongamento [25,87].

O comportamento mecanico dos laminados depende de cada um dos materiais que é usado no
conjunto. Os resultados indicam que as propriedades dos laminados foram essencialmente
influenciadas pelo papel, como se pode verificar pelos dados apresentados na Tabela 6. A tensdo de
rutura, indice de tracao e médulo de Young do laminado apresentam valores proximos aos do papel,
este resultado pode ser explicado pela forte resisténcia deste tltimo constituinte, a qual resulta das

ligagbes quimicas e fisicas da sua matriz fibrosa [99].

A tensdo de rutura dos filmes, de 26.78 MPa para o FC e 22.38 MPa para o FOC, sugere que o OC
possa diminuir a tensdo de rutura, este efeito pode ser explicado pela substituicdo parcial de
interacGes polimero-polimero mais fortes por interacdes polimero-6leo essencial mais fracas na
matriz do filme na presenca do OC, o que pode enfraquecer a estrutura da matriz e, portanto, a
resisténcia a tracdo dos filmes diminui [126]. No entanto, os respetivos laminados apresentam uma
inversao nesta propriedade, respetivamente com 44.96 MPa para o LFC e 48.12 MPa para o LFOC,
este resultado pode ser resultado da maior facilidade de ligacdo entre o filme e o papel devido a
presenca do OC. Salienta-se um aumento de 1.7 vezes para o primeiro e 2.2 vezes para o segundo. O
valor da tensdo de rutura dos laminados, cerca de 2 vezes superior aos dos filmes é originado pelas
excelentes propriedades mecéanicas do papel, o qual apresenta uma tensao de rutura de 54.26 MPa,
valor ligeiramente superior ao apresentado pelos dos laminados. O aumento da tensdo de rutura dos
laminados em relacdo aos filmes mostra igualmente, que existe uma boa coesao entre os filmes e o

papel resultante do processo de calandragem.

A semelhanca da tensdo de rutura, os valores do indice de tracio dos filmes aumentaram quando
incorporados ao papel, no caso do FC com 30.4 Nm/g passou para 48.7 Nm/g no LFC, 1.6 vezes
superior, enquanto o FOC com 23.8 Nm/g passou para 50.8 Nm/g no LFOC, valor 2.1 vezes superior,

indicando que o processo de laminacao também melhorou o indice de tragio.

No que concerne ao médulo de Young e comparando ambos os materiais com e sem dleo essencial,
verifica-se que os filmes e laminados que contém OC apresentam valores mais baixos de resisténcia
intrinseca, provavelmente pela menor capacidade de se formarem ligacGes devido a presenca das
microbolhas resultantes do processo de homogeneizacdo do 6leo essencial [126]. Comparando os
resultados dos filmes e respetivos laminados verifica-se que os LFC apresentaram um aumento 3
vezes superior no modulo de Young em relagdo ao FC, enquanto os LFOC este aumento é ligeiramente

inferior.
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Os valores superiores das propriedades mecéanicas nos laminados comparativamente aos respetivos
filmes mostram que o novo material, resultante da conjugacdo do filme com o papel é um material
mais resistente, capaz de manter a sua integridade durante o transporte, armazenamento e entrega

ao consumidor.

6.2.5 Propriedades de barreira

As propriedades barreira dos filmes e laminados sdo importantes para avaliar as condicoes de
preservacao dos alimentos e o uso pretendido [18]. A permeabilidade ao vapor de agua e a
permeabilidade ao oxigénio sdo dois indicadores importantes estudados em aplicacoes de
embalagens de alimentos, pois se os resultados forem favoraveis ao tipo de alimento a ser embalado,
ir4 aumentar o seu tempo de prateleira [138]. A difusdo do vapor de 4gua e oxigénio através do filme
ou laminado sdo causadas pelas taxas de adsorcao, difusao e dessorcao, onde as moléculas de gas sao
difundidas numa das faces da amostra, movidas pelo espacgo entre os as ligacoes dos polimeros e
ocorre a dessorcao da superficie do polimero para o outro lado da amostra [138]. Os resultados da

permeabilidade ao vapor de agua e ao oxigénio encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Propriedades barreira dos filmes e laminados (média + desvio-padrao).

WVP oP
WVTR OTR
Amostra . (x1011 ) ((cm3.pum)/
(g /(dia.m?)) (cm3/(mz2.dia)) .
g/(Pa.s.m)) (mz2.dia.kPa))
Papel 637.33+5.15 54.27 + 0.44 * *

FC 32.63+0.59 3.39 £ 0.06 368.13 £ 35.39 491.0 + 111.7
FOC 31.20+0.01 3.07 £ 0.00 385.56 £ 17.66 502.5 + 77.1
LFC 32.77+3.14 5.50 £ 0.53 309.51 £+ 0.00 727 + 0.0

LFOC 31.52+0.31 5.00 £ 0.05 328.19 £+ 10.21 714.0 + 19.8

*Nao foi possivel determinar valores de OTR do papel uma vez que todas as amostras sobrecarregaram o sensor

de infravermelhos.

A estrutura porosa e a natureza hidrofilica do papel tornam-no um material com fracas propriedades
de barreira, que tem uma fraca capacidade de impedir a transmissao de vapor de dgua e de oxigénio

[99].

6.2.5.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A WVP foi medida de acordo com a norma ASTM Eg6 e esta relacionada com o caracter hidrofilico e
hidrofébico das amostras e com a presenca de poros na sua estrutura. O vapor de agua absorvido
pelo CaCl, é medido através do aumento do peso ao longo do tempo. O WVP é calculado pela equacao
(10). E possivel dizer que WVP est4 diretamente relacionado com o caracter hidrofébico e hidrofilico

dos filmes, e com a porosidade dos mesmos.

Os FC e FOC apresentam valores de WVTR de 32.63 e 31.20 g/(dia.m?2) respetivamente, valores

substancialmente mais baixos do que os 637.33 g/(dia.m2) do papel, isto deve-se a natureza
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hidrofébica da zeina, levando a que os filmes de zeina inibam o transporte das moléculas de agua
[18]. Os laminados apresentam valores de WVTR semelhantes aos dos filmes que os comp6em, para
o LFC 32.77 g/(dia.m?), e para o LFOC 31.52 g/(dia.m2), o que indica que o processo de formacao

dos laminados nao alterou as propriedades de barreira ao vapor de 4gua dos seus filmes.

Os laminados, por terem uma espessura superior aos filmes fazem com que o vapor de 4gua demore
mais tempo a atravessa-los, pois existe uma maior resisténcia a passagem das moléculas. Os filmes e
laminados com OC apresentam valores menores que os seus controlos, indicando que o OC ajuda na
coesdo da estrutura, retardando a passagem do vapor de 4gua, essa coesao é visivel na Figura 7, a
qual mostra que os filmes e laminados com OC apresentam uma estrutura mais homogénea que os

seus controlos.

Os valores da WVP sao calculados tendo em conta 0o WVTR, a espessura das amostras e a pressao de
vapor saturado da dgua a 23°C. Os LFC apresentam valores de WVP de 5.50 x 10! g/(Pa.s.m) um
aumento de 1.62 vezes comparado com os valores de FC, quanto aos LFOC os valores sdo de 5 x 1011
g/(Pa.s.m) sendo 1.63 vezes superior aos valores dos FOC, estes aumentos sdo proporcionais ao

aumento da espessura.

O papel, por ter uma grande porosidade, apresenta valores de WVP de 54.27 x 10t g/(Pa.s.m)
demonstrando ser pouco eficaz no impedimento da passagem do vapor de agua. No entanto, o
laminado ndo mantém as propriedades barreira ao vapor de agua relativamente ao filme de zeina,

podendo mesmo potenciar essas propriedades.

6.2.5.2 Permeabilidade ao oxigénio

Normalmente, os filmes a base de proteinas e/ou polissacaridos apresentam uma baixa
permeabilidade a substancias polares como o oxigénio [139]. A OP é uma das propriedades mais
importantes a ser avaliada na producdo de embalagens alimentares, pois é devido a presenca de

oxigénio que muitas vezes est4 associado o fendmeno da oxidacao em alimentos [18].

Os filmes compostos por proteinas globulares como a zeina, apresentam uma fraca barreira ao
oxigénio em comparac¢io com os filmes de proteinas fibrosas, como o colagénio. Isso ocorre porque

as proteinas fibrosas tém uma estrutura linear, portanto, menos volume livre [140].

A OP e a OTR dos FOC foram afetadas com a incorporacdo do OC, tendo aumentado em comparac¢ao
com o seu controlo. Este aumento da permeabilidade e da taxa de transmissao de oxigénio pode ser
devida as pequenas bolhas existentes na estrutura dos FOC como se podem visualizar na Figura 7. O
processo de producdo dos laminados afetou a permeabilidade, fazendo com que os valores
diminuissem em relacio aos filmes que os compéem [99]. Os LFC e os LFOC apresentaram valores
de OTR mais baixos que os filmes, possivelmente resultado do processo de calandragem e uma boa
adesio entre o filme e o papel O processo de producdo dos laminados podera ter levado a uma

melhoria da sua estrutura permitindo uma possivel reorganizacdo de algumas moléculas devido a
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pressao e temperatura a que foram submetidos, conduzindo a diminui¢do da permeabilidade. A
permeabilidade dos LFOC é menor do que a do controlo, esta diferenca podera ser devido a auséncia
do OC no LFC o fator diferenciador que levou ao aumento da permeabilidade. Como observado na
Figura 7, os LFOC apresentam uma estrutura mais homogénea e uniforme que os LFC, neste sentido
a diferenca nos resultados obtidos entre os dois laminados foi a incorporacdo do OC, permitindo que

os LFOC fossem menos permeaveis que os LFC.

6.2.6 Propriedade oticas

As propriedades 6ticas das embalagens alimentares sdo um dos fatores mais importantes no que

concerne a influencia dos consumidores [57].

Os valores de transparéncia obtidos para as amostras encontram-se na Tabela 8, e os resultados da

cor no sistema CIE L*a*b* estao representados na Figura 11.

Tabela 8: Transparéncia dos filmes, laminados e papel (média + desvio-padrao).

Amostra Papel FC FOC LFC LFOC
Transparéncia %  14.19 £+ 0.06 95.82 + 0.088 94.95 £ 0.333 31.76 £ 1.32 36.75 £ 1.77
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Figura 11: Grafico das cores no sistema CIELAB do papel, filmes e laminados.

Face aos resultados pode afirmar-se que os filmes apresentam uma elevada transparéncia, cerca de
96% para os FC e 95% para os FOC. A diminuicao da transparéncia resulta da adi¢do do OC, contudo
estes filmes apresentam-se mais brilhantes. Em trabalhos anteriores, verificou-se que a presenca de
lipidos em filmes, leva a reflexdo de uma parte significativa da luz que incide na superficie dos
mesmos [141]. Pelo contrario, o papel é um material opaco, apresentando uma baixa transparéncia
(14%), consequentemente, os laminados apresentam uma transparéncia mais proxima dos valores

do papel do que dos filmes, 32% e 37%, respetivamente para os LFC e LFOC.
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Ambos os laminados apresentam elevados valores de L* (luminosidade), proximos dos valores do
papel, enquanto os filmes apresentaram valores mais baixos. Analogamente a transparéncia, esta
diferenca é causada pelo valor de L* do papel, pois este afeta a luminosidade dos mesmos por lhes
dar uma aparéncia mais clara que os filmes. Tanto os filmes como os laminados exibem uma cor
amarelada, confirmada pelos elevados valores do parametro b*, sendo, no entanto, estes valores um
pouco superiores nos laminados devido a camada de papel que evidéncia a cor amarelada dos
mesmos. A presenca do OC influencia os valores de b* dado que filmes e laminados com OC
apresentam valores mais baixos que os respetivos controlos. Relativamente ao parametro a*, a adi¢ao
do OC aos filmes e laminados ndo provocou grandes alteracées comparativamente aos respetivos
controlos. Os resultados obtidos na avaliacdo das propriedades 6ticas vém fundamentar o que é

possivel visualizar a olho nu na Figura 12.

Papel

Figura 12: Aparéncia dos filmes, laminados e papel.

6.2.7 Propriedades de superficie

A medicao do 6 permite obter informacoes sobre a hidrofobicidade/hidrofilicidade da superficie dos
filmes e laminados. A energia livre de superficie de um sé6lido pode ser expressa como a soma das
componentes dispersiva e polar [107,142]. Foram determinados os resultados dos 6 obtidos com os

trés liquidos puros sobre as amostras [107] como se pode observar na Tabela 9.

Verificou-se um aumento dos valores do 6 do papel calandrado em relacdo ao papel ndo calandrado.
Este aumento podera ser resultado da compressdo a que as fibras de celulose foram sujeitas,
diminuindo os espacos entre elas (menor porosidade), resultando no aumento dos 0 para os trés
liquidos testados. O papel usado pode classificar-se como hidrofébico, pois apresenta valores de 6
com a agua superiores a 100°. A medicao do 0 nos filmes foi feita na face superior e inferior (a face
inferior é a que contacta com a placa de Petri e a face superior a que contacta com o ar no processo
de producao do filme). Verificou-se que a face inferior do FC apresenta valores de 6 maiores do que
a face superior quando o liquido é a agua. Como foi referido anteriormente na anéilise da

microestrutura, estes filmes, FC, apresentam uma das faces mais compacta, provavelmente devida a
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organizacdo dos componentes do filme durante a secagem, este fendmeno poderd explicar as

diferencas nos valores do 0 entre faces.

Tabela 9: Propriedades de superficie (FS- face superior, FI- face inferior) (média + desvio-padrao).

Angulo de contacto (°) Energia de superficie (mN/m)

Amostra- p . .

. B Agua DIM EG Total Dispersiva Polar
Designacao
Papel
107.91+£2.37 57.47+2.45 79.11+1.75 29.57 20.56 0.00
n/calandrado

Papel calandrado  118.22+0.85 64.99+2.34 86.27+2.18 26.77 26.37 0.40
FC-FS 67.66+2.35 44.4+3.44 61.62+2.57 38.00 24.44 13.56
FC -FI 72.49+3.29 45.85+1.75 61.79+1.57 36.20 26.21 9.99
FOC - FS 72.17+£2.04 43.65+1.67 59.11£0.97 37.50 28.13 9.37
FOC - FI 71.55+1.29 42.81+0.47 55.06+2.43 39.07 30.21 8.87
LFC 62.18+2.00 40.39£2.01 55.83+3.00 42.07 26.18 15.89
LFOC 61.27+2.60 35.98+1.89 57.35+2.27 42.70 25.76 16.94

(diiodometano (DIM); etilenoglicol (EG))

Quanto aos valores de 6 dos FOC, ndo sao observadas diferencas entre as duas faces, estes resultados
corroboram com as imagens SEM da Figura 7. Os FOC apresentam uma estrutura compacta e
homogénea, resultante da incorporacdo do OC. Estes filmes apresentam valores de 6 semelhantes
aos obtidos na superficie inferior dos FC, podendo assim concluir-se que o OC ndo aumentou o valor
do 0 dos filmes, mas apenas a sua uniformidade, permitindo que ambas as faces apresentem valores
muito semelhantes. No entanto, tanto os FC como os FOC apresentam 0 de 70° com a 4gua, indicando

algum carater hidrofébico [107].

Quanto aos laminados, ambos apresentaram valores muito semelhantes entre si, tal como aconteceu
com os filmes. O processo de producdo dos laminados diminui a hidrofobicidade, tendo os LFC
apresentando melhores resultados comparativamente aos LFOC, sendo a diferenca maior de cerca

de 5° para o 6 com o diiodometano, tendo os LFC e LFOC valores de 40.39° e 35.98° respetivamente.

A zeina é uma proteina constituida por aminacidos, razao pela qual apresenta uma natureza apolar,
consequentemente os valore de 6 com liquidos apolares sdo menores do que com liquidos polares,
reflexo disso sao os resultados obtidos para o dilodometano. Pelo contrario, os valores de 6 com agua

sao mais elevados, demonstrando assim o caracter hidrofébico dos filmes de zeina [83,142]

No que concerne aos valores das energias de superficie dos FC, em consonincia com os resultados
dos 0, observam-se diferengas entre as duas faces dos filmes. Assim, a face superior apresenta um
valor superior de energia total, salientando-se em particular a componente polar. Confirma-se a
orientacdo preferencial dos constituintes do filme, onde provavelmente os componentes apolares se

orientam na direcdo da superficie do poliestireno, libertando a componente polar para a superficie
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do filme. No entanto, este fen6meno ndo é tdo evidente quando se analisam os resultados das
energias de superficie dos FOC, provavelmente devido & emulsao da mistura. Relativamente aos
laminados, ha a salientar um aspeto interessante que esta relacionado com o aumento da energia de
superficie dos laminados medida na face do filme, comparativamente as energias dos filmes que
compdem o laminado. Este resultado esta principalmente associado ao aumento da componente
polar, o qual demonstra uma diminui¢ao da hidrofobicidade na superficie dos laminados em relacao
aos seus filmes, resultado igualmente observado nos valores do 6 com a dgua. Estes resultados nio
estdo de acordo com o esperado, pois o material é supostamente o mesmo, pois as medi¢oes foram
realizadas sobre o filme. Assim, pode admitir-se que o processo de producao dos laminados modifica
a energia de superficie dos filmes, aumentando a sua energia de superficie total e particularmente a

componente polar [142].

6.2.8. Propriedades antioxidantes

Na Figura 13 esta apresentada a atividade antioxidante das amostras avaliada pelo ensaio de
sequestracdo dos radicais livres de DPPH ao longo do tempo. Todos os filmes e laminados
apresentaram capacidade para sequestrar os radicais livres de DPPH, exceto o papel. Apos 5h de
reacao, o FC e FOC apresentaram 79% e 75% de inibicao dos radicais livres de DPPH, respetivamente,
o LFC 67% e o LFOC 65%. Os filmes e laminados sem OC apresentaram melhores resultados
comparativamente aos filmes e laminados com OC, pois a zeina tem uma natureza antioxidante,
sendo ja muito utilizada na indastria de embalagens alimentares devido a esta sua atividade
intrinseca, sem necessitar de adicionar outros antioxidantes durante o processamento das
embalagens [25]. Os filmes e laminados com OC apresentam uma diminuicdo da capacidade de
sequestracao dos radicais livres de DPPH em comparacao com os seus controlos, a adi¢ao do OC nao
melhorou a capacidade de sequestracdo dos radicais livres de DPPH dos filmes e laminados em que
esta incorporado [109,143]. Além disso, o OC pode ficar aprisionado na estrutura da zeina, o que

dificulta a sua libertacao para a mistura reacional.
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Figura 13: Atividade antioxidante do papel, filmes e laminados medida pelo ensaio de sequestra¢do de DPPH.
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Também foi avaliada a capacidade dos filmes, laminados e papel em inibir a peroxidacao lipidica.
Como se pode ver na Figura 14, os FOC e LFOC apresentaram 68.41 e 55.19% de inibicdo da
peroxidacao lipidica, medida pelo teste de branqueamento do p-caroteno, respetivamente. Valores
superiores quando comparados com os seus controlos (FC e LFC) que apresentam 43.70% e 53.28%,
respetivamente. Os resultados indicam que os filmes e laminados com OC apresentam potencial para
serem utilizados em embalagens de alimentos que contenham elevados teores de gordura, sendo por

isso suscetiveis a rancificacao.
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Figura 14: Atividade antioxidante do papel, filmes e laminados medida pelo ensaio do branqueamento do -
caroteno.

6.2.9. Propriedades antimicrobianas

As bactérias sao os microrganismos que mais causam perigos a seguranca dos alimentos. Conseguem
crescer muito rapidamente com temperaturas favoraveis, e podem ser encontradas em alimentos, no
solo, plantas, Agua e ar. Muitos dos microrganismos patogénicos nao causam diretamente as doencas,
mas sim as toxinas que eles produzem [61,144]. Todos os microrganismos utilizados para avaliacao
das propriedades antimicrobianas dos filmes e laminados, sdo conhecidos pelos potenciais perigos
que a sua ingestdo podem causar aos consumidores. Estes microrganismos podem estar presentes
nos mais diversos géneros alimenticios, tais como carnes, vegetais, peixes, ovos, produtos lacteos,
entre outros [144]. A seguranca e qualidade dos alimentos é a principal preocupacao de toda a
indtstria alimentar, para controlar o crescimento destes microrganismos sao adicionados as
embalagens agentes antimicrobianos, sendo os OE uma alternativa aos agentes antimicrobianos
sintéticos [61]. Assim, neste trabalho, estudou-se atividade antimicrobiana dos filmes de zeina e
laminados com e sem OC, contra Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
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Na Figura 15 e na Tabela 10 encontram-se os resultados obtidos relativos a atividade antimicrobiana
dos filmes e laminados utilizando o teste de difusdo em agar. Os tamanhos dos halos de inibicao
foram medidos a volta dos discos das amostras em mm, e foi analisado visualmente o crescimento

das bactérias na area de contacto da amostra com a superficie de agar e por cima da amostra.

Tabela 10: Resultados do teste de difusdo em meio sélido para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes e
laminados através dos halos de inibi¢ao (média + desvio-padrao).

Amostras
FC FOC LFC LFOC
Staphylococcus aureus ATCC

~ 62 + 0.00 6"+ 0.00 62+0.00 6P + 0.00
£ 25923
é Listeria monocytogenes LMG
e Gram- 62 + 0.00 6"+ 0.00 62+0.00 6P + 0.00
S 16779
= positivas Enterococcus faecalis ATCC
£ 62 + 0.00 6"+ 0.00 62+0.00 6P + 0.00
2 29212
E Bacillus cereus ATCC 11778 62 + 0.00 6P+ 0.00 62+ 0.00 6P + 0.00
<
<
g Escherichia coli ATCC 25922 62 £ 0.00 6P+ 0.00 62+ 0.00 6P + 0.00
<
2] . .
) _ Salmonella Typhimurium ATCC
E Gram 62+ 0.00 6Y+0.00 62+0.00 6P+ 0.00
g negativas 13311
< Pseudomonas aeruginosa ATCC
=) 62 + 0.00 6.64 £ 0.01 62+0.00 6.40 £ 0.02

27853

aCrescimento sob a amostra.

bInibigdo por contacto.

Observou-se neste estudo, que os filmes e laminados sem OC n3o apresentaram atividade
antimicrobiana contra as bactérias em estudo, inclusivamente, foi possivel ver o crescimento

microbiano em cima das amostras.

Nos filmes e laminados com OC verificou-se inibicdo do crescimento microbiano para todas as
bactérias por contacto direto, exceto para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, onde se verificou

um halo de inibicao de 6.64 mm para os FOC e de 6.40 mm para os LFOC.

Os FOC e LFOC, mesmo nao apresentando halos de inibi¢do para todas as bactérias em estudo, ao
nido apresentarem crescimento microbiano por cima das amostras e inibirem o crescimento por
contacto, ao contrario dos seus controlos, indicam que ao entrarem em contacto com as bactérias

utilizadas no estudo nio iram promover o seu crescimento.
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Figura 15: Testes de difusdo em meio sélido para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes e laminados
(1-papel; 2-FC; 3-FOC; 4-LFC; 5-LFOC) (S. aureus (S.A.); L. monocytogenes (L.M.); E. faecalis (E.F.); B.
cereus (B.C.); E. coli (E.C); S. Typhimurium (S.T.); P. aeruginosa (P.A.)).
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Capitulo 7 — Conclusoes e Perspetivas Futuras

Este estudo consistiu no desenvolvimento de laminados de celulose/zeina para embalagem

alimentar, uma alternativa ecologica as embalagens convencionais de plastico, com baixa
biodegradabilidade.

Para se atingir o objetivo de produzirem laminados biodegradaveis adequados para aplica¢des em
embalagens alimentares, foi necessario comecar pela producdo dos filmes de zeina, para
posteriormente serem produzidos os laminados por um processo de compressdo. O papel e o filme
de zeina ficam unidos sem adi¢ao de adesivos, esta coesio das duas camadas dos laminados € possivel
através da interpenetracgio do filme e o papel, formando ligacoes de hidrogénio capazes de impedir a
separacao das duas camadas quando os laminados sdo manuseados. Produziram-se dois tipos de

filmes de zeina, com e sem OC.

Os filmes e laminados foram caracterizados, em termos das suas propriedades mecéanicas, térmicas,
oOticas, hidrofdobicas, antimicrobianas, antioxidantes, permeabilidade ao oxigénio e vapor de agua,

microestrutura, como estava previsto nos objetivos.

Com o intuito de conferir propriedades antioxidantes e antimicrobianas aos laminados e selecionar
um o6leo essencial para ser incorporado nos filmes, foi efetuada uma analise quimica ao OC onde se
verificou que ele é maioritariamente composto por monoterpenos, que sdo hidrocarbonetos
aromaticos. Foram também efetuadas anélises antimicrobianas e antioxidantes ao 6leo essencial.
Quanto as propriedades antioxidantes, o OC demonstrou resultados promissores para substituir o
BHT, um antioxidante sintético, por apresentar no teste do branqueamento do [-caroteno um ICs,
onze vezes inferior ao do BHT, apresentando também uma atividade antioxidante forte na
capacidade de sequestrar os radicais livres do DPPH. Na anélise das propriedades antimicrobianas,
o OC apresentou halos de inibi¢cdo no ensaio de difusdo em agar para todos os microrganismos

testados, e valores de CMI baixos para as bactérias Gram-negativas.

A anélise das propriedades mecanicas dos filmes e seus laminados, permitiu concluir que os LFOC,
ao contrario do que acontece para os filmes que o compdem, apresentaram melhores propriedades
mecanicas, maior resisténcia e menor rigidez. Evidenciando que o OC podera ter aumentado as

interacoes entre o filme e o papel, facto visivel na diminuicao da espessura do conjunto e no SEM.

Quanto as propriedades de superficie, os laminados sofreram um aumento da componente polar, o
qual demonstra uma diminuicdo da hidrofobicidade na superficie dos laminados em relacao aos seus
filmes. Os LFC apresentaram maior hidrofobicidade do que os LFOC, sendo a diferenca existente
entre eles pequena, o OC nao melhorou as propriedades de superficie, provocando uma ligeira
diminuicio da hidrofobicidade dos FOC e dos LFOC em relacdo aos seus controlos, esta conclusio

foi baseada nos resultados obtidos através da avaliacao do 6 e da energia de superficie .
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Relativamente a permeabilidade ao vapor de agua, os FOC e os LFOC apresentaram melhores valores
comparativamente aos seus controlos, indicando que o OC retarda a passagem do vapor de dgua. Os
laminados ao serem compostos por uma camada de papel e uma camada de filme sdo mais espessos,

apresentando os valores da permeabilidade superiores aos dos seus filmes.

Os LFOC apresentaram valores de permeabilidade ao oxigénio inferiores aos do seu controlo,
permitindo concluir que a presenga do OC diminui a permeabilidade ao oxigénio dos laminados,
conclui-se também que o processo de producio de laminados leva a um melhoramento das

propriedades de barreira.

A anélise da microestrutura dos laminados e filmes, executada pela observagio por SEM do corte
transversal das amostras, permitiu concluir que os FOC e LFOC apresentam uma maior
homogeneidade e coesdo na sua estrutura do que os seus controlos, o que influencia os resultados

obtidos em outras propriedades como a permeabilidade ao vapor de dgua e ao oxigénio.

Relativamente as propriedades antioxidantes dos filmes e laminados, observou-se nos resultados
obtidos no ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH, que ambos os filmes e laminados
apresentaram valores semelhantes. No ensaio do branqueamento do B-caroteno foram os FOC e
LFOC que apresentaram os melhores valores de inibicao, evidenciando a capacidade dos laminados
para serem utilizados em embalagens de alimentos que contenham lipidos. Os FOC e LFOC
apresentaram inibicdo do crescimento microbiano para todas as bactérias em estudo por contacto
direto, exceto para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, onde se verificou um halo de inibicao de
6.64 mm para os FOC e de 6.40 mm para os LFOC, os seus controlos ndo apresentaram nenhuma

propriedade antibacteriana, tendo inclusive existido crescimento microbiano sobre as amostras.

Quanto as restantes propriedades, conclui-se que todos os filmes e laminados produzidos eram de
cor amarela, sendo os filmes transparentes e os laminados nao, por terem uma camada de papel.
Verificou-se também que o OC nio alterou as propriedades dos filmes e laminados. Na analise DSC,
os resultados sugeriram que a incorpora¢iao do OC melhorou a estabilidade térmica dos FOC e LFOC
comparativamente aos seus controlos. O OC na anélise FTIR intensificou os picos das bandas ja
existentes nos FOC e LFOC.

Concluiu-se também que o OC melhorou propriedades importantes como a permeabilidade ao vapor
de agua, atividades antioxidantes e antimicrobianas, propriedades mecanicas e a microestrutura,

permitindo que os FOC e LFOC se destacassem dos seus controlos.

O presente trabalho contribuiu ndo s6 para o desenvolvimento dos laminados, como também para o

estudo das diversas propriedades que o OC pode conferir aos mesmos.

Em aplicacgGes futuras deste trabalho seria interessante uma melhor compreensio de agdo que o OC
tem nos laminados ao nivel microbiano, sendo necessario a aplica¢iao de mais testes como analise do

crescimento microbiano sobre os laminados, testar a eficidcia antimicrobiana com um modelo
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alimentar, efetuar um estudo da cinética de libertacdao dos principais compostos do OC de forma a
garantir que o uso do mesmo respeita as regras da Unido Europeia para os materiais destinados a

entrar em contacto com alimentos.
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