UNIVERSIDADE
BEIRA INTERIOR

)

Encapsulacio do Oleo Essencial de Lavandim
e sua Incorporacao em Filmes Bioativos para
Aplicacao na Inddastria Alimentar

Versao final apo6s defesa

Barbara Maia Saraiva

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Quimica Industrial
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutor Angelo Filipe Santos Luis
Coorientadores: Prof.2 Doutora Ana Maria Matos Ramos
Prof.2 Doutora Fernanda da Conceicao Domingues

dezembro de 2023






Declaracao de Integridade

Eu, Barbara Maia Saraiva, que abaixo assino, estudante com o nimero de inscricdo
Mi12277 do Mestrado em Quimica Industrial da Faculdade de Ciéncias, declaro ter
desenvolvido o presente trabalho e elaborado o presente texto em total consonancia com

o Cédigo de Integridades da Universidade da Beira Interior.

Mais concretamente afirmo nao ter incorrido em qualquer das variedades de Fraude
Académica, e que aqui declaro conhecer, que em particular atendi a exigida referenciacao
de frases, extratos, imagens e outras formas de trabalho intelectual, e assumindo assim

na integra as responsabilidades da autoria.

Universidade da Beira Interior, Covilha 07/12/2023

p@km o Mm 5@ rouVJa

il






Este trabalho foi financiado pela Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT),
IL.P./MCTES, através de fundos nacionais (PIDDAC), e decorreu na Unidade de
Investigacao Fiber Materials and Environmental Technologies (FibEnTech), da
Universidade da Beira Interior, no ambito do Projeto de Investigacdo intitulado

UIDB/00195/2020 - Projeto Estratégico da Unidade de Investigacao FibEnTech.

/ .. U FACULDADE
FibEnTech CIENCIAS
Fiber Materials and Environmental Technologies L

Departamento de
Quimica

# PORTUGUESA

Fundagdo

fg REPUBLICA
d

para a Ciéncia
e a Tecnologia






Dedicatéria

Aos meus pais e a minha irma, que sao os melhores do mundo.

Aos meus avos, em especial ao meu companheiro de aniversario, o avo Z¢, que nos deixou

nesta reta final, mas que estara sempre nos nossos coragoes.



viii



Agradecimentos

Como esta etapa nao teria sido finalizada sem o apoio de todos aqueles que estiveram
presentes ao longo do meu percurso académico, quero agradecer a todas as pessoas

envolvidas direta ou indiretamente neste trabalho.

Em primeiro lugar, quero agradecer ao meu orientador, o Professor Doutor Angelo Luis,
pela orientacao excelente, por todos os ensinamentos, por toda a paciéncia, persisténcia

e total disponibilidade.

Agradeco as minhas coorientadoras por todo o apoio prestado. A Professora Doutora Ana
Ramos por toda a ajuda, principalmente com o Angulo de Contacto, e por todos os
conhecimentos que me transmitiu, e a Professora Doutora Fernanda Domingues por

tornar parte deste trabalho possivel.

A Doutora Ana Paula Gomes, do Centro de Otica da Universidade da Beira Interior, pelo

tempo que disponibilizou para a realizacao dos ensaios de SEM e DSC.

Quero agradecer a possibilidade de realizar este trabalho na Unidade de Investigacao
Fiber Materials and Environmental Technologies (FibEnTech) e Centro de Investigacao
em Ciéncias da Sauade (CICS).

Agradeco também ao projeto com o qual esta dissertacao contou com o apoio, o Projeto
de Investigacao intitulado UIDB/00195/2020 - Projeto Estratégico da Unidade de
Investigacao FibEnTech. Este trabalho foi financiado pela Fundagao para a Ciéncia e a
Tecnologia (FCT), I.P./MCTES, através de fundos nacionais (PIDDAC).

Quero agradecer a todos os meus amigos, colegas e professores com quem eu tive o
privilégio de me cruzar, em especial as diretoras do melhor curso da UBI, a Professora
Doutora Maria Joao Nunes e a Professora Doutora Ana Carreira, muito obrigada por

estarem sempre disponiveis.

Dirijo um agradecimento muito especial aos meus pais. A minha mée, por ser a mais
querida e uma guerreira, e a0 meu pai, por ter feito sempre tudo o que podia e o que nao
podia para que nada nos faltasse. Tenho a certeza que seria muito mais dificil chegar até

aqui sem os ter ao meu lado. Sou-lhes muito grata.



Agradeco a minha irma Monica por ser a minha primeira amiga e ter contribuido muito

para eu ser quem sou hoje. Ao meu cunhado Francisco, por ser meu amigo também.

Apesar de s6 me terem “atrapalhado”, nao posso deixar de agradecer aos meus meninos,
a Maria Luisa e ao Frederico. Tenho muita sorte em ser tia de umas criancas tao lindas e

especiais.

Um grande bem-haja a toda a minha familia, em especial aos meus avés que, mesmo nao

sabendo bem o que eu estudava, sempre se mostraram orgulhosos.

Como os ultimos sdo sempre os primeiros, quero agradecer ao Rui por ser o meu melhor
amigo e companheiro, por todo o amor e dedicacio. Obrigada por acreditares sempre em

mim.



Resumo

Em resposta a crescente preocupacdo ambiental no que concerne ao elevado consumo de plésticos
derivados do petroleo, como embalagens alimentares, a procura por alternativas sustentaveis,
como a utilizacdo de biopolimeros como substitutos dos plasticos sintéticos em embalagens,
ganhou destaque. A pululana, produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans, é considerada uma
alternativa promissora aos plasticos sintéticos e tem despertado um crescente interesse na
producido de filmes comestiveis para potenciais embalagens alimentares ativas. Os oOleos
essenciais (OEs) destacam-se como agentes antioxidantes e antimicrobianos naturais,
contribuindo para minimizar os impactos negativos dos residuos quimicos nos alimentos, na
satide humana e no meio ambiente, enquanto prolongam o tempo de prateleira dos produtos. Um
exemplo é o OE de lavandim, extraido da espécie Lavandula hybrida, cujas propriedades
aromaticas e medicinais sao idénticas as do OE de lavanda, mas tém efeitos mais rapidos e
intensos. Apesar de todas as vantagens que os OEs e os seus compostos bioativos possuem, a sua
aplicacao ainda é limitada devido a desvantagens como a sua volatilidade e instabilidade. Uma
estratégia possivel para combater estas desvantagens é o seu encapsulamento. Este trabalho teve
como principal objetivo a encapsulacao do OE de lavandim e a sua incorporacao em filmes de
pululana, conferindo-lhes propriedades bioativas, para aplicacdo na industria alimentar, como
embalagens ativas. Inicialmente, o OE de lavandim foi analisado, revelando fortes propriedades
antioxidantes e antimicrobianas contra varios patogéneos alimentares. Utilizou-se o método de
emulsdo e evaporacao do solvente para preparar capsulas de acido polilatico (PLA) e encapsular
o OE de lavandim. Foram preparadas capsulas com e sem OE, tendo sido confirmada a sua
estrutura fisica e quimica por SEM, FTIR e DSC. Para as amostras sem OE, obtiveram-se esferas
com 0,585 +0,067 um de didmetro, enquanto para as amostras com OE, obtiveram-se esferas
maiores com 1,242 +0,138 um de didmetro. Foram entdo produzidos quatro tipos de filmes:
pululana, pululana com OE de lavandim e pululana + cipsulas, com e sem OE; em todos eles a
pululana foi dissolvida em agua, com adicdo de glicerol como plastificante. Ao analisar as
propriedades bioativas dos filmes, estes revelaram-se potenciais materiais para embalagens
alimentares inibindo a oxidacdo e peroxidacdo lipidica. Os filmes de pululana com OE de
lavandim e de pululana + capsulas ¢/ OE apresentaram ainda uma percentagem de inibicdo de
cerca de 51 % no ensaio de sequestragio de radicais livres DPPH. J4 no ensaio de difusdo em disco,
ocorreu inibicdo do crescimento bacteriano nos filmes de pululana e nos filmes de pululana com
OE, especificamente nas bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus) e registaram-
se ainda inibigbes por contacto para os filmes de pululana com OE (E. coli) e de pululana +
capsulas com OE (P. aeruginosa). A incorporacao do OE de lavandim melhorou as propriedades
de superficie dos filmes de pululana devido a hidrofobicidade do OE e estes filmes revelaram ser
transparentes e com uma cor amarelada. J4 a adicdo do OE encapsulado, aumentou a gramagem
e espessura dos filmes, aumentando a permeabilidade e a opacidade destes. O OE encapsulado
demonstrou melhorar as propriedades mecanicas, tornando-os mais dicteis e menos rigidos.

Estes filmes biocompositos de pululana com OE de lavandim encapsulado apresentam-se como
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uma alternativa promissora e ecolégica para embalagens alimentares, contribuindo para a

reducao do uso de plasticos convencionais derivados do petroleo.
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Embalagens ativas; encapsulamento; lavandim; Lavandula hybrida; 6leo essencial,

pululana
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Abstract

In response to the growing environmental concern over the extensive use of petroleum-derived
plastics in food packaging, the search for sustainable alternatives, such as the use of biopolymers
as substitutes for synthetic plastics in packaging, has gained prominence. Pullulan, produced by
the fungus Aureobasidium pullulans, is considered a promising alternative to synthetic plastics
and has attracted increasing interest in producing edible films for potential active food packaging.
Moreover, considering public saturation with chemical and synthetic additives, essential oils
(EOs) emerge as natural antioxidant and antimicrobial agents, contributing to mitigate the
negative impacts of chemical residues on food, human health, and the environment, while
extending the product shelf-life. An example is lavandin EO, extracted from Lavandula hybrida,
whose aromatic and medicinal properties are identical to those of lavender EO but exhibit faster
and more intense effects. Despite the advantages offered by the EOs and their bioactive
compounds, their application is limited by disadvantages like hydrophobicity, volatility, and
instability. One possible strategy to overcome these limitations is their encapsulation. This work
primarily aimed to encapsulate lavandin EO and incorporate it into pullulan films, giving them
bioactive properties for application in the food industry, as active packaging. Lavandin EO was
initially analyzed, revealing strong antioxidant and antimicrobial properties against several
foodborne pathogens. The emulsion and solvent evaporation method was employed to prepare
polylactic acid (PLA) capsules for encapsulating lavandin EO. Capsules were produced with and
without EO, and their physical and chemical structure was confirmed by SEM, FTIR, and DSC.
For samples without lavandin EO spheres with a diameter of 0.585 + 0.067 um were obtained,
whereas for samples with EO, larger spheres with a diameter of 1.242 + 0.138 pm were obtained.
Subsequently, pullulan films containing glycerol as a plasticizer were developed, resulting in four
types of films: pullulan, pullulan with EO, pullulan + capsules, with and without EO. Significant
roughness was observed in the pullulan + capsules films due to the dimensions of the incorporated
capsules. Finally, the resulting films were evaluated for their bioactive, thermal, structural,
mechanical, surface, barrier, and optical properties. When analyzing the bioactive properties of
the films, they proved to be potential materials for food packaging, inhibiting lipid oxidation and
peroxidation. The pullulan films with lavandin EO and pullulan + capsules with EO films also
exhibited a inhibition rate of approximately 51% in the DPPH free radical scavenging assay. In the
disk diffusion assay, bacterial growth inhibition was observed in the pullulan films and pullulan
with EO films, particularly in Gram-positive bacteria (L. monocytogenes and S. aureus). Contact
inhibitions were also observed for pullulan with EO films (E. coli) and pullulan + capsules with
EO films (P. aeruginosa). The incorporation of lavandin EO improved the surface properties of
pullulan films due to the hydrophobic nature of the EO. These films were found to be transparent
with a yellowish color. On the other hand, the addition of encapsulated EO increased the weight
and thickness of the films, leading to increased permeability and opacity. The encapsulated EO
also showed an improvement in mechanical properties, making them more ductile and less rigid.

These biocomposite films of pullulan with encapsulated lavandin EO present a promising and
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ecological alternative for food packaging, contributing to the reduction of conventional

petroleum-derived plastics usage.

Keywords

Active packaging; encapsulation; essential oil; lavandin, Lavandula hybrida; pullulan.
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Capitulo 1 - Introducao

Desde a sua descoberta e durante muito tempo, o plastico foi a escolha tradicional para embalar
alimentos, no entanto, as mudancas que tém ocorrido no nosso planeta tém aumentado a
consciéncia ambiental do consumidor em relacao aos danos ambientais causados pela utilizacao
excessiva dos derivados do petroleo, como os plasticos utilizados em embalagens alimentares.
Atualmente, a industria de embalagens para o setor alimentar é conhecida como a maior
consumidora de plasticos sintéticos. A utilizacdo destes materiais acarreta desafios tanto
econdmicos como ambientais, especialmente devido a falta de uma adequada eliminacgio e de um
sistema eficaz de gestao de residuos, uma vez que estes materiais nao sao biodegradaveis [1]. Além
disso, o desperdicio alimentar é uma preocupacao crescente a nivel mundial. Os alimentos que
nao sao consumidos sao deitados ao lixo, e o lixo organico é uma das grandes fontes de gases com
efeito de estufa. Estes motivos tém vindo a aumentar a consciencializacdo da populacdo e a
investigacdo da induastria para o desenvolvimento de novas embalagens sustentaveis,
biodegradaveis e comestiveis que podem aprimorar a seguranca alimentar e elevar a qualidade

dos alimentos [2].

O conceito de “embalagem ativa” foi estabelecido pelo Regulamento da Comissao Europeia (CE)
N.% 450/2009, de 29 de maio de 2009, relativo aos materiais e objetos ativos e inteligentes
destinados a entrar em contacto com os alimentos. De acordo com o artigo 3° deste regulamento,
"materiais e objetos ativos" sao utilizados com o propdsito de prolongar o tempo de prateleira dos
alimentos ou preservar e melhorar a qualidade dos alimentos embalados. Estes materiais sao
projetados de forma a incluir intencionalmente componentes que libertam substancias para os
alimentos embalados ou o meio envolvente, ou que absorvem tais substancias dos alimentos ou

do meio em que se encontram [3].

A utilizacdo de biopolimeros como uma alternativa aos polimeros convencionais para embalagens
alimentares ativas tem sido amplamente estudada nos tltimos anos [1], pois estes sao mais
ecologicos e compativeis com a protecdo ambiental. Estes polimeros sio compostos que, ao
contrario dos polimeros derivados do petroleo, sdo biodegradaveis, comestiveis e produzidos a
partir de fontes renovaveis que possuem um ciclo de vida mais curto quando comparado com os
polimeros derivados de combustiveis fosseis. A degradacao biol6gica surge como uma alternativa
aos métodos tradicionais de reciclagem, como os meios mecanicos, quimicos e energéticos. Este
método ¢é particularmente 1util para o desenvolvimento sustentavel, pois baseia-se na
decomposicao da matéria organica por meio da atividade bioldgica, predominantemente por
meio de reagOes enzimaticas causadas por microrganismos [4], [5]. Geralmente, os biopolimeros
podem ser processados utilizando as mesmas tecnologias usadas para plasticos convencionais,
como moldagem por injecao, moldagem por sopro, termoformagem, extrusio e formacao de
filmes [6].



Os materiais usados nas embalagens ativas devem ser inertes, garantindo que ocorra uma minima
interacao entre os alimentos e as embalagens. A pululana é um polissacarido nao iénico, linear,
solivel em agua e neutro, composto por repetidas unidades de maltotriose a-(1,6) unidas por
meio de ligacOes glicosidicas a-(1,4), tendo como principais vantagens ser um biopolimero
biodegradavel e biocompativel, ndo toxico, ndo imunogénico, ndo mutagénico e ndo carcinogénico
[7]. Os filmes de pululana podem também ser utilizados como embalagens ativas, proporcionando
uma melhoria na qualidade e seguranca dos alimentos ao funcionarem como veiculos para

agentes antioxidantes e/ou antimicrobianos [8].

A espécie Lavandula hybrida (lavandim) tem vindo a ser estudada como um destes agentes,
assim como a sua possivel incorporacdo em embalagens ativas, devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. O 6leo essencial (OE) de lavandim é caracterizado por um
conteddo elevado de terpenos como o linalool, acetato de linalilo, canfora, entre outros, que
contribuem para as suas propriedades bioativas [8]. Como este OE tem aromas fortes, a sua
encapsulaciao podera preservar as caracteristicas organoléticas dos alimentos. Adicionalmente,
consegue-se um melhor controlo da sua disponibilidade e libertagdo, possibilitando o

desenvolvimento de embalagens ativas que aumentam a qualidade dos produtos alimentares [9].

Pretende-se com este trabalho contribuir para a investigacdo sobre o desenvolvimento de novos
materiais de embalagem alimentar, tendo em vista o prolongamento do tempo de prateleira dos
alimentos, a reduciao da utilizacdo de conservantes sintéticos, a melhoria da qualidade dos

alimentos e, ainda, a sustentabilidade ambiental.



Capitulo 2 - Estado da Arte

A medida que a sociedade progride, o desenvolvimento de embalagens destinadas & preservacio
e armazenamento de alimentos tem sido uma constante. No entanto, h4 uma procura crescente
por embalagens e conservantes naturais. As embalagens tém como funcdo principal a
salvaguarda dos alimentos, prevenindo a sua contaminacao ou degradacao devido a influéncias
externas, como humidade, luz, choques, entre outros. Além disso, desempenham um papel
crucial, assegurando a integridade dos produtos durante o transporte e o armazenamento [10].
A selecdo adequada de embalagens de alimentos pode ajudar a reduzir e prevenir o desperdicio
alimentar e deve ainda garantir que nao haja alteracGes negativas na qualidade dos alimentos,
crescimento microbiano, oxidacdo de lipidos ou degradacdo de nutrientes. As embalagens
alimentares tradicionais costumam ser de utilizacdo tinica, sendo descartadas ao chegar ao
consumidor ou apds o consumo do produto. Alguns dos materiais mais usados em embalagens
alimentares incluem papel, plastico, vidro, aco, aluminio e diferentes ligas. Assim, enquanto
alguns materiais tém taxas de reciclagem relativamente altas (mais de 20% para alguns papéis
e papeldo), outros, como muitos plasticos, normalmente tém taxas de reciclagem mais baixas

(menos de 20%) [2].

A utilizagdo dos plasticos trouxe uma série de vantagens a sociedade, como a minimizacao do
desperdicio de alimentos por meio do uso de embalagens e a redugdo do consumo global de
energia, uma vez que, substituir os plésticos por alternativas, como vidro e aluminio, elevaria o
consumo de energia em 57% e as emissoes de gases com efeito de estufa até 61%. Esses materiais
encontram ampla aplicacio em embalagens de diversos produtos devido a facilidade de
moldagem e a baixa massa molecular, resultando em embalagens leves que reduzem os custos de
producao e transporte. Apesar destas vantagens, a maioria dos plasticos utilizados é derivada de
hidrocarbonetos fosseis, nao é biodegradavel nem renovavel, e acaba frequentemente em aterros
ou nos oceanos, gerando residuos de longa persisténcia que prejudicam o ambiente e a vida
selvagem. Além disso, a producao desses plasticos liberta gases com efeito de estufa, contribuindo
potencialmente para mudancas climaticas e interacoes indesejaveis entre o plastico e os alimentos

embalados [10], [11].

Atualmente, cada europeu gera, em média, cerca de 180 kg de residuos de embalagens por ano.
Sao gerados quase 26 milhoes de toneladas de lixo plastico anualmente na Europa, e cerca de 80%
do lixo marinho € plastico. A quantidade de residuos de embalagens aumentou mais de 20% nos
ultimos 10 anos na Unido Europeia e prevé-se que aumentem mais 19% até 2030, se nenhuma
acgdo for tomada. Perante esta situagdo, os plasticos de base biologica e biodegradaveis estdo a
surgir no nosso quotidiano como alternativas aos plasticos convencionais. A Unidao Europeia tem
desenvolvido o Plano de Ac¢do para a Economia Circular do Pacto Ecolégico Europeu para

responder as exigéncias especificas dos europeus, tal como expressas na Conferéncia sobre o



Futuro da Europa, de forma a prevenir o desperdicio de embalagens, aumentar a reutilizagio e

tornar todas as embalagens reciclaveis até 2030 [12].

Dado que a sociedade estd mais consciente sobre a finitude dos recursos fosseis e a grande
quantidade de materiais poliméricos nao degradaveis gerados, é imperativo desenvolver novos
materiais a partir de fontes renovaveis e sustentiveis. Assim, a utilizacdo de polimeros
biodegradaveis (naturais e sintéticos) surge como uma opc¢ao para solucionar o problema da
poluicdo ambiental. Na industria alimentar, uma das abordagens passa pela adocdo de
embalagens/filmes comestiveis, os quais podem suceder aos materiais sintéticos e, em certos

contextos, reduzir o seu uso em embalagens alimentares [13].

Os biopolimeros sdo compostos poliméricos originados de organismos vivos ou fontes de energia
renovaveis. Dada a escassez de petroleo e o impacto ambiental associado a producao e descarte
de polimeros derivados de combustiveis fosseis, estes materiais tém o potencial de substituir os
polimeros derivados do petroleo, e devido a sua natureza frequentemente biodegradavel, podem

oferecer uma solucdo para o problema da acumulacao continua de plésticos no ambiente [11].

A procura por produtos pouco processados e de facil preparacao, aliada a internacionalizacao do
comércio de alimentos, apresenta desafios significativos em termos de seguranca e qualidade
alimentar. Certos produtos alimentares sdo propensos a deterioracio e, por isso, necessitam de
protecdo contra processos de degradaciao durante a preparagio, armazenamento e distribuigio.
Além dos beneficios ecoldgicos, as embalagens compostas por polimeros biodegradaveis também
podem possuir propriedades antioxidantes e antimicrobianas que agregam valor aos alimentos,
respondendo a preocupacao da industria alimentar com o crescimento de microrganismos. A
transferéncia de bactérias patogénicas através de alimentos para os seres humanos é responsavel
por mais de 64% das hospitalizagdes anuais nos Estados Unidos, e os sintomas dessas doencas
podem variar desde gastroenterites leves a sindromes neurolbgicas, hepaticas e renais, ou até

mesmo morte [14], [15].

Com o intuito de reduzir as contaminagdes microbianas, a tecnologia alimentar tem explorado
alternativas inovadoras para alcancar este proposito. Dentro das embalagens inovadoras existem
duas categorias: embalagens ativas, que visam a protecao do alimento, e embalagens inteligentes,
que se focam na comunicacao com o consumidor. Preferencialmente, utilizam-se combinacoes de
sistemas inteligentes e ativos de forma a alcancar uma maior seguranca e aumentar o tempo de
prateleira dos alimentos, para além de comunicar sobre a qualidade dos produtos até chegarem
ao consumidor final. As embalagens antimicrobianas representam uma categoria de embalagens
ativas que visam reduzir e inibir o crescimento microbiano que pode ocorrer tanto nos alimentos

como no proprio material da embalagem [10], [14].

Nas embalagens alimentares de plastico, tém sido introduzidos diversos agentes antimicrobianos

de origem sintética (como acidos organicos e inorganicos, metais, alcoois, compostos de amoénio



ou aminas, etc.). No entanto, devido as limitagoes estabelecidas por reguladores e pela inddstria
em relacdo aos aditivos alimentares sintéticos, a incorporacdo de agentes antimicrobianos
naturais (como OEs e seus principais compostos, enzimas provenientes de fontes animais,
bacteriocinas, polimeros com atividade antimicrobiana e compostos fendlicos) tem aumentado
consideravelmente em embalagens alimentares. Na induastria alimentar, estes compostos tém
sido considerados seguros pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, tendo

diversas aplicacoes [14].

Os OEs de Lavandula tém sido intensamente investigados pelas suas potencialidades como
agentes antioxidantes e antimicrobianos em alimentos, combatendo patogéneos comuns de
origem alimentar, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium. A atividade antimicrobiana do OE de lavandim pode ser ainda
justificada pelos seus principais compostos, como o linalool e o acetato de linalilo. Sendo a espécie
Lavandula hybrida, (lavandim), um cruzamento entre a alfazema (Lavandula officinalis) e a
lavanda aspic (Lavandula latifolia), este apresenta ainda caracteristicas das espécies que lhe

deram origem, apresentando assim uma promissora atividade antioxidante [16], [17].

2.1. Embalagens alimentares ativas

O desenvolvimento continuo das embalagens ao longo da histéria tem sido vital para a
preservacio e armazenamento adequado dos alimentos. Nesse contexto, as embalagens ativas
surgem como uma abordagem inovadora que vai além do simples embalamento dos produtos. O
conceito de embalagens ativas envolve a incorporaciao de materiais ou agentes que interagem com
o ambiente interno da embalagem ou com o proprio alimento, com o objetivo de prolongar o seu

tempo de prateleira, melhorar a seguranca alimentar e minimizar o desperdicio [14], [18].

Estas embalagens tém ganho destaque devido aos diversos beneficios que oferecem, podem
preservar a qualidade sensorial, nutricional e microbiolégica dos alimentos, reduzindo a
deterioracdo causada por fatores externos, como oxigénio, humidade e microrganismos
indesejados. Além disso, ao criar um ambiente controlado dentro da embalagem, as embalagens
ativas podem melhorar a estabilidade dos produtos, permitindo que os alimentos alcancem

mercados distantes com qualidade intacta [19].

Esta abordagem vai ao encontro dos esforcos globais para reduzir o desperdicio alimentar e
otimizar a utilizacdo dos recursos. Ao minimizar a deterioracdo e o descarte prematuro de
produtos alimentares, as embalagens ativas beneficiam nao s6 aindustria alimentar, mas também
contribuem para uma abordagem mais sustentavel no setor. Nesse sentido, explorar os conceitos
e os beneficios das embalagens ativas é crucial para avancar nas solucdes de preservacdo de

alimentos e promover a economia circular [11].

2.1.1 Principais tipos de embalagens ativas



As embalagens ativas abrangem uma ampla gama de abordagens inovadoras adaptadas para
atender as necessidades especificas de diferentes produtos alimentares e contextos de uso. Entre
essas abordagens, destacam-se as embalagens absorventes e as embalagens emissoras, cada uma

com suas caracteristicas e funcionalidades distintas [19].

As embalagens absorventes tém como objetivo principal controlar a humidade e gases dentro da
embalagem, o que é essencial para manter a qualidade dos alimentos. Estas embalagens sao
projetadas com materiais que t€m a capacidade de absorver o excesso de humidade ou liquidos
libertados pelos produtos alimentares, evitando a formacao de condensacao e o crescimento de
microrganismos indesejados. Além disso, algumas embalagens absorventes também podem
absorver gases indesejados, como o etileno, que acelera a maturacao e deterioracao de frutas e
vegetais. Essa abordagem nao preserva apenas a qualidade dos alimentos, mas também pode

aumentar o tempo de prateleira e a aparéncia dos produtos [20], [21].

As embalagens emissoras, por outro lado, sdo projetadas para libertar substancias ativas de forma
controlada no ambiente interno da embalagem ou diretamente no alimento. Estas substancias
podem incluir agentes antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes ou outras substancias
funcionais que melhoram a qualidade e seguranca dos produtos. Ao libertar essas substancias de
forma controlada, as embalagens emissoras podem inibir o crescimento de microrganismos,

retardar a oxidagdo e até mesmo realcar o aroma ou sabor dos alimentos [22], [23].

A diversidade desses tipos de embalagens ativas reflete a continua procura por solucgoes
inovadoras para atender as complexas necessidades da indastria alimentar. Ao explorar as
funcionalidades tnicas das embalagens absorventes e emissoras, a indtstria pode melhorar a
qualidade dos alimentos e simultaneamente, promover praticas mais sustentaveis, reduzindo o

desperdicio e otimizando a utilizacdo de recursos.

2.1.2 Materiais utilizados em embalagens ativas

As embalagens ativas usam uma variedade de polimeros, que desempenham um papel
fundamental na determinacao das caracteristicas funcionais e das propriedades de barreira destas
embalagens. Os polimeros escolhidos devem ser capazes de proteger os alimentos, a0 mesmo
tempo em que permitem a libertacdo controlada de substancias ativas. Dentre os tipos de

polimeros frequentemente utilizados, destacam-se os sintéticos e os biopolimeros.

Os polimeros sintéticos, como polietileno, polipropileno e poliéster, sio amplamente utilizados
na induastria de embalagens ativas devido as suas propriedades de barreira excecionais. Estes
polimeros oferecem uma barreira eficaz contra gases, humidade e odores, protegendo os
alimentos do ambiente externo e mantendo a sua qualidade. Além disso, os polimeros sintéticos
podem ser moldados em diversas formas e tamanhos, permitindo a produgdo de embalagens
especificas para diferentes produtos alimentares. No entanto, a resisténcia destes polimeros a
degradacdo ambiental é uma preocupacdo, o que tem levado a um interesse crescente em

alternativas mais sustentiveis [21].



Os biopolimeros, por sua vez, tém ganho destaque como alternativas mais sustentaveis aos
polimeros sintéticos tradicionais. Estes polimeros sdo derivados de fontes renovaveis, como
amido de milho, celulose e proteinas, e sdo biodegradaveis, reduzindo o impacto ambiental. Os
biopolimeros tém sido amplamente investigados para uso em embalagens ativas devido as suas
propriedades de barreira e a capacidade de liberagdo controlada de substancias bioativas. A
versatilidade dos biopolimeros permite a producao de embalagens mais ecologicas, ao mesmo

tempo em que atendem as exigéncias de desempenho [24], [25].

A escolha entre polimeros sintéticos e biopolimeros depende das necessidades especificas de cada
aplicacio e do equilibrio entre funcionalidade, sustentabilidade e eficicia. A medida que a
industria de embalagens ativas evolui, a pesquisa e a inovagdo continuam a explorar novos
materiais e abordagens para melhorar a qualidade dos alimentos, prolongar a vida til dos

produtos e reduzir o impacto ambiental das embalagens.

2.2 Biopolimeros

Os biopolimeros, também conhecidos como plasticos biodegradaveis, sdo materiais poliméricos
nos quais pelo menos uma etapa no processo de degradacao ocorre por meio do metabolismo de
organismos naturais. Estes materiais possuem estruturas e funcionalidades similares aos
plasticos de origem fossil, porém, sao de base biologica, total ou parcialmente derivados de fontes
renovaveis. A biodegradacdo consiste num processo quimico em que 0s microrganismos
disponiveis no ambiente convertem os materiais em substincias naturais, como agua e dioxido
de carbono. Este processo depende das condi¢des ambientais, do material e da sua aplicacao. A
biodegradacao desses bioplasticos resulta na desintegracdo sem a libertacdo de substancias

toxicas ou residuos prejudiciais ao meio ambiente [11], [26].

Os biopolimeros de origem natural tém atraido grande atencao nos altimos anos devido as suas
propriedades, como a nao toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, flexibilidade e
renovabilidade. No entanto, estes possuem algumas limitacoes técnicas que os tornam dificeis
de processar, portanto, devido a essas limitacoes, misturas, compdsitos e nanocompoésitos tém
sido investigados para melhorar diversas propriedades como processabilidade, resisténcia ao

calor, propriedades mecanicas e desempenho reologico [4].

Atualmente, tém sido usados varios biopolimeros em diversas areas (alimentar, farmacéutica,
biomédica), devido as suas propriedades fisico-quimicas tnicas, especialmente quando
comparadas com os seus homologos derivados do petroleo (por exemplo, os pléasticos) [27]. Os
biopolimeros podem ser organizados em diversas categorias conforme a proveniéncia das
matérias-primas e o processo de producao associado. O esquema apresentado na Figura 1 reporta

esta organizacao.
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Figura 1-Tipos de biopolimeros (adaptado de [13] e [28]).

2.2.1 Pululana

A pululana é um polissacarido produzido pela levedura Aureobasidium pullulans e tem vindo a
ser utilizada em diversas areas, como a medicina e a biotecnologia [29]. A pululana é um polimero
nao téxico, nao mutagénico, ndo cancerigeno e comestivel, geralmente comercializado como um
p6 esbranquicado. E insipido, inodoro e é altamente soltivel em 4gua, embora seja insolivel em
alcool e outros solventes organicos e tem uma boa resisténcia mecanica. Também foi descrito que

a pululana inibe o crescimento de diversos microrganismos em alimentos [27].

Na area da industria alimentar, as primeiras aplicacoes da pululana envolvem a sua utilizagao
como agente espessante, estabilizante, texturizante e gelificante, produzindo produtos com boas
propriedades sensoriais e de processamento mais facil. As primeiras tentativas de utilizar a
pululana em embalagens alimentares, no inicio dos anos 9o, ficaram atras do seu uso estabelecido
como aditivo alimentar. Naquela época, entendia-se que os grandes beneficios teriam surgido de
certas propriedades da pululana, como a sua alta solubilidade em agua e a propriedade de
barreira, contra oxigénio e didxido de carbono. No inicio, os filmes comestiveis de pululana
hidrossolaveis foram propostos como bolsas para por¢des que poderiam ser gradualmente
dissolvidas em agua ou em alimentos quentes. No entanto, a primeira aplicacio macica de
pululana em embalagens de alimentos pode ser considerada como uma cobertura comestivel, ou
seja, uma camada relativamente fina de material aplicada e formada diretamente na superficie do

alimento, que pode ser ingerida junto com o produto [27].

A maioria dos estudos das embalagens ativas para aplicacoes em alimentos e bebidas foca-se
principalmente no desenvolvimento de sistemas antimicrobianos e antioxidantes. Como os

revestimentos comestiveis podem ser concebidos como a embalagem priméria que envolve o



alimento, estes podem assumir caracteristicas ativas que geralmente pertencem aos filmes
plasticos a base de petréleo comumente usados. Na verdade, a capacidade dos biopolimeros de
“sentir” estimulos externos, como por exemplo, variacoes de humidade relativa, temperatura e
pH, torna estes revestimentos mais adequados comparativamente aos plasticos derivados do
petrdleo para o desenvolvimento da segunda geracdo de embalagens ativas: embalagens
projetadas para controlar a libertacao de compostos ativos em taxas adequadas para uma ampla

gama de alimentos e reacoes de degradacao especificas de libertacdo controlada [27].

Nos altimos anos, varios trabalhos que estudaram este biopolimero e as embalagens ativas a base
de pululana, demonstraram a adequacdo deste exopolissacarido para atuar como um excelente
veiculo para compostos bioativos. Além disso, comprovou-se que a pululana aumenta o tempo de
prateleira dos alimentos, pois ndo pode ser prontamente assimilada como fonte de carbono por

diversos microrganismos responsaveis pela deterioracio de alimentos [30].

Vérios autores avaliaram o efeito antimicrobiano contra diferentes espécies de origem alimentar
(como, por exemplo, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, S. enteritidis e P. aeruginosa) em
alguns alimentos embalados com filmes de pululana [31]-[33]. Estes filmes exibiram boas
propriedades mecanicas e 6ticas, bem como efeitos antimicrobianos, inibindo os microrganismos
patogéneos estudados, e foram sugeridos como uma alternativa valida ao plastico a base de
petroleo para materiais de embalagem, sendo capazes de prolongar a vida 1til de diversos

alimentos [21].

2.3 Oleos essenciais

Os OEs, podem ser obtidos por meio de métodos classicos ou mais modernos de extracao de
diferentes partes de plantas aromaéticas, tais como flores, folhas, sementes, entre outros. Essas
plantas, que contém uma variedade de metabolitos secundérios que compoe os OEs, constituem
uma mistura rica em moléculas volateis que variam em quantidade e qualidade de acordo com
fatores exdgenos e endogenos. Os OEs sdo constituidos principalmente por hidrocarbonetos,
monoterpenos, sesquiterpenos e os seus derivados oxigenados, e possuem intimeras atividades

biolégicas.

Os OEs sao usados tradicionalmente ha varios anos no tratamento de muitas doencas na medicina
popular e exibem uma ampla gama de bioatividades, incluindo o tratamento de feridas corporais
e tumores [34]. As plantas medicinais fizeram, desde sempre, parte do conhecimento humano.
Atualmente, o interesse nas medicinas alternativas a base de plantas tem vindo a aumentar [35].
As propriedades curativas das plantas medicinais estao ligadas ao seu metabolismo natural, pois
desenvolveram ao longo do tempo um mecanismo de autodefesa para sobreviver e evoluir [8]. A
utilizacao de OEs ndo se limita apenas ao setor farmacéutico, mas também tem sido amplamente
investigada pela industria alimentar. De facto, os OEs podem ser usados nao apenas como agentes

aromatizantes para influenciar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, mas também como



agentes conservantes, para prolongar o tempo de prateleira dos alimentos devido as suas

propriedades antimicrobianas e antioxidantes [36].

Existe uma grande necessidade na industria alimentar de sistemas eficazes para inativar os
patogéneos transmitidos por alimentos em produtos alimenticios e garantir a sua seguranca para
os consumidores. Os OEs podem ser agentes ativos nestas novas embalagens alimentares. Além
do consumidor estar saturado de aditivos quimicos e sintéticos, os OEs demonstraram ser
poderosos antimicrobianos naturais contra uma variedade de patogéneos transmitidos por
alimentos, uma vez que exibem efeitos inibitorios sobre varios microrganismos. As principais
limitacdes do uso destes antimicrobianos em produtos alimentares sdo a possibilidade de
alterarem as propriedades organoléticas dos alimentos e a sua insolubilidade em agua, devido a
sua natureza lipofilica, que limita o contacto com patogéneos em alimentos com alto teor de

humidade [15].

Os OEs de Lavandula tém sido investigados como potenciais agentes antioxidantes e
antimicrobianos em filmes que combatem bactérias como S. aureus e E. coli, patogéneos
alimentares comuns [37]. Nas espécies de Lavandula, como L. angustifolia, L. intermedia, L.
stoechas e L. latifolia, a principal classe de compostos sdo os monoterpenos oxigenados. A

composi¢ao quimica nestas espécies difere apenas na proporg¢io dos compostos [38].

2.3.1 Oleo essencial de lavandim

Alavanda é, normalmente, nativa de regides de solos pobres e rochosos. Desde a antiguidade, esta
tem sido usada como um remédio natural. Possui alta resisténcia a variacoes extremas de climas,
nao exigindo muitos cuidados com tratamentos culturais, apenas necessitando de um solo bem
drenado [8]. As lavandas contam com cerca de 25 a 30 espécies de plantas com flores na familia
das mentas, Lamiaceae, nativas da regido mediterranea ao sul da Africa tropical e de muitas

regides da Asia. Estas podem ser plantas anuais, herb4ceas e pequenos arbustos [39].

Atualmente, o OE de lavanda é produzido principalmente a partir de flores de lavanda por
métodos convencionais de extracdo, ou seja, destilacio por arrastamento de vapor e
hidrodestilacao. O rendimento, a composi¢ao quimica e as atividades bioldgicas do OE, bem como
as suas atividades antioxidante e antimicrobiana, podem ser afetadas por diferentes métodos de
extracdo. Entre esses métodos, a hidrodestilagdo é o preferencial porque é o que tem menor

influencia sobre a composicao quimica e as atividades biologicas do OE [40].

Apesar de grande parte das espécies de lavanda tolerarem certos stresses climaticos, como por
exemplo, calor, seca, vento e geada, praticas agronémicas como fertilizantes, poda, controlo de
ervas daninhas e outros, sdo necessarias para o estabelecimento e producdo comercial. As
populacdes selvagens da mesma espécie de Lavandula podem apresentar variacoes no fenotipo e
na composicao e producao do OE devido a varias razdes, como a variacao sazonal e o estado de
crescimento. Todas as espécies de Lavandula acumulam também acidos fenolicos, que

contribuem para a bioatividade dos extratos aquosos de lavanda. Os compostos fenélicos da
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lavanda foram investigados principalmente pelos seus efeitos antioxidantes, demonstrando uma

correlacao positiva do contetido de acidos fenolicos com os niveis de antioxidantes [37].

A espécie Lavandula hybrida (lavandim), é uma variedade de lavanda que resulta do cruzamento
entre a alfazema (Lavandula officinalis, mais conhecida como Lavandula angustifolia) e a
lavanda aspic (Lavandula latifolia). Este hibrido tem a vantagem de possuir uma concentracao
muito elevada de OE que atua como antioxidante, possuindo ainda propriedades antissépticas,
anti-inflamatorias, analgésicas, antifingicas e bactericidas por ser rico em terpenos [35]. As
propriedades aromaticas e medicinais deste OE sao semelhantes as do OE de lavanda, mas tém
efeitos mais rapidos e mais intensos, contendo um aroma mais penetrante [41]. O OE de lavandim
é caracterizado por um contetdo elevado de terpenos como o linalool, acetato de linalilo, borneol,
canfora, f-pineno, a-pineno e 1,8-cineol. Entre estes, o linalool e o acetato de linalilo sao os

principais determinantes da qualidade e acao terapéutica deste OE [8].

Os OEs sao produtos do metabolismo secundario de plantas e sdo conhecidos por possuirem
propriedades biologicas diferentes. Sao extratos naturais, concentrados, mostrando-se como boas
fontes de compostos bioativos com diversas propriedades farmacologicas, como, por exemplo,

antimicrobianas e antioxidantes [8].

2.3.1.1 Propriedades antioxidantes

Os OEs tém recebido muita ateng¢io devido as suas notaveis atividades biologicas e beneficios para
a saide, mas sdo facilmente oxidados e quimicamente instaveis, pois tém baixa resisténcia a
stresses ambientais como luz, oxigénio e temperatura. Além disso, as suas propriedades fisico-
quimicas podem limitar a sua aplicacdo como compostos ativos em alimentos e produtos
farmacéuticos devido a algumas restricoes, como fraca solubilidade, baixa biodisponibilidade e
libertacao rapida. As técnicas de encapsulacdo podem ser usadas para o aprisionamento de OEs
para manter as suas caracteristicas originais durante o processamento e melhorar as suas

propriedades fisico-quimicas [42].

Um antioxidante é uma substancia que inibe os efeitos oxidativos da atmosfera, reagindo com os
radicais livres para formar um produto mais estiavel. Os antioxidantes derivados de produtos
naturais tém tido grande interesse pois sdo considerados mais seguros em comparagao com 0s
antioxidantes sintéticos disponiveis no mercado. Os acidos fendlicos, abundantes em plantas,
exibem intimeras atividades antioxidantes devido ao seu alto potencial redox. As propriedades
antioxidantes dos extratos de lavanda sao atribuidas principalmente ao contetido de compostos
fenolicos e a certos isoprenooides. No entanto, os principais compostos fendlicos presentes na
lavanda sdo os acidos rosmarinico e cafeico, ambos presentes em baixas concentragoes. Os
residuos aquosos da destilacdo de OEs, conhecidos como hidrolatos também se tém mostrado
ricos em fitoquimicos e possuem atividade biolégica. No entanto, estudos recentes demonstraram
que a atividade antioxidante dos hidrolatos de L. angustifolia é significativamente menor do que

a do OE, devido ao baixo teor de compostos organicos volateis no hidrolato. Ainda assim, esta
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claro que os hidrolatos de lavanda gerados pela industria de destilacao poderiam ser valorizados

e utilizados como fonte natural de agentes antioxidantes [37].

2.3.1.2 Propriedades antimicrobianas

Os OEs sao uma mistura de varios compostos organicos ativos, dos quais 20 a 60 sdo
componentes abundantes em diversos OEs e contribuem para as suas propriedades organoléticas,
como o odor e sabor [34]. O OE de lavandim é aplicado no processamento de alimentos, nao
apenas, como um ingrediente aromatizante, mas também, como um antimicrobiano para
proteger os produtos alimentares de bactérias patogénicas transmitidas por alimentos,
particularmente Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No entanto, fatores como ar, luz,
humidade e temperatura afetam a sua estabilidade e, além disso, também existem dificuldades
envolvidas no armazenamento e transporte do OE devido a sua baixa estabilidade. Portanto, é

essencial encontrar um método para melhorar a sua estabilidade [40].

O calor pode aumentar as propriedades antimicrobianas dos terpenos dos OEs, pois melhora a
permeabilidade celular, permitindo que os constituintes do OE entrem na célula bacteriana e
interrompam o crescimento mais facilmente [37]. A estabilidade dos OEs pode ser aumentada

com o seu encapsulamento, que aumenta, também, a sua atividade antimicrobiana [43].

2.4 Técnicas de encapsulamento

Apesar de todas as vantagens que os OEs e os seus compostos bioativos possuem, a sua aplicagio
ainda é limitada devido a desvantagens como hidrofobicidade, volatilidade e instabilidade. Uma
estratégia possivel para combater estas desvantagens é o encapsulamento de OEs utilizando
diferentes sistemas, que podem nao s6 superar as desvantagens, como também ampliar as
funcionalidades dos OEs [34]. Os compostos ativos dos OEs apresentam grande potencial como
agentes bactericidas em embalagens ativas. O encapsulamento em redes poliméricas promove a

sua protecdo contra agentes externos e adicionalmente, permite uma libertacao controlada [44].

A incorporacao de OEs nas solugoes filmogénicas tem varios desafios, nomeadamente, a sua fraca
miscibilidade e separacdo de fases durante o processo de formacao do filme, efeito adverso na
transparéncia do filme e sensibilidade de compostos bioativos contra diversos fatores ambientais
(por exemplo, temperatura, humidade e pH). Outro problema das embalagens ativas contendo
OEs livres é a rapida migracido dos compostos ativos e, consequentemente, a diminuicdo da
atividade do filme durante o tempo de prateleira dos alimentos. O encapsulamento de OEs € um
método alternativo para superar os problemas relacionados com a aplicacio direta de OEs em

alimentos e/ou embalagens ativas [25].

O encapsulamento é a técnica pela qual um material é aprisionado dentro de um veiculo de
tamanho micro ou nanométrico, de modo a que exista uma libertacao controlada. Este tipo de
libertacao permite controlar a duracao da eficiéncia maxima terapéutica, ao contrario do que

acontece com principios activos nao encapsulados. A micro ou nanoencapsulacao pode levar a
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inimeras novas formulacoes com melhor afinidade com a agua e capacidade de proteger
substancias ativas encapsuladas contra mecanismos de inativacao ou degradacao. Varias técnicas
tém sido usadas com sucesso para o encapsulamento de OEs com resultados interessantes. A
selecao do método de encapsulacdo determina as caracteristicas das particulas, nomeadamente o
tamanho, que é fundamental na relacio com local de administragdo terapéutica. Existem
diferentes métodos de producdo de cipsulas consoante o principio activo seja hidrofébico ou
hidrofilico. Os que tém sido mais divulgados na literatura da especialidade sao o método da

emulsao e evaporacao do solvente, da nanoprecipitacgao, da salificacdo e da emulsao dupla [45].

O maior desafio ao utilizar um determinado método de preparacao consiste na formulacao
adequada, estabelecendo as quantidades ideais de principio ativo, polimero, solvente e nao-
solvente que permitam a producdo de nanoparticulas estaveis, a encapsulacio eficiente do

principio ativo e a sua libertacao de acordo com o perfil desejado [45].

Para a escolha do material encapsulante, um critério importante é a compatibilidade com o
nucleo. Ele ndo deve reagir com o principio ativo, sendo capaz de formar uma membrana ao seu
redor. A abundancia de polimeros, de origem natural ou sintética, aliada as suas caracteristicas
de permeabilidade (permeéaveis, semipermeaveis ou impermeéaveis) fazem deles importantes

candidatos a materiais para as membranas das capsulas [46].

2.4.1 Emulsao e evaporacao do solvente

Este método baseia-se na emulsao de uma solugio organica, onde estdo o polimero e o principio
ativo, numa soluc@o aquosa, onde esta dissolvido o tensioativo. A emulsao é geralmente obtida
através da utilizacao de ultrassons. O solvente organico difunde-se para a fase aquosa, depois da
formacao das goticulas, solubilizando-se até se obter a saturacdo. A medida que se vai evaporando
o solvente organico, o polimero precipita formando as desejadas particulas. Esta separacao das
fases pode ser facilitada realizando um processo de centrifugacio e, em seguida, o centrifugado é
colocado numa estufa, para que ocorra a total evaporacao da fase aquosa e seja possivel recolher

as capsulas secas [45].

Neste método, as goticulas da emulsdo sao estabilizadas por um agente tensioativo, adicionado a
solugdo aquosa, que confere as goticulas a estabilidade necessaria para efetuar a evaporagio do
solvente organico sem que ocorra coalescéncia. O método de emulsao e evaporacao do solvente é
bastante utilizado, pois tem como principais vantagens a sua facil execucao experimental e

permite obter uma eficiente encapsulacdao de numerosos compostos de natureza lipofilica [45].

2.4.2 Nanoprecipitacao

De entre as diversas técnicas de encapsulamento, a nanoprecipitacao tem-se mostrado bastante
promissora em diversos trabalhos. Ainda, a utilizacdo de poliésteres, como o poli(acido latico), é
vantajosa devido as propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade [46]. A preparacio

de nanoparticulas pelo método de nanoprecipitaciao baseia-se na precipitacio do polimero na
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interface de um solvente e de um nao-solvente. Esta deposicao interfacial, consiste
essencialmente na solubilizacdo do polimero e do principio ativo num solvente (ou mistura de
solventes) organico, sendo esta solucdo posteriormente adicionada lentamente a um nao solvente.

A difusao e a tensao interfacial entre o solvente e a fase aquosa sdo determinantes neste processo

[45].

A semelhanca do que acontece no método da emulsio e evaporacio do solvente, aqui a
encapsulacdo do principio ativo também depende da sua solubilidade na fase aquosa ou na
organica. No método de nanoprecipitaciao, podem ou nao ser usados agentes tensioativos para
assegurar a estabilidade das particulas na etapa de precipitacao. No entanto, este é pouco eficiente
na encapsulacio de principios ativos hidrofilicos, devido a sua elevada solubilidade e difusao na
fase aquosa durante a precipitacdo do polimero. Por outro lado, a solubilidade do principio ativo
pode ser muitas vezes manipulada, e melhorada, através da alteracao das condicbes da reacao
(como, por exemplo, do pH) aumentando assim a eficiéncia de encapsulacao [45]. Esta técnica
permite a obtencao instantanea de capsulas monodispersas, é reprodutivel e pode ser facilmente

adaptada a escala industrial [46].

2.4.3 Salificacao

O método de salificacdo baseia-se na separacio de fases de uma mistura homogénea (de agua e
um solvente organico) por adicdo de compostos que promovam essa separacio. E, comumente,
considerada uma modificacao do método de emulsao e evaporacao do solvente. O polimero e o
principio ativo sdo dissolvidos num solvente orgénico, e posteriormente emulsionados numa fase
aquosa que contém um agente tensioativo e um agente de salificacfo. Este tltimo, pode ser um
electrolito (como por exemplo o cloreto de magnésio e o cloreto de célcio) ou néo electrolito (como
a sacarose). A esta emulsio é adicionada 4gua suficiente para promover o aumento da difusao do

solvente organico na fase aquosa, induzindo assim a formacao das particulas [45].

A selecdo do agente de salificacio é um dos passos mais importantes deste método, pois a
eficiéncia de encapsulagdo do principio ativo depende deste ativo. No final do processo de
preparacdo das particulas, o solvente e o agente de salificagio sdo eliminados por uma filtracao
de fluxo cruzado. Este método €¢ adequado quando os principios ativos e polimeros usados para a
preparacao das nanoparticulas sdo solaveis em solventes polares, como, por exemplo, em acetona

ou etanol [45].

2.4.4 Emulsao dupla

Este método baseia-se num processo de emulsdo feita em dois passos, permitindo assim, uma
diminuicao consideravel no tamanho das goticulas dispersas. O método de emulsdo dupla tem
sido aplicado com sucesso na encapsulacao de principios ativos hidrofilicos e, ainda, de proteinas.
Neste método, o principio ativo dissolve-se na fase aquosa e o polimero na fase organica, sendo
as duas fases emulsionadas através de um sonicador ou por agitacdo magnética. Em seguida, esta

emulsdo ¢é adicionada a uma solucdo aquosa que contém o agente tensioativo e é, mais uma vez,
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emulsionada. Ap6s a evaporacdo do solvente organico a pressdo reduzida, as particulas
precipitam e sdo separadas da fase aquosa, posteriormente, através de um processo de

centrifugacao [45].

Com o método de emulsdo dupla é possivel obter goticulas maiores com goticulas de menor
dimensdo no seu interior. Estas goticulas tém como vantagens a reduzida viscosidade a
concentracoes baixas, o que evita o colapso das maultiplas goticulas durante a emulsao dupla, e o

facto da tensao interfacial das goticulas grandes ser suficiente para as manter em suspensao [45].
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Capitulo 3 - Objetivos

A utilizacdo cada vez maior de plasticos sintéticos em embalagens alimentares, juntamente com
o seu descarte inadequado, tem levantado sérias preocupacdes ambientais. Nesse sentido, o
desenvolvimento de filmes a partir de biopolimeros, contendo compostos ativos, surge como uma
alternativa sustentavel as embalagens de plastico, contribuindo para o aumento do tempo de
prateleira dos produtos e reduzindo o desperdicio alimentar. Assim, o principal objetivo do
trabalho experimental desta dissertacao foi a encapsulacdo do OE de lavandim e sua incorporacio
em filmes de pululana, conferindo-lhes propriedades bioativas, para aplicagdo na industria

alimentar. Para isso, foram delineados os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolver um método de encapsulamento do OE de lavandim em matrizes poliméricas,
utilizando técnicas de emulsificagdo e/ou coacervacao;

2. Observar e caracterizar a estrutura das capsulas por microscopia eletronica de
varrimento, e avaliar as suas propriedades bioativas (antioxidante e antimicrobiana);
Produzir filmes de pululana incorporando o OE de lavandim previamente encapsulado;
Avaliar as propriedades fisicas dos filmes obtidos, incluindo as suas propriedades 6ticas,
mecanicas e de barreira;

5. Avaliar a atividade antioxidante e testar a eficacia dos filmes bioativos contendo o OE de
lavandim como agente antimicrobiano, avaliando a sua capacidade de inibir o

crescimento de microrganismos patogénicos.
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Capitulo 4 - Materiais e métodos

4.1 Reagentes

O PLA (CAS: 26100-51-6), ([C3H40:]n) foi adquirido na MiniFIBERS, Inc. (Jonhson City, TN,
EUA). O cloroférmio (CAS: 67-66-3), com massa molar de 119,38 g/mol (CHCI;), o PVA (CAS:
9002-89-5), ([C2H,4O]u) e o glicerol (anidro extra puro) (CAS: 56-81-5) com massa molar de 92,09
g/mol (C3HsO3) foram adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha). A pululana (CAS: 9010-66-
6), com massa molar de 574,57 g/mol ([C23H42016]n)), foi adquirida na TCI Europe (Zwijndrecht,
Bélgica). O OE de lavandim foi adquirido numa empresa produtora de OEs biologicos (Herdade
de Vale Covo, Mértola, Portugal).

4.2 Métodos

4.2.1 Oleo essencial de lavandim: extracio e analise da composicio
quimica

O OE foi extraido a partir das flores da planta, provenientes de agricultura biol6gica, com origem
no sul de Franca (Vaucluse), através de um processo de destilacdo por arrastamento de vapor

utilizando um alambique tradicional [41].

A empresa CHROMESSENCE realizou a anélise da composicao quimica do OE de acordo com a
norma ISO 7609. Para esta anélise, foram utilizadas as técnicas de cromatografia gasosa acoplada
a um detetor de ionizacao de chama (GC-FID) e a cromatografia gasosa acoplada a espetrometria
de massa (GC-MS), no modo total ion chromatogram (TIC). Os compostos foram identificados
por GC-MS, processado no modo espetro completo e quantificados por GC-FID, utilizando a
percentagem de area relativa. O equipamento utilizado foi o GC-FID Agilent Technologies
7820A/MS 5977B, com uma coluna DB-WAX UI 60 m x 0,25 mm x 0,5 um. Como gas de arraste
utilizou-se o hélio a pressao de 33 Psi no FID e 25,5 Psi no detetor MS (MSD) e injecao de 0,1 uL
(MSD) em modo split [7]. Foi utilizado o seguinte programa de temperatura: 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 240°C, 10 min a 240°C.

4.2.1.1 Avaliacao da atividade antioxidante
A atividade antioxidante do OE foi avaliada por dois métodos previamente estabelecidos: ensaio
de sequestracdo dos radicais livres de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) e pelo teste de

branqueamento do (-caroteno.

Ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH
Inicialmente, prepararam-se seis solu¢oes com diferentes concentracoes de OE em metanol
(Tabela 1). De seguida, adicionaram-se 0,1 mL dessas amostras a 3,9 mL de trés solucoes

metanolicas de DPPH (0,20; 0,12 € 0,08 mM).
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Tabela 1-Dilui¢oes metanolicas do OE.

% (V/ V) Vo (|.I.L) ‘VMetanol (I,lL)
100 1000 =
75 750 250
50 500 500
25 250 750
10 100 900
5 50 950

Foram escolhidas estas concentracoes de DPPH devido a faixa de linearidade das solucoes do
composto, uma vez que concentracoes acima de 0,2 mM podem resultar em desvios da lei de
Lambert-Beer, enquanto concentracoes abaixo de 0,05 mM produzem uma cor pouco intensa
com uma faixa de leitura de absorvéncia limitada. O controlo negativo consistiu em 0,1 mL de
metanol e 3,9 mL de cada solucao de DPPH. As misturas reacionais foram incubadas durante 1,5
h a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Mediu-se a absorvéncia a 517 nm usando o
espectrofotometro Helios-Omega, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA. A percentagem de

inibicao foi calculada de acordo com a equacao (1).

% Inibicio = 222 % 100 (1)
C

A

Onde a absorvéncia do controlo negativo é representada por Ac e a absorvéncia das amostras

contendo o OE por Aa.

AICs0, concentracao que promove 50% de inibicao, foi obtida a partir de uma curva de calibracao,
onde se representou graficamente a concentracio do OE e a percentagem de inibigdo
correspondente. A atividade antioxidante foi quantificada como o Indice de Atividade

Antioxidante (IAA) e determinada utilizando a equacao (2).

[AA =

Concentragao final do DPPH no controlo negativo (

O calculo do valor do IAA leva em consideracdo a massa do DPPH e do OE, resultando numa
constante independente da concentracao tanto do DPPH quanto da amostra em analise. Com base
neste valor, é possivel classificar a atividade antioxidante do OE como: pobre (IAA < 0,5),
moderada (0,5 < IAA < 1,0), forte (1,0 < IAA < 2,0) ou muito forte (IAA > 2,0) [47]. Os ensaios

foram realizados em duplicado e as solucoes de DPPH prepararam-se diariamente.
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Teste de branqueamento do f3-caroteno

O ensaio de branqueamento do P-caroteno avalia o poder de inibicdo da peroxidacdo lipidica.
Depois da preparacao da solugao-mae de -caroteno (100 mg/mL em clorof6rmio), adicionaram-
se 100 pL ao acido linoleico (160 uL), Tween 40 (1600 pL) e clorof6rmio (4 mL). Esta mistura foi
evaporada a 45°C por 5 min num evaporador rotativo para a remoc¢do do cloroférmio e
imediatamente diluida com &gua destilada saturada com oxigénio (400 mL). A 4gua foi
adicionada lentamente efetuando uma agitacdo vigorosa até se formar uma emulsdo. Como
branco, utilizou-se uma emulsio preparada de modo similar a anterior substituindo a solugio de
[B-caroteno por cloroférmio, incluindo 40 pL de acido linoleico, 400 uL de Tween 40, 1 mL de
cloroférmio e 100 mL de 4gua destilada saturada com oxigénio. Seguidamente, adicionaram-se 5
mL da emulsdo contendo [-caroteno a 300 uL de diferentes diluicoes metandlicas do OE,
conforme reportado na Tabela 1. O controlo negativo foi preparado com 5 mL da emulsao e 300

uL de metanol [48].

Finalmente, os tubos foram agitados num vortex e colocados em banho-maria a 50°C por 2 horas,
sendo entdo as absorvéncias das amostras medidas num espectrofotémetro a 470 nm. Todas as
medigoes foram realizadas em triplicado e para os controlos as medi¢des foram feitas tanto no

tempo inicial (t=0h) como no final (t=2h).

A atividade antioxidante do OE foi quantificada como a percentagem de inibicdo da oxidacao do
[-caroteno (% de Inibicao) usando a equacao (3).
t=2h_ AE:Zh

a

% Inibigao = Tm="tr X 100 (3)

At=2h representa a absorvéncia das amostras ou do controlo ap6s a incubacao e At=ch a absorvéncia

inicial do controlo [48].

4.2.1.2 Avaliacao das propriedades antimicrobianas

As propriedades antimicrobianas do OE foram avaliadas contra seis espécies de microrganismos
conservados a -80°C em meio Brain Heart Infusion (BHI) com 20% (v/v) de glicerol: trés
bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes LMG
16779 e Staphylococcus aureus ATCC 25923) e trés Gram-negativas (Salmonella Typhimurium

ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Escherichia coli ATCC 25922) [48].

Ensaio de difusao em disco

Inicialmente foi realizada uma repicagem das estirpes microbianas em meio BHI com 20 g/L de
agar para promover a sua adaptacao devido ao seu estado de criopreservacido. Em seguida, as
culturas foram incubadas em estufa a 37°C para serem posteriormente utilizadas no ensaio. Apos

a adaptacao das culturas de microrganismos, o estudo foi conduzido seguindo a norma M2-A8
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estabelecida pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2003). Para o ensaio, discos

de celulose com didmetro de 6 mm foram impregnados com 15 uL do OE [48].

Preparou-se o indéculo através de uma suspensao direta de coldnias isoladas selecionadas numa
placa de agar, usando uma solucao salina estéril (NaCl 0,85% m/v). Esta suspensao foi ajustada
para uma turbidez de 0,5 McFarland equivalente a cerca de 1-2x108 Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC)/mL. Para a inoculacao das placas de teste, uma zaragatoa estéril foi mergulhada
na suspensao microbiana e o excesso de liquido foi removido, girando a zaragatoa contra as
paredes do tubo de Falcon. Seguidamente, o indculo foi espalhado na superficie das placas de
Petri contendo meio BHI, para Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Listeria monocytogenes, e
Miieller-Hinton Agar (MHA), para Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
Typhimurium ATCC 13311, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC

25022,

As placas foram inoculadas esfregando a zaragatoa em toda a superficie, realizando trés rotacgoes
da placa em aproximadamente 60°, garantindo uma disseminacao tripla do in6culo, a zaragatoa
foi ainda passada pela extremidade da caixa de Petri. Os discos impregnados com 15 uL de OE
foram colocados uniformemente na superficie das placas de agar inoculadas. As placas foram
invertidas e colocadas numa estufa a 37°C por 24 horas. Decorrido este periodo, a drea sem
crescimento visivel a olho nu foi considerada como inibic¢ao e os halos de inibi¢ao foram medidos
em milimetros (mm) utilizando um paquimetro digital [49]. Este ensaio foi realizado de forma

independente e em triplicado.

No final do ensaio de difusao em disco, as placas inoculadas foram observadas por microscopia

oOtica para verificar a inibicdo do crescimento microbiano apds o periodo de incubacao.

Determinaciao dos valores de concentracao minima inibitéria: método da
resazurina

Inicialmente, foram efetuadas diluicoes sucessivas do OE (de 32 a 0,25 uL,/mL) numa placa de 96
pocos (50 pL/pogo), usando uma pipeta multicanal e Mieller-Hinton Broth (MHB) como meio
de cultura. Para aumentar a solubilidade do OE, foi mantida a concentracdo méxima de
dimetilsulféxido (DMSO) em 2% (v/v). Seguidamente, adicionaram-se 10 uL da solucao
indicadora de resazurina (0,1%, m/v) diluida em MHB em cada poco, seguido de 30 uL. de MHB.
Por fim, adicionaram-se 10 pL da suspensdo bacteriana (acertada para 0,5 McFarland) em cada
poco. Cada placa continha um conjunto de controlos: uma coluna com todas as solu¢des sem o
composto em estudo (OE), e uma coluna com todas as solucdes sem a suspensao bacteriana, tendo
sido adicionado o volume correspondente em falta com MHB. As amostras foram preparadas em
duplicado e incubadas a 37 °C por 24 horas. A alteracao de cor de azul para rosa ou incolor foi
examinada visualmente e anotada como crescimento microbiano. O valor de CMI foi determinado

como a menor concentracao em que nao ocorreu mudanca de cor [49].

22



4.2.1.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Para determinar os grupos funcionais presentes no OE foram adquiridos espectros de
infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR), utilizando um modelo Nicolet iS10 smart
1TRBasic (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Procedeu-se a anéalise espectral num
espectrometro com resolucao de 4 ¢cm-, abrangendo uma regiao de 600 a 4000 cm, com 64

varrimentos [50].

4.2.2 Preparacao das capsulas

Para a encapsulagido do OE de lavandim, foi adaptado o protocolo de Gomes [45], esquematizado
na Figura 2. Foram preparadas duas solug¢ées, uma com 100 mg de PLA e 10 mL de cloroférmio e
outra com 8,5 g de PVA em 100 mL de 4gua destilada. A primeira solucéo foram adicionados 100
uL. do OE de lavandim. A massa de PLA foi pesada numa balanca analitica com precisao de +0,001
g diretamente para um frasco com tampa, ao qual se adicionou o cloroférmio e o OE, fechando
imediatamente o frasco para evitar a evaporacdo. Colocou-se a solucdo sob agitacio lenta
constante, cerca de 250 rpm, a temperatura ambiente. Apos a dissolucao completa do PLA,
deixou-se em repouso, pelo menos, 24 horas para relaxacao das cadeias do polimero. A segunda
solugao foi preparada num copo de vidro, num banho de polietilenoglicol, a 90°C e sob agitacao.
Finalmente adicionou-se a solucdo orgénica a solugdo aquosa e a mistura resultante foi sonicada

durante 10 minutos a fim de obter uma emulsao.

O recipiente que continha a emulsao foi tapado com parafilm perfurado e colocado a temperatura
ambiente numa placa com agitacao lenta e constante durante pelo menos 24 horas, de forma a
promover a evaporacgio total do cloroférmio. Decorrido este periodo obteve-se uma emulsio
branca, a qual foi centrifugada durante 20 minutos a 14000 rpm, de forma a separar a fase aquosa
das particulas depositadas no fundo do tubo. No final, realizaram-se 3 lavagens com &4gua
destilada a mesma velocidade de rotacao durante 5 minutos. As particulas foram transferidas do
tubo para uma placa de Petri e secas numa estufa a temperatura de 35°C. Ap6s a secagem, as

particulas foram moidas, num moinho de bolas, para completa homogeneizacao.

- .

" | = sonicedr | NV ‘ \Her Secagem
—_— | — _ | —— s
I bes ]

Cépsulas

Solugdo organica Solugdo aquosa Evaporagdo

(PLA, Clorférmio, OE) (PVA, Agua destilada) do solvente Centrifugagéo

Figura 2-Representacdo esquematica da metodologia aplicada na preparacao das capsulas.

Além das capsulas com OE, foram também preparadas capsulas sem OE, seguindo o mesmo

protocolo, no entanto, a solucao organica continha apenas 100 mg PLA e 10 mL cloroférmio.
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4.2.3 Caracterizacao das capsulas

4.2.3.1 Analise da microestrutura

Com o objetivo de realizar a caracterizacdo morfolégica das capsulas, recorreu-se a microscopia
eletronica de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) com o auxilio do
microscopio Hitachi S3400N. As amostras foram fixadas em suportes utilizando fita-cola de
carbono de dupla face e, em seguida, foram revestidas com uma camada de ouro aplicada num
evaporador de metais (Quorum Q150R ES) [28]. Antes da anélise no SEM, as amostras foram
secas e mantidas num exsicador. Para determinar o tamanho médio das capsulas foi utilizado o

programa ImageJ.

4.2.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante e antimicrobiana
A semelhanca do que foi feito para o OE, foram também utilizadas as técnicas referidas
anteriormente para a avaliacao das atividades antioxidante e antimicrobiana das capsulas (ensaio

de difusdo em disco).

Para avaliar a atividade antioxidante das capsulas, as diluicbes do OE foram substituidas por uma
solucdo-mae de 500 mg/L contendo 1,25 mg de capsulas (com e sem o OE encapsulado) e 2,50

mL de cloroférmio conforme documentado na Tabela 2.

Tabela 2-Diluicoes das solugdes contendo as cipsulas.

mg /L Vsolucio-mae (L) Vloroférmio (L)
250 750 750
200 600 900
150 450 1050
100 300 1200
50 150 1350
25 75 1425

Para avaliar a atividade antimicrobiana das capsulas, foram colocados pequenos aglomerados de

capsulas, com e sem OE, com um tamanho semelhante ao dos discos.

Depois do ensaio de difusdo em disco, as placas inoculadas também foram observadas por
microscopia Otica para verificar a inibi¢do do crescimento microbiano pelas capsulas apos o

periodo de incubacio.

4.2.3.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)
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Tal como foi realizado para a caracterizacdo do OE, foi seguido o mesmo procedimento para
determinar os grupos funcionais presentes nas capsulas através de FTIR. Para além das amostras

das capsulas com e sem OE, foram igualmente analisados os seus constituintes, PLA e PVA.

4.2.3.4 Propriedades térmicas

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Para avaliar o comportamento térmico das capsulas, foi efetuada uma anélise por calorimetria
diferencial de varrimento (DSC, do inglés Diferential Scanning Calorimetry). Esta analise foi
executada utilizando um calorimetro (Netzsch DSC 204, Selb, Alemanha), seguindo as seguintes
configuracdes: intervalo de temperatura entre 30°C a 400°C, taxa de aquecimento de 10°C/min

e atmosfera inerte. [10]. Para cada analise, foi inicialmente estabelecida a respetiva linha de base.

4.2.4 Preparacao dos filmes

Filmes de pululana

Inicialmente, foram dissolvidas 3 g de pululana (3%, m/v) em 100 mL de 4gua destilada. Esta
mistura foi agitada usando um agitador magnético a 250 rpm durante 5 minutos, a temperatura
ambiente. De seguida, foi incluido na mistura o glicerol, 15% (m/m, relativamente a massa de
pululana), como plastificante e a mesma foi agitada por mais 30 minutos a temperatura de 50°C

[7].

Os filmes foram obtidos adicionando 16 mL da solucdo filmogénica em placas de Petri de
poliestireno (9 cm de didmetro), as quais foram posteriormente colocadas numa estufa ventilada
a 60°C por um periodo de 2 a 3 horas. Ap6s o tempo de secagem, os filmes resultantes foram
destacados das placas de Petri e mantidos sob condigdes controladas de humidade relativa (HR)

50 + 5% e temperatura 23 + 2 °C.

Filmes de pululana com OE

Para preparar os filmes de pululana contendo o OE de lavandim, seguiu-se o mesmo protocolo
com uma pequena diferenca: foi adicionado a solucao, 15% OE (m/m, relativamente a massa de
pululana) sob agitagdo magnética durante 10 minutos, a 50 °C. No final, esta mistura foi
homogeneizada por 5 minutos a 10000 rpm usando um homogeneizador IKA T25 Digital Ultra-

Turrax (Staufen, Alemanha) [7].

Filmes de pululana com capsulas (com e sem OE)

No caso dos filmes com incorporagido das capsulas, com e sem o OE encapsulado, foram
adicionados 15% (m/m relativamente a massa de pululana) de cada amostra, sob agitacio
magnética durante 10 minutos, a 75 °C. De salientar, que para estes filmes as solucoes nao foram

homogeneizadas no Ultra-Turrax para nao destruir as cipsulas.

De forma a facilitar a identificacdo das amostras na apresentacao e tratamento dos resultados foi

adotada a seguinte terminologia: Filmes de pululana — Pu; Filmes de pululana com o OE — PuOE;
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Filmes de pululana com as cipsulas sem o OE encapsulado — Pu+céapsulas s/OE; Filmes de

pululana com as capsulas contendo o OE encapsulado — Pu+capsulas ¢/OE.

4.2.5 Caracterizacao dos filmes

4.2.5.1. Avaliacao da atividade antioxidante e antimicrobiana
Foram utilizadas as mesmas técnicas para a avaliacao das atividades antioxidante, substituindo
os volumes de OE por 3 discos com de 6 mm de diametro, e antimicrobiana pelo ensaio difusao

em disco, utilizando um disco de 6 mm de diametro.

No ensaio de sequestragio dos radicais livres de DPPH, foram misturados os discos dos filmes
com a solu¢ao metandlica de DPPH 0,1 mM e colocados durante 8 h na auséncia de luz. Decorrido

este periodo, foram lidas as absorvéncias.

No final do ensaio de difusao em disco, a semelhanca do que foi feito para o OE e para as capsulas,
as placas inoculadas foram observadas por microscopia Otica para verificar a inibicdo do

crescimento microbiano e a integridade dos filmes ap6s o periodo de incubacao.

4.2.5.2. Espetroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

As condicgbes para a obtencao dos espetros de FTIR dos filmes foram semelhantes as utilizadas

para as capsulas e ja descritas anteriormente.

4.2.5.3. Propriedades térmicas

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

A semelhanca do que foi feito para as capsulas, o comportamento térmico dos filmes foi
igualmente avaliado por DSC, com o auxilio do mesmo equipamento e seguindo as condigoes

descritas.

4.2.5.4 Propriedades estruturais dos filmes

Gramagem

A gramagem (G) dos filmes foi obtida através do calculo do quociente entre a massa (g) dos filmes,
adquirida numa balanca analitica com uma precisao de +0,001 g, e a sua area (mz2). Este calculo

segue a norma ISO 536:1995 e foi realizada de acordo com a equagdo (4) [51].

area (m2)

_ massa (9) (4)
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Espessura
A medicio da espessura foi realizada em cinco pontos aleatérios de cada amostra utilizando um
micrémetro (AdamelLhomargy mi 20), com uma sensibilidade de +0,001 mm. Este procedimento

seguiu, parcialmente, a norma ISO 534:2011 [51].

Densidade aparente
A densidade aparente, também conhecida por massa volimica (g/cm?) consiste no quociente

entre a gramagem e espessura média de cada filme, conforme reporta a equacao (5), seguindo a

norma ISO 534:2011.

G (g/cmz) (5)

Densidade aparente =
espessura (cm)

4.2.5.5 Propriedades mecanicas

Para a caracterizacdo das propriedades mecanicas dos filmes foram efetuados ensaios de tragio,
tendo sido avaliada a resisténcia a tracao (N/mz2), alongamento (%), indice de tracdo (N.m/g) e
modulo de Young (MPa). Os ensaios foram realizados no equipamento Thwing-Albert
Instruments Co., modelo EJA, seguindo a norma ISO 1924/2, com algumas adaptagoes: distancia
inicial entre as garras de 5 cm e velocidade de ensaio de 10 mm/min. Os filmes foram previamente
cortados, numa guilhotina de dupla lamina, com dimensoées de 7 cm x 1,5 cm [51]. O valor de cada
um dos parametros mecanicos avaliados corresponde ao resultado da média de quatro medicoes
para cada filme. Durante o teste, uma carga uniaxial com velocidade constante foi aplicada a

amostra, resultando numa curva caracteristica de tensdo em funcio da deformagio. [10].

4.2.5.6 Angulo de contacto e energia livre de superficie

Para analisar a hidrofobicidade da superficie dos filmes, utilizou-se a técnica de medigdo do
angulo de contato (0) com agua. O angulo de contato é o angulo formado entre a superficie de
uma gota de liquido e a superficie do s6lido no ponto trifasico onde coexistem as 3 fases. Neste
ponto existem trés forgas, a tensao superficial do liquido, a tensdo interfacial entre o liquido e o

s6lido e a tensao superficial do sdlido.

A equacdo de Young (9) é usada para descrever quantitativamente os fen6menos de
molhabilidade e relaciona o angulo de contacto com as trés forcas envolvidas no ponto trifasico

[52].
Yiy X €0SO = Y5y — Vs 9)

Onde y;_,, yi—» € ¥s_; SA0 respetivamente as tensoes interfaciais entre o sélido-vapor, liquido-

valor e solido-liquido [14].
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Para analisar a energia de superficie das amostras, foi ainda medido o angulo de contacto com
diiodometano e etilenoglicol. Usou-se o método de Owens, Wendt, Rabel and Kaelble (OWRK) e
os valores da tensdo superficial dos liquidos foram retirados da biblioteca do software do
equipamento , selecionando os valores dos seguintes autores, dgua e diiodometamno - Strom et

al; etilenoglicol — Erbil [53].

Os angulos de contacto 6 foram medidos no equipamento OCAH 200 DataPhysics pelo método
da gota séssil, usando uma seringa Hamilton de 500 pL para cada um dos liquidos. Foi depositada
sobre a superficie de cada filme uma gota de 4 pL para a agua e etilenoglicol e 2 uL para o
diiodometano. Foram efetuadas 6 a 8 medicoes em cada uma das faces do filme e calculou-se o

valor médio [28].

4.2.5.7 Propriedades barreira

Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

Foram realizadas as medic¢oes da permeabilidade ao vapor de 4gua (WVP, g/(Pa.dia.m)) e da taxa

de transmissao de vapor de 4gua (WVTR; g/(mz2.dia)), seguindo a norma ASTM Eg6-00 [28].

Colocou-se em cada caixa um meio absorvente, 13 g de cloreto de calcio anidro (CaCl.),
previamente seco em estufa a 105°C, originando, assim, um nivel de 0% de humidade relativa no
interior de cada uma. Posteriormente, o filme foi posicionado entre a abertura da caixa e uma
moldura, sendo o conjunto selado com a ajuda de seis garras com parafuso. A natureza
higroscopica do CaCl. permitiu estabelecer um gradiente de absorcao de vapor de agua através do

filme, dependendo da sua permeabilidade [13].

As amostras foram submetidas a condi¢oes de temperatura de 23 + 1°C e humidade relativa de 50

+ 2% na face superior, com uma area de exposicao da amostra de 31 cm=.

As variagOes gravimétricas foram monitorizadas em intervalos de 2 horas durante um periodo de
48 horas. O gradiente foi obtido a partir do declive de uma regressao linear realizada entre a

variacao de peso e o tempo. A WVTR foi calculada de acordo com a equagio (10).

Am

WVTR = - (10)

Nesta equacao (10), Am representa a variacdo da massa das caixas de teste (g), A denota a area de
teste (m2), At indica a variagao no intervalo de tempo de teste (dia), Am/At corresponde ao declive
da reta resultante das 13 medicoes da massa das caixas, expressa em g/dia. O calculo da WVP foi

realizado de acordo com a equagao (11).

WVTR __ WVTR

WVP == = s —rm)

X e (11)
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Na equacdo (11), p representa a pressao de vapor de agua a 23°C (2811 Pa), RH1 indica a
humidade relativa na face superior do filme (50 %), RH2 corresponde a humidade relativa na face
inferior do filme (0%), e refere-se a espessura (m) das amostras [50]. Cada amostra foi submetida

a ensaios em duplicado.

4.2.5.8 Propriedades oticas

A analise da cor e da transparéncia dos filmes foi realizada recorrendo a um espectrofotémetro
Technidyne Color Touch 2 (New Albany, IN, EUA). As leituras foram executadas utilizando o
iluminante D65 e com um angulo de observacio de 10°. O sistema de cor selecionado foi o CIE
L*a*b*, no qual as coordenadas cromaticas representam: L* (luminosidade, variando de o (preto)
a 100 (branco)), a* (varia entre -10 (verde) e +10 (vermelho) e b* (oscila entre -10 (azul) e +10

(amarelo).

A transparéncia das amostras foi medida no mesmo equipamento utilizando a equacao (12),

seguindo a norma ISO 22891 [50].

T = J(Rw - Ro) G~ Ro) (12

Na equacdo (12), T corresponde a transparéncia, Rw a refletincia da amostra em % quando
colocada sobre um fundo branco, R, representa a refletancia da amostra em relacdo a um fundo

negro e Rew) = 90,41 refere-se a refletancia do fundo branco utilizado como referéncia.

4.2.5.9 Analise de resultados

Os resultados obtidos foram tratados no programa Microsoft Excel e posteriormente
apresentados sob a forma de média + desvio padrao (DP). Os resultados foram analisados pelo
teste T de Student, assumindo que as variaveis continuas tinham distribuicio normal. As
diferencas significativas foram consideradas para as situa¢oes em que o valor de p fosse inferior

a 0,05 (intervalo de confianca de 95%).
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Capitulo 5 - Resultados e discussao

Neste trabalho, foi realizada uma anélise da composi¢do quimica do OE de lavandim, a sua
encapsulacao e uma analise das suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, tanto do OE
como das cipsulas. Adicionalmente, foram realizados diversos testes aos filmes de pululana,
filmes de pululana contendo o OE e filmes de pululana com capsulas (com e sem OE), abordando
propriedades fisicas, de barreira, 6ticas e de superficie, bem como as suas atividades antioxidantes

e antimicrobianas, possibilitando uma caracterizagdo abrangente dos materiais desenvolvidos.

5.1 Analise quimica do OE

A andlise quimica do OE de lavandim foi efetuada por GC estando o cromatograma obtido

representado na Figura 3.

FIO1 - ASignal #1 LAVANDIN GROSSO_LAVANDULA HYBRIDA DUALD

Figura 3-Cromatograma do OE de lavandim.

Os resultados da anéilise da composicdo quimica do OE investigado neste trabalho estdo
documentados na Tabela 3. Um total de 97 compostos foram identificados no OE,
correspondendo a uma taxa de identificacdo de 99,34% da sua composicdo quimica. Entre os
compostos identificados, aqueles cuja percentagem relativa excede 1% foram: 1,8-cineol, canfora,
linalool, acetato de linalilo, acetato de lavandulilo, trans-B-cariofileno e borneol. Estes resultados
sdo concordantes com os documentadas previamente por outros autores [37]. Na Tabela 3

constam os compostos registados por ordem de eluicao.

Tabela 3-Anélise da composicao quimica do OE de lavandim.

Tempo de
rentencao Compostos % Relativa Familia quimica
(min)
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6,09
10,22
13,04
13,84
14,04
16,48
19,17
20,04
21,98
22,88
23,07
25,18
25,55
26,28
26,60
26,93
28,02
29,27
29,62
30,48
30,69
30,85
31,72
35,56
35,79
36,07
36,63
37,00
38,07
38,47
38,78
39,63
39,97
41,33
42,19

43,39

44,71
44,88

45,34

47,08
48,73
48,93
49,76
50,12
50,61
50,95
51,18
51,58
52,46
52,56

Acetona
Eter metil hexilico
Tricicleno
a-Pineno
a-Thujeno
Canfeno
B-Pineno
Sabineno
6-3-Careno
B-Mirceno
a-Felandreno
2,3-Desidro-1,8-cineol
Limoneno
B-Felandreno
1,8-Cineol
Butirato de butilo
cis-B-Ocimeno
trans-B-Ocimeno
3-Octanona
m-Cymeno
p-Cymeno
Hexil acetato
a-Terpinoleno
6-Metil-5-Hepten-2-ona
Hexil propanoato
Hexil isobutirato
n-Hexanol
Epodxido de a-pineno
Aloocimeno
Acetato de 1-Octen-3-il
cis-3-Hexenol
3-Octanol
Rosefurano
Hexil butirato
Hexil 2-metil butirato
Oxido de cis-linalool
(Furanoide) + 1-Octen-
3-ol
Miréxido
Hidrato trans-sabineno
Oxido de trans-linalool
(Furanoide)
Dauceno
Canfora
B-Bourbonene
Sesquithujeno
Linalool
Hidrato de cis-sabineno
Acetato de linalilo
7-epi-Sesquithujene
trans-p-Ment-2-en-1-0l
a-Santalene
Formato de bornilo
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0,03
0,04
0,02
0,19
0,01
0,23
0,12
0,05
0,02
0,26
0,01
0,01
0,52
0,27
2,75
0,04
0,74
1,17
0,59
0,01
0,05
0,58
0,07
0,08
0,09
0,14
0,08
0,02
0,01
0,19
0,01
0,06
0,01
0,76
0,11

0,01
0,03

0,14

0,05
5,35
0,07
0,09
32,18
0,01
41,48
0,07
0,01
0,02
0,07

Cetona alifatica
Eter alifatico
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno
Monoterpeno

Eter monoterpénico
Monoterpeno
Eter monoterpénico
Ester alifatico
Monoterpeno

Monoterpeno

Cetona alifatica
Monoterpeno
Monoterpeno
Ester alifatico
Monoterpeno

Cetona alifatica
Ester alifatico
Ester alifatico

Alcool alifatico

Eter monoterpénico
Monoterpeno
Ester alifatico

Alcool alifatico

Alcool alifatico

Eter monoterpénico
Ester alifatico
Ester alifatico

Oxido monoterpénico

Eter monoterpénico
Alcool monoterpénico

Oxido monoterpénico

Sesquiterpeno
Cetona monoterpénica
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Alcool monoterpénico
Alcool monoterpénico
Ester monoterpénico
Sesquiterpeno
Alcool monoterpénico
Sesquiterpeno
Ester monoterpénico



52,96
53,14
53,82

54,04

54,07
54,30
54,30
54,52
55,23
56,79
57,44
57,84
58,15
58,39
58,80
59,49
59,93
60,33
61,27
61,52
61,91

62,30

62,74
62,90
63,35
63,55
63,72
63,93
64,24
64,57
64,64
65,09
65,87

66,85

67,94
68,21
68,48
68,53
74,73

76,94

77,49
79,03
80,62
81,70
85,09
86,72
98,23

Acetato de bornilo
trans-a-bergamota
Hidrato de canfeno
Acetato de
lavandulilo
Terpinen-4-ol
trans-B-Cariofileno
Hexil caproato
Hexil tiglate
Isogermacreno D
trans-Pinocarveol
trans-B-Farneseno
Lavanda lactona
Lavandulol
Criptona
a-Humuleno
cis-B-Farnesene
a-Terpineol
Borneol
Germacreno D
Acetato de nerilo
B-Bisaboleno
Oxido cis-linalool
(Piranoide)
Butirato de geranilo
Biciclogermacreno
Acetato de geranilo
Lavandulil isovalerato
Isodauceno
6-Cadinene
y-Cadineno
B-Sesquiphellandrene
trans-a-Bisaboleno
Cuminaldeido
Nerol
2,6-Dimetil-3,5,7-
octatrieno-2-ol
trans-Carveol
m-Cymen-8-ol
Geraniol
p-Cymen-8-ol
cis-8-Hidroxilinalool
Oxido de cariofileno
(Isbmero I)
Oxido de cariofileno
(Isébmero II)
trans-Nerolidol
1,10-Di-epi-cubenol
p-Cymen-7-ol
t-Cadinol
a-Bisabolol
Cumarina
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0,05
0,07
0,02

1,62

0,22
1,38
0,06
0,19
0,04
0,02
0,78
0,03
0,28
0,13
0,05
0,01
0,26
2,27
0,31
0,1
0,05

0,03

0,09
0,06
0,16
0,28
0,01
0,02
0,09
0,03
0,01
0,05
0,05

0,02

0,02
0,01
0,13
0,05
0,1

0,08

0,23

0,01
0,01
0,04
0,13
0,45
0,06

Ester monoterpénico
Sesquiterpeno
Alcool monoterpénico

Ester monoterpénico

Alcool monoterpénico
Sesquiterpeno
Ester
Ester alifatico
Sesquiterpeno
Alcool monoterpénico
Sesquiterpeno
Ester
Alcool monoterpénico
Cetona
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Alcool monoterpénico
Alcool monoterpénico
Sesquiterpeno
Ester monoterpénico
Sesquiterpeno

Oxido monoterpénico

Ester monoterpénico
Sesquiterpeno
Ester monoterpénico
Ester
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Sesquiterpeno
Aldeido monoterpénico
Alcool monoterpénico

Alcool

Alcool monoterpénico

Ester monoterpénico

Alcool monoterpénico

Alcool monoterpénico
Alcool

Epoxido sesquiterpénico

Epoxido sesquiterpénico

Alcool sesquiterpénico
Alcool sesquiterpénico
Alcool monoterpénico
Alcool sesquiterpénico
Alcool sesquiterpénico
Cetona



Pela analise do cromatograma, e da tabela, concluiu-se que os compostos maioritarios do OE de
lavandim sao o linalool com uma percentagem relativa de 32, 18 %, e o acetato de linalilo com
uma percentagem relativa de 41,48 % cuja estrutura quimica estd documentada na Figura 4 e

Figura 5.

OH

)LO _
Figura 5-Estrutura quimica do acetato de linalilo.

Figura 4-Estrutura quimica do linalool.

O OE de lavandim, cujos principais constituintes sao o linalool e acetato de linalilo, tem sido
relatado como tendo atividades antimicrobianas e antioxidantes. Estes sdo os principais
componentes de muitos OEs conhecidos por possuirem varias atividades biologicas, atribuiveis a
esses compostos monoterpénicos [40]. Segundo Carrasco et al. [54], os OEs de lavandim
apresentam boas propriedades antioxidantes, principalmente devido ao linalool e ao acetato de

linalilo [55].

Como a relacdo entre concentracao de OE de lavandim e inibicdo de microrganismos patogéneos
por vezes nao é clara, esta pode ser relacionada com a concentracao de linalool, conhecido por
possuir atividade antimicrobiana [56]. A inibicdo aumenta com a concentracao de linalool. No
entanto, é possivel que a atividade dos componentes principais varie por outros constituintes
menores por meio de um efeito sinérgico, o que pode explicar variagbes da inibicdo com a

concentracao do OE de lavandim [16].

5.1.1 Avaliacao da atividade antioxidante

Um antioxidante é caracterizado como uma substéncia que impede ou retarda a oxidagao lipidica,
que constitui uma das principais razées para a deterioracio dos alimentos, evitando o
desenvolvimento de ranco, a perda de nutrientes e a formacao de substancias nocivas [57]. Com
o proposito de avaliar as propriedades antioxidantes do OE, foram aplicados dois métodos in

vitro.

Ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH
No método do DPPH, foi analisada a capacidade do OE em atuar como doador de atomos de
hidrogénio ou eletrdes na conversdo do DPPH na sua forma reduzida, DPPH-H. O OE apresentou

capacidade de sequestracao dos radicais livres do DPPH, resultando na mudanca de coloragao da

34



solucdo de roxo para amarelo, indicando uma atividade antioxidante muito forte (ICso = 1,84+024
(% v/v), AAI = 2,68+0,41). Os 6leos essenciais de Lavandula sdo reconhecidos por serem ricos
em terpenoides oxigenados, principalmente monoterpenos, que tém uma capacidade significativa

de neutralizar os radicais livres [58].

Teste de branqueamento do 3-caroteno

Procedeu-se também ao ensaio de branqueamento do [-caroteno, com o propoésito de analisar a
capacidade do OE em impedir a peroxidacao lipidica, resultando num valor de IC50 =44,85 + 2,55
(%v/v) e revelando boas propriedades antioxidantes quando comparado com outros OEs [7]. Este
teste trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidacio (descoloracio) do [-
caroteno e mede a inibicao de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico.
Antioxidantes eficazes reduzem a descoloracdo da emulsdo, causada pela oxidagdo do acido
linoleico, que ataca o -caroteno, resultando na perda de sua cor alaranjada. A presenca de
antioxidantes no sistema protege o acido linoleico, prolongando o periodo de formacao dos
radicais [59]. De acordo com a literatura, L. angustifolia possui uma alta atividade antioxidante

contra a peroxidagdo lipidica [37].

5.1.2 Avaliacao das propriedades antimicrobianas
Foram realizados diversos ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana do OE, incluindo o

teste de difusdo em disco.

Ensaio de difusao em disco

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4, evidenciando a atividade antimicrobiana
do OE contra todas as bactérias examinadas. Em testes de difusdo em agar, as bactérias Gram-
negativas sao menos suscetiveis que as Gram-positivas, exibindo halos de inibicdo de menor
didmetro. A literatura menciona que a resisténcia das bactérias Gram-negativas resulta das
propriedades da membrana externa desses microrganismos, que conferem uma hidrofobicidade

acentuada a sua superficie bacteriana, funcionando como uma forte barreira.

Tabela 4-Resultados do ensaio de difusdo em disco para o OE de lavandim (média + DP).

2 _ E. fecalis ATCC 29212 9,69 + 0,13
_'_g' E Gram-positivas L. monocytogenes LMG16779 10,51 + 1,65
_§ :é S. aureus ATCC 25923 18,67 + 1,00
% :_E" S. Typhimurium ATCC 13311 9,46 + 0,72
(5 -E Gram-negativas P. aeruginosa ATCC 27853 8,15 + 0,70
AT E. coli ATCC 25922 12,24 + 0,88

A atividade antibacteriana do OE destaca-se pela formacao de halos de inibicao tanto em bactérias
Gram-positivas quanto em Gram-negativas. O maior halo de inibicdo foi observado contra S.

aureus ATCC 25923 apresentando um diametro de 18,67 mm, enquanto o menor corresponde a

35



P. aeruginosa ATCC 27853 com 8,15 mm. Adicionalmente, o OE revelou halos de inibicao

consideraveis nas bactérias Gram-negativas, demonstrando uma atividade antimicrobiana eficaz.

Os OEs de Lavandula provaram ser um eficaz e econémico agente antimicrobiano sendo uma
potencial alternativa aos medicamentos convencionais. Varios estudos mostraram os efeitos
antimicrobianos dos OEs de L. angustifolia e L. hybrida, tendo sido verificados efeitos mais
significativos para bactérias Gram-positivas, como S. aureus, em relacdo a bactérias Gram-
negativas, como E. coli [16]. Apesar dessa tendéncia, outras espécies de Lavandula
demonstraram efeitos antibacterianos significativos em relagao a bactérias gram-negativas, como

S. Typhimurium [60].

Determinaciao dos valores de concentracao minima inibitéria: método da
resazurina

A capacidade antimicrobiana de um composto pode ser medida com base na menor concentracdo
desse composto que consegue inibir completamente o crescimento de um microrganismo
especifico, sendo designada por Concentracdo Minima Inibitoria (CMI). Podemos observar os
valores de CMI determinados para o OE na Tabela 5. Estes valores foram obtidos através do ensaio
de microdiluicdo, utilizando como indicador de crescimento a resazurina. Esta, inicialmente
apresenta uma cor azul, e ao ser reduzida, adquire uma tonalidade mais rosada ou, passado mais

algum tempo, incolor.

Tabela 5-Resultados da CMI (uL/mL) de OE de lavandim (valores modais).

E. fecalis ATCC 29212 > 32

a Gram-positivas L. monocytogenes LMG16779 > 32
% S. aureus ATCC 25923 32

2 S. Typhimurium ATCC 13311 > 32
% Gram-negativas P. aeruginosa ATCC 27853 32
E. coli ATCC 25922 32

O OE inibiu, apesar de pouco, todos os microrganismos testados. Os microrganismos mais
sensiveis ao OE foram: S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922,
com um valor de CMI de 32 uL/mL. Segundo Pljevljakusi¢ et al. [58], a variagio na inibicao pode
ser atribuida aos constituintes da membrana celular das bactérias. As bactérias gram-positivas
tém uma parede celular, composta principalmente por uma camada de peptidoglicano, mais
suscetivel a agentes antimicrobianos, enquanto as gram-negativas possuem uma parede celular
mais fina, que é envolvida por uma membrana externa que age como uma barreira adicional, que
os torna mais resistentes a penetracao de tais agentes. Os 6leos essenciais funcionam como
agentes antibacterianos devido a presenca de componentes hidrofébicos que lhes permitem

acumular-se nas membranas celulares das bactérias, perturbando as suas estruturas e
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aumentando a permeabilidade das membranas, o que, por sua vez, resulta na desestabilizacdo e

morte das bactérias.

5.1.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

b

Figura -Espetro de FTIR do OE de lavandim.

A banda identificada a 3500 cm-! esti associada ao alongamento das ligaces O-H do grupo
hidroxilo, um pico tipico dos alcoois, na regido dos 2900 cm-* observam-se as bandas atribuidas
a vibrac¢ao de alongamento das ligacoes C-H dos constituintes do OE. A banda identificada a 1750
cm-! diz respeito a ligacdo C=0, confirmando a existéncia de um dos compostos maioritarios,
acetato de linalilo. Na regido de 1700 e 1500 cm~! surgem os picos atribuidos a vibracao de
alongamento das ligacdes C=C presente em ambos os compostos maioritarios (Figura 4 e Figura
5). Os picos situados a 1300 cm* e entre 1200 e 850 cm™ correspondem as vibragoes de
alongamento e flexdo das ligagdes -CH2, -CH, -OH e CO. Os resultados obtidos estdo de acordo
com os resultados publicados por Chaar [61] e Rodriguez-Lopez et al.[62] relativamente ao

acetato de linalilo e ao linalool.

5.2 Analise das capsulas

5.2.1 Analise da microestrutura

Para analisar as capsulas, comecou-se por uma caracterizacdo da sua estrutura por SEM. As
imagens de SEM das capsulas, apresentadas na Figura 6, permitem uma facil identificacao da sua
estrutura. Através do software ImageJ, foi possivel determinar o tamanho médio das capsulas.
Para as amostras sem OE, obtiveram-se capsulas esféricas com 0,585 +0,067 um e para as

amostras com OE, obtiveram-se esferas maiores (Figura 6), com 1,242 +0,138 pm.
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Figura 6-Imagens SEM das capsulas obtidas.

5.2.2 Avaliacao da atividade antioxidante

No ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH, as cipsulas sem OE nao apresentaram
atividade antioxidante, pois nao tém o composto ativo. As capsulas com o OE encapsulado
apresentaram uma fraca atividade antioxidante, IC50=265,30 + 39,50%, m/v e AAI=0,15 + 0,01.
A atividade antioxidante diminuiu, comparativamente a do OE livre, o que seria de esperar visto
que um dos motivos para se efetuar o seu encapsulamento é o de obter uma libertagdo mais
gradual e controlada do OE. No teste de branqueamento do (3-caroteno, nenhuma das capsulas

apresentou atividade antioxidante.

5.2.3 Avaliacao das propriedades antimicrobianas
Para as capsulas, foram ainda avaliadas as suas propriedades antimicrobianas com o ensaio de

difusdo em disco. Nao foi possivel determinar o valor de CMI uma vez que as cipsulas nao
solubilizam em DMSO.

Ensaio de difusao em disco

Um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver embalagens ativas, com propriedades
antimicrobianas, encapsulando um composto ativo, neste caso, o OE de lavandim. Pelos
resultados apresentados na Tabela 6, pode constatar-se que as capsulas apenas inibiram, por
contacto, o crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853. Verificou-se uma fraca atividade
antimicrobiana das capsulas. Rosa et al. [44] verificaram que, apesar de as capsulas de linalool e
PLA apresentarem alguma atividade antimicrobiana, esta é baixa. Nesse trabalho, as cipsulas
foram perdendo a capacidade antimicrobiana. No entanto, apds 28 dias de armazenamento, as
capsulas apresentaram inibigao contra algumas bactérias (E. coli), indicando que a libertacdo do
principio ativo ocorre em duas etapas, provavelmente devido a morfologia interna das particulas
formadas ser capaz de acomodar o principio ativo, enquanto uma quantidade provavelmente ficou
fora das céapsulas, promovendo a atividade antimicrobiana durante os primeiros sete dias de

testes.
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Tabela 6- Resultados do ensaio de difusao em disco para as capsulas (média + DP).

Capsulas Capsulas
sem OE com OE
- E. fecalis ATCC 29212 oto oto
L = Gram-
s E . L. monocytogenes LMG16779 oto oto
< E  positivas
-8 o S. aureus ATCC 25923 oto oto
I

£ . S. Typhimurium ATCC 13311 o+o 0+o0
0 = ram-
£ g ) P. aeruginosa ATCC 27853 6++ o0 62+ 0
& & negativas .
=) E. coli ATCC 25922 o+o oto

+Inibicao por contacto.

5.2.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)
Os espetros das capsulas foram analisados para entender as interacoes entre o composto ativo e
o PLA, onde este estd encapsulado. Para uma melhor caracterizagdo das capsulas obtidas,

analisaram-se os espetros de FTIR dos compostos que as constituem: PLA e PVA.

Figura 7-Espetro de FTIR do PLA.

Para o espetro do PLA, o pico mais intenso, detetado a 1750 cm-, corresponde a ligacao C=0. A
1400 cm™ e 1300 cm? surgem a bandas correspondentes a vibracdo de flexdo C-H e CH3,
respetivamente. A banda observada a 1150 cm-! diz respeito a ligagdes CO, o que esta coincidente

com a estrutura do PLA (Figura 8) e com os resultados obtidos por Liu [63].

O
0O n

Figura 8-Estrutura quimica do PLA.

39



1000 00 %00 00 %0 000 20 200 2000 e 00 w0 130 100 0

Figura 9-Espetro de FTIR do PVA.

Para o espetro do PVA, a banda identificada a 3350 cm~ é representativa do alongamento das
ligagdes O-H do grupo hidroxilo, uma caracteristica intrinseca a todos os 4lcoois, aos 2900 cm-!
a banda esta associada a vibragdo de alongamento das ligacoes C-H de todos os constituintes do
hidrocarboneto, enquanto a banda de 1100 ecm representa ligagcoes C-O, o que esta coincidente

com a estrutura do PVA (Figura 10) e com o estudo publicado por Fathi et al. [64].

n
OH

Figura 10-Estrutura quimica do PVA.
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Figura 11-Espetro de FTIR das capsulas, com e sem OE de lavandim.
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Na regiao de 3350 cm™ pode observar-se, em ambos os espetros, uma banda larga, caracteristica
dos alcoois. No espetro das capsulas com OE esta é mais intensa devido a sua composicao
documentada na Tabela 3. Na regido dos 2900 cm~1 observam-se as bandas atribuidas a vibracao
de alongamento das ligagdes C-H. O pico a 1750 cm-1, mais intenso no espetro das capsulas sem
OE, corresponde a ligacdo C=0. A banda observada a 1425 cm™ corresponde a ligacoes H-C-H e
0O-C-H, os picos entre 1300 cm™ e 800 cm™* correspondem as vibracoes de alongamento e flexdo
das ligagbes -CH2, -CH, -OH e CO.

—»

— — . i - o . = . . —-

Figura 12-Espetro de FTIR do OE dgl;.vér‘ldim + capsulas com OE de lavandim.

Comparando o espetro de FTIR do OE analisado anteriormente com o das capsulas com o OE
encapsulado, tém picos semelhantes: a banda a 2900 cm- € atribuida a vibragio de alongamento
das ligacoes C-H, a banda observada a 1700 cm-! corresponde a ligacdo C=0 do grupo carbonilo,
a banda observada a cerca de 1400 cm~! corresponde a vibragao de alongamento das ligacoes C=C
presente em ambos os compostos maioritarios e as bandas entre 1300 cm? e 800 cm<
correspondem as vibracoes de alongamento e flexdo das ligacbes -CH2, -CH, -OH e CO. No
entanto, no espetro das capsulas pode observar-se a banda caracteristica dos lcoois, coincidindo
com o PVA.

Conclui-se, entdo, que os espetros das capsulas apresentam picos caracteristicos do agente ativo,
do PLA e do PVA, Isto ocorreu, possivelmente, devido a interacao entre o OE e o PLA [44]. As
capsulas que tém o OE encapsulado apresentam mais insaturacoes (o que coincide com a

estrutura dos compostos maioritarios do OE).

5.2.5 Avaliacao das propriedades térmicas

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

O perfil térmico das capsulas de PLA, com e sem OE, foi analisado por DSC. A temperatura de

transicao vitrea (Tg, do inglés glass transition temperature) corresponde a temperatura em que
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um material passa por uma alteracao estrutural de um estado s6lido amorfo (vitreo) para um

estado mais viscoso [7]. A Tg do PLA ronda os 60°C [63], [65].

Figura 13-Termogramas de DSC das cépsulas com e sem OE de lavandim (a verde e vermelho,
respetivamente).

Pela observacao do termograma (Figura 13) conclui-se que a Tg das capsulas sem OE (a vermelho)
é de 74°C e das capsulas com OE (a verde) é de 89°C. Estas diferencas comparativamente a Tg

do PLA podem dever-se a presenca de vestigios de PVA (cuja Tg é cerca de 73°C) [66].

A presenca do OE influencia o comportamento térmico do material. Um estudo de Severo [67]
revelou que a temperaturas superiores a 152°C os compostos presentes em capsulas de lavanda
se evaporam ou degradam. O ponto de ebuli¢do dos compostos maioritarios do OE de lavandim é

cerca de 199°C para o linalool e de 221°C para o acetato de linalilo [61].

Conclui-se entdo que a incorporacao do OFE aumenta a Tg das capsulas, estes resultados estao de

acordo com Hazra et al. onde a Tg do linalool é de 160°C e a do acetato de linalilo é de 186°C [68].

5.3 Analise dos filmes

E possivel observar a olho nu diferencas consideraveis nos filmes com e sem cépsulas (Figura 14).
Os filmes de pululana sdo transparentes e os de pululana com OE também, tendo uma tonalidade
mais amarelada. Os filmes pululana + capsulas sem OE apresentam uma rugosidade na face

superior, devido a presenca das capsulas e a sua dificil homogeneizacao. Por tultimo, os de
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pululana + capsulas com OE apresentam uma rugosidade ainda maior pois as capsulas contendo

o OE também sao maiores.
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Figura 14-Aparéncia dos filmes produzidos.

5.3.1 Avaliacao da atividade antioxidante
Os produtos alimentares sdo frequentemente deteriorados pela oxidacdo mediada por radicais
livres de lipidos insaturados durante o seu armazenamento, levando a rancidez,, decréscimo

nutricional e geracdo de compostos toxicos [7]. Para isso, avaliou-se a atividade antioxidante dos

filmes produzidos.

Ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos com o ensaio de sequestragio de radicais livres DPPH.

Tabela 7- Resultados do teste de sequestragao dos radicais livres de DPPH para os filmes de PuOE,
Pu+capsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média + DP).

% Inibicao p-value
PuOE= 51,63 + 0,81
Pu + capsulas s/ OE Nao tem a. a. 0,711 @b

Pu + capsulas ¢/ OEP 50,74 + 2,57

*indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2 indicam os pares de amostras em comparacao estatistica.

Como o OE de lavandim apresentou uma alta atividade antioxidante e as capsulas contendo o OE

também apresentaram propriedades antioxidantes, embora mais baixas, estes resultados estido
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concordantes com os obtidos anteriormente. Os filmes de PuOE e de pululana + capsulas ¢/ OE
apresentaram uma percentagem de inibicao de cerca de 51 %, nao se tendo verificado diferencas

significativas entres estes (p-value > 0,05).

Teste de branqueamento do f3-caroteno

Pelos resultados obtidos para o OE, este possui uma alta atividade antioxidante contra a
peroxidacao lipidica [37] e pela Tabela 8 verifica-se que, para os filmes de PuOE, as propriedades
antioxidantes melhoraram significativamente (p-value < 0,05) em relacdo aos de pululana.
Embora as cipsulas nao tivessem apresentado atividade antioxidante, observou-se que a sua
incorporacao nos filmes resulta numa melhoria significativa (p-value < 0,05) na capacidade de
inibi¢do da peroxidacao lipidica nos dois tipos de filmes (pululana + capsulas com e sem OE). Isto

deve-se, possivelmente, ao facto de a pululana também ter propriedades antioxidantes [27].

Tabela 8- Resultados do teste de branqueamento do f-caroteno para os filmes de Pu, PuOE, Pu+cépsulas
s/OE e Pu+cépsulas ¢/OE (média + DP).

Pu + Pu +
Puz PuOEP capsulass/ capsulas ¢/ p-value
OEc OEd

0,013% a
% Inibicdo  20,69+0,15 32,74 £2,45 26,39+ 1,39 43,51+ 3,96  0,018%2
0,009*ad

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢d indicam os pares de amostras em comparacao

estatistica.

Pode concluir-se que os filmes de pululana + capsulas com OE obtiveram uma maior percentagem
de inibicao do que os de PuOE, confirmando-se o potencial da aplicacdo dos filmes contendo o
OE encapsulado como materiais inovadores para embalagens alimentares. Devido a sua
capacidade de prevenir e/ou inibir a oxidacdo e peroxidacao lipidica, estes filmes poderdo

contribuir para o aumento do tempo de prateleira dos produtos embalados.

5.3.2 Avaliacao das propriedades antimicrobianas

Ensaio de difusiao em disco

Na Tabela 9 estao representados os resultados obtidos para o ensaio de difusdo em disco para
todas os tipos de filmes produzidos. Nos resultados deste estudo, constatou-se que a inibicao do
crescimento bacteriano por contato ocorreu somente nos filmes de pululana e nos filmes de
pululana com OE, especificamente nas bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes e S. aureus).
Ainda que as bactérias Gram-negativas apresentem, por natureza, uma maior resisténcia devido
a sua membrana externa, registaram-se ainda inibi¢Ges por contacto para os filmes de pululana

com OE (E. coli) e de pululana + capsulas com OE (P. aeruginosa). A possivel presenca do OE por
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Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

fora das capsulas, ou a destruicio de algumas delas durante o processo de producao dos filmes,

pode explicar este resultado.

Tabela 9- Resultados do ensaio de difusao em disco para os filmes de Pu, PuOE, Pu+céapsulas s/OE e
Pu+céapsulas ¢/OE (média + DP).

Pu + Pu + p-value
Pua PuOED capsulas s/ capsulas ¢/
OEc OEd
) 0,423
E. fecalis
oto oto oto oto >0,054c
ATCC 29212
>0,052d
>0,052b
Gram- L. monocytogenes
. 6+t o0 6+t o0 oto oto 0,183 2¢
positivas LMG16779
0,183 ad
>0,052b
S. aureus
oto 6t+o0 oto oto >0,052¢
ATCC 25923
>0,052d
. . 0,423
S. Typhimurium
oto oto oto oto >0,054c
ATCC 13311
>0,052d
. >0,052b
Gram- P. aeruginosa
. oto oto oto 6+ o0 >0,052¢
negativas ATCC 27853
0,423
. >0,052b
E. coli
oto 6+ o0 oto oto >0,052¢
ATCC 25922
>0,05 ad

+Inibicao por contacto.
* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Todos os resultados dos testes de difusdao em disco foram ainda confirmados através da
observagio das placas de Petri por microscopia 6tica. As imagens correspondentes podem ser
observadas na Figura 16. As 4reas mais escuras, delineadas por tragos lil4s, correspondem as
capsulas e aos discos, enquanto as regides mais claras indicam auséncia de crescimento

microbiano.
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OE Capsulas sem OE  Cépsulas com OE Pu PuOE Pu + capsulas Pu + capsulas
s/ OE ¢/ OE

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella Typhimurium ATCC 13311

Escherichia coli ATCC 25922
3

L R

Listeria monocytogenes LMG 16779
_

Staphylococcus aureus ATCC 25923

bl K

\ Figura 15-Imagens de microscopia dtica da atividade antimicrobiana (Ampliacdo: 100x).
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5.3.3 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)
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Figura 16-Espetros de FTIR dos filmes Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+cépsulas ¢/OE (a azul, roxo,
verde e vermelho, respetivamente).

Os espetros de FTIR obtidos para os filmes sdo semelhantes e estdo basicamente sobrepostos.

Foram identificados picos a 3450 cm relacionados com o alongamento dos grupos hidroxilo da

pululana, sendo este um pico caracteristico dos polissacaridos. O alongamento das ligacoes C—H
é observado a 2950 cm, tendo sido ligeiramente mais intenso para os filmes de pululana com as

capsulas, assim como na banda anterior. Como foi analisado em cima, a banda que surge na regido

dos 1400 cm esta relacionada com a presencga das capsulas nos filmes. Ja os picos intensos

observados a 1100 cm estdo associados a vibracao de alongamento dos grupos C—O, sendo, neste

caso mais intensos para os filmes de pululana e de pululana com OE. As bandas de tensdao do

grupo alilo (C=C) refletem-se num pico que aparece a 1644 cm-1, que se deve a presenca do OE

uma vez que € um dos picos caracteristicos do linalool. O espetro de FTIR permitiu identificar a

banda de deformacao das ligacbes CH3 a 1350 cm-, resultados que estdao de acordo com os obtidos

por Hernandez-Tenorio e Giraldo-Estrada [69].

No estudo realizado por Luis et al. [7] , onde se produziram filmes de pululana com incorporagao
de um OE, os espetros FTIR obtidos mostraram-se idénticos aos analisados, tendo se observado

também a sobreposicio dos picos, das amostras com e sem OE.

5.3.4 Avaliacao das propriedades térmicas

Calorimetria diferencial de varrimento (DSC)

Segundo a literatura, a pululana exibe uma Tg de 240°C [70] e a sua temperatura de fusdo (Tm)
é observada a cerca de 248°C [71]. Enquanto que, o glicerol puro é caracterizado por um tnico

evento que representa sua pirolise, correspondendo a uma faixa de temperatura entre 290 e 330
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°C. £ importante notar que o ponto de ebulicio do glicerol é obtido na temperatura de 290 °C,
marcando o inicio do processo de evaporacdao, que é seguido pelo de degradacdao, ambos

caracterizados como processos endotérmicos [28].

No termograma da Figura 17 dos filmes de pululana (a verde), foi detetado um pico entre 200 e
220°C, possivelmente relacionado com a sua Tg, bem como um pico a 277°C, que corresponde a
Tm. Enquanto que, os termogramas dos filmes de pululana com cépsulas, com e sem OE (a
vermelho e a azul, respetivamente) sdo similares, sendo detetado um pico entre 170°C e 200°C,
podendo este representar a Tg destes filmes, bem como um pico entre 290°C a 300°C,
representando a Tm destes filmes. Tendo em conta o efeito plastificante do OE, assim como o
plastificante utilizado na producao dos filmes, o glicerol, a Tg dos filmes resultantes é inferior a

observada nos seus componentes individuais [10].

Comparando os termogramas dos filmes com capsulas, pode observar-se que os que tém capsulas
sem OE apresentam picos mais energéticos comparativamente aos com o OE encapsulado,
revelando uma maior estabilidade e um comportamento térmico semelhante ao das capsulas

analisado anteriormente.

Figura 17-Termogramas de DSC dos filmes de de Pu, Pu+capsulas ¢/OE e Pu+capsulas s/OE (verde,
vermelho e azul, respetivamente).
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5.3.5 Avaliacao das propriedades estruturais

Gramagem, espessura e densidade aparente

A gramagem e a espessura dos materiais estdo intrinsecamente ligadas as propriedades
funcionais, abrangendo tanto as propriedades mecanicas quanto as de barreira. Regra geral,
baixas espessuras correspondem propriedades mecanicas e de barreira mais limitadas, contudo,
grandes espessuras podem prejudicar a flexibilidade do material [72]. A densidade aparente de
uma substancia é determinada no ar, sem referenciar as flutuacées do mesmo e a densidade real

é medida no vacuo [73].

De acordo com a Tabela 10 incorporacdo do OE nao afetou significativamente as propriedades
estruturais dos filmes (p-value > 0,05). Relativamente aos filmes de pululana com cépsulas, estas
nao afetaram significativamente a gramagem dos filmes, no entanto, houve um aumento de
espessura e uma diminuicao significativa (p-value < 0,05) da densidade aparente destes
materiais, consequéncias da maior rugosidade dos filmes, causada pela dificil homogeneizacao e

distribuicao na placa de Petri [72].

Tabela 10-Propriedades estruturais dos filmes de Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média
+ DP).

Pu + Pu +
Pu= PuOEP capsulas s/ Capsulas ¢/ p-value
OEc¢ OEd
<0,001* ab
Gramagem
(g/m?) 96,84+ 2,81 84,20+283 96,82+2,95 98,05+ 5,88 0,991 3¢
g/m
0,688 ad
0,056 2
Espessura 232,56 +
60,84 £ 9,01 55,86+ 9,01 22587+ 40,15 <0,001*a¢
(um) 41,43
<0,001%ad
ab
Densidade 0,739
aparente 1,42 £ 0,312 1,51 % 0,312 0,43 * 0,073 0,42 * 0,142 0,027%ac
(g/cm3) 0,017* ad

* indica diferengas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢ d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

5.3.6 Avaliacao das propriedades mecanicas
Um dos principais propositos da embalagem alimentar reside em salvaguardar o produto contra

influéncias mecanicas externas, incluindo impactos e forcas de compressao, entdo, é de extrema

importancia que o material produzido tenha boas propriedades mecanicas [10].
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Tabela 11-Propriedades mecanicas dos filmes de Pu, PuOE, Pu+cépsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média
+ DP).

Pu + Pu +
Pu2 PuOEP capsulass/ Capsulasc/ p-value
OEc OEd
Resisténcia a 0,911 2b

tracido (10%) 31,72 + 19,00 30,24 + 8,08 8,46 + 5,00 9,12 + 2,38 0,161 ac

(N/m2) 0,174 d
0,006% @b
Alongamento
%) 1,00 + 0,05 1,24 + 0,08 1,12 + 0,10 1,13 + 0,05 0,173 ac
()
0,021% ad
ab
Indice de 0,924
tracio 19,93+ 177 19,25+0,07 19,70 £2,07 21,65%10,97 0,889
(N.m/g) 0,229 ad
0,026%* ab
Médulode 404639+ 335277+ 1048,09 Ho478% ik
Young (MPa) 238,32 226,81 58,85 51,61 ’
0,002% ad

* indica diferengas com significado estatistico (p-value<o,05); 2P ¢4 indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Em relacao a resisténcia e ao indice de tracao, estes nao apresentam diferencas com significado
estatistico (p-value > 0,05), no entanto, pode observar-se uma diminuicao com a adicao do OE,
possivelmente, devido ao estabelecimento de intera¢oes polimero-OE que sdo mais fracas que as
polimero-polimero, o que pode enfraquecer a estrutura da matriz dos filmes em termos de

ligacOes intermoleculares, estes resultados estao documentados na Tabela 11 [28].

A incorporagao do OE livre e encapsulado resulta num aumento significativo na percentagem de
alongamento (p-value < 0,05) o que significa que o material possui maior ductilidade, ou seja, é
capaz de sofrer uma maior deformacao plastica antes de se romper. A adicao de capsulas sem OE
nao apresenta diferenca com significado estatistico, embora também se verifique um aumento

neste parametro.

Comparando o médulo de elasticidade de todos os filmes com os filmes controlo (Pu), observa-se
uma diminuicdo significativa (p-value < 0,05) desta propriedade, que mede a resisténcia
intrinseca do material e esta igualmente associada com a sua rigidez, ou seja, a capacidade de
retomar a sua forma original apds a aplicagdo de uma forca, sem causar deformacdo permanente.

Esta diminuicao resulta em filmes menos rigidos [10].

O tamanho das capsulas também pode influenciar as propriedades mecanicas dos filme, uma vez
que cipsulas maiores podem criar desigualdades na matriz do filme, afetando sua uniformidade

e aumentando a possibilidade de fragilidade em areas com maior concentracdo de capsulas. Isso
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pode resultar em filmes menos flexiveis e com menor resisténcia mecanica em comparacao com

filmes que contém capsulas de tamanho menor ou uniformemente distribuidas.

5.3.7 Angulo de contacto e energia livre de superficie

Angulos de contacto

Para avaliar a hidrofobicidade dos filmes produzidos, foram efetuadas 6 medicoes em cada face,
inferior (FI) e superior (FS) dos mesmos. A medida do dngulo de contacto, em ambas as faces dos
filmes, fornece uma informacao mais completa sobre as suas propriedades de superficie,
nomeadamente, a molhabilidade e a energia de superficie, principalmente quando o filme
apresenta assimetria nas faces. Esta abordagem ajuda a identificar diferencas na energia de
superficie ou rugosidade entre as faces do filme, sendo as variaces nos valores do angulo de
contato indicativas de potenciais imperfeicoes ou irregularidades. Neste caso, os filmes de

pululana com cépsulas, apresentaram diferente rugosidade entre faces.

Tabela 12-Angulos de contacto dos filmes de Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média +
DP).

Angulo de contacto (°)
Agua Diiodometano Etilenoglicol
Pu - FI2 67,70 + 2,86 34,54 t 1,55 54,65 + 1,11
Pu - FSP 58,42 * 3,37 39,73 £ 1,40 53,99 + 1,80
PuOE - FI¢ 97,95 * 3,16 34,36 + 2,02 55,89 + 2,38
PuOE - FSd 70,29 * 2,03 35,55 + 1,20 62,17 + 3,78
Pu + capsulas
s/ OE - FI¢ 70,90 * 2,64 20,17 £ 1,52 54,77 + 1,22
Pu + cipsulas 60,11 + 2,10 33,88 + 2,49 52,18 + 1,85
s/ OE - FSf
Pu + capsulas
¢/ OE - FIt 51,82 + 1,46 34,78 + 1,88 55,82 + 1,13
Pu + capsulas
¢/ OE - FSh 53,65 * 3,43 32,97 + 1,82 54,68 £ 0,84
<0,001% ac 0,393 ac 0,886 ac
FI 0,599 a¢ 0,874 ¢ 0,002% ae
p-value <0,001* a8 0,110 28 0,841
<0,001* bd <0,001* bd <0,001* bd
FS 0,237 bf 0,172 bf 0,011* bf
0,024% bh 0,517 bh <0,001* bh

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢ d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.
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Uma superficie é considerada hidrofobica quando apresenta um angulo de contacto com a agua
maior que 90°, indicando que a dgua tende a formar gotas na superficie. Em contrapartida, um
angulo de contacto com agua inferior a 90° é caracteristico de uma superficie hidrofilica.
Publicacoes cientificas mostraram que a incorporacao de OEs na formulacdo dos filmes aumenta

o angulo de contacto com agua das superficies devido a sua hidrofobicidade [10].

A Tabela 12 apresenta os valores médios dos angulos de contacto medidos nas duas faces dos
filmes. O angulo de contacto com agua aumentou substancialmente para os filmes de PuOE
comparativamente aos filmes de pululana, indicando que se estd perante uma superficie
hidrofébica, no entanto apenas se verificou um ligeiro aumento para os filmes de Pu + capsulas
s/ OE em ambas as faces. A diferenca obtida nos valores dos dngulos das duas faces deve-se a
orientacao preferencial dos diferentes constituintes na matriz do filme. No entanto, este resultado
nao se verifica para os filmes de Pu + capsulas ¢/ OE. A divergéncia dos angulos de contacto dos
filmes com capsulas pode resultar de diversos fatores, nomeadamente, a rugosidade e
heterogeneidade da superficie, uma vez que os filmes sdo compostos por diversos materiais [52].
Segundo Wenzel, o angulo de contacto é influenciado pela rugosidade, propondo a equagio 13

para colmatar a influéncia deste parametro no valor do angulo de contacto medido:

cos@,, = R,,(cos0) (13)

Onde 6,, é o angulo de contacto aparente, ou angulo de Wensel e R, € o quociente entre a area da
superficie real e a area geométrica. Como o fator R, € sempre maior ou igual a 1, a rugosidade da
superficie diminui o angulo de contato para 6 < 90°, enquanto para superficies hidrof6bicas (6 >
90°) o angulo de contato aumenta. Se uma superficie molecularmente hidrofébica é aspera, a
aparéncia é de uma superficie ainda mais hidrofébica. Se uma superficie hidrofilica é rugosa,
torna-se mais hidrofilica [52]. Estudos anteriores verificaram que a rugosidade das superficies
esta relacionada com o aumento do angulo de contacto com 4gua, o chamado “efeito l6tus” [50].
Isto verifica-se nos filmes das capsulas sem OE e para os filmes com capsulas com o OE

encapsulado verifica-se um pequeno aumento na FS.

Nos filmes onde o angulo de contacto € inferior a 909, se se tiver em conta a rugosidade, o angulo
de contacto aparente vai diminuir, o que explica os valores mais baixos nos filmes contendo as
capsulas [52]. Nos filmes contendo o OE encapsulado este fenémeno torna-se ainda mais
acentuado, principalmente na FS, devido a presenca de capsulas maiores (Figura 14), as quais

aumentam consideravelmente a rugosidade.

Outro fator que pode ter contribuido para estes resultados é o facto do PLA, presente nas capsulas,
ser higroscoépico [74]. Trabalhos publicados mostram que a absorcdo de agua pode quebrar as
cadeias do polimero de PLA, fazendo com que o angulo de contacto com a dgua diminua de 77°

para 24° [75].
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Energias livre de superficie (ELS)
Utilizando os valores dos angulos de contato medidos com os trés liquidos de referéncia, foi
determinada a energia de superficie dos filmes utilizando o método OWRK [10] e os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13-Energias de superficie dos filmes de Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média +

DP).

EIS (mN/m)
Amostras ELSp/ELSr
Total Dispersiva Polar
Pu-FI2 42,28 + 0,73 41,61+0,7 0,87+0,19 47,83+ 3,68
Pu - FSP 42,13 + 0,83 38,84 + 0,690 3,29+ 0,47 11,81 + 1,47
PuOE - FI¢ 42,63+ 0,93 42,45+ 0,92 0,18+ 0,16 235,83t 5,75
PuOE - FS4d 44,05+ 0,86 41,57+ 0,56 2,48+ 0,66 16,76 + 0,85
Pu + capsulas s/ OE - FI¢ 44,64 + 0,63 44,10+ 0,61 0,54+ 0,15 81,67 %+ 4,07
Pu + capsulas s/ OE - FSf 43,62+ 0,12 40,26 + 1,07 3,36+ 0,53 11,08 + 2,02
Pu + capsulas ¢/ OE -FIs 41,63+ 0,89 38,08+ 0,81 2,65+ 0,35 14,71 + 2,31
Pu + capsulas ¢/ OE -FS* 4257+0,82 41,81+0,8 0,76+ 0,17 55,011 4,71
0,636 ac 0,281 ac 0,009% ac
FI 0,014* ae 0,010% 2 0,0812¢
0,385 a8 0,004%* 28 0,004% 28
p-value 0,050 bd 0,007%bd 0,166 bd
FS 0,086 bf 0,138 bf 0,873 bf
0,550 bh 0,007%bh 0,006%*bh

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<o0,05); P ¢4 indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Na face superior, registaram-se diferencas significativas (p-value < 0,05) nos filmes com OE, livre
e encapsulado, em ambas as componentes, dispersiva e polar. Na face inferior, a incorporacao das
capsulas afetou significativamente (p-value < 0,05) a energia de superficie total, bem como a
componente dispersiva. Nos filmes de pululana com o OE, verificou-se uma diminui¢do nos
valores da componente polar, devido a natureza hidrofébica do OE, diminuindo a adesdo dos

liquidos a superficie.

Como os valores de ELS sao semelhantes entre si, efetuou-se o racio entre as componentes
dispersiva e polar (ELSp/ELSp). Comparativamente a FS, o parametro ELSp/ELSp apresenta-se,
para a FI, substancialmente mais alto, exceto para os filmes de pululana + cipsulas ¢/ OE. Dado
que a FS tem valores menores, pressupde-se que va proporcionar maior interacoes entre fases
(liquido-sélido), principalmente com liquidos polares como a agua, e isso é corroborado pelos
angulos de contacto com dgua menores (Tabela 12). Assim, de uma maneira geral, estes materiais
revelaram uma fraca hidrofobicidade, resultando numa elevada molhabilidade, a excecao da face

inferior dos filmes de PuOE, uma vez que esta é a inica hidrofobica (angulo de contato com a dgua
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superior a 90°) [52]. Possivelmente, a interacao do OE com o poliestireno das placas de Petri faz

com que este migre para a face inferior [28].

5.3.8 Avaliacao das propriedades de barreira
Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)
As propriedades de barreira estdo relacionadas com a capacidade de estabelecer uma atmosfera

protetora que assegure a preservacao dos alimentos desde a sua manipulacio até ao consumo

final [72].

Tabela 14-Propriedades de barreira dos filmes de Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+capsulas ¢/OE (média
+ DP).

Pu + Pu +
Pu2 PuOEP capsulass/ Capsulasc/ p-value
OEc OEd
0,312 @
WVTR
. 46,50 £ 0,56 44,23+ 1,84 24,051 4,79 24,26 + 1,67 0,091 2¢
(g/mz.dia)
0,020%* ad
0,100 2
WVP 2,14E-06 + 1,87E-06 + 4,11E-06 + 4,27E-06 + 5
0,181 a
(g/Pa.dia.m) 2,59E-08 7,76E-08 8,18E-07 2,94E-07 60 =
0,060 2

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢ d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Em relacdo a WVTR, com a incorporacdo do OE nao se registaram diferencas significativas, no
entanto, observou-se uma diminuig¢ao no valor, possivelmente devido ao caracter hidrofébico do
OE que pode levar a uma diminuicido da passagem de vapor de agua. J4 com a adicio do OE
encapsulado a WVTR diminuiu significativamente (p-value < 0,05), uma vez que estas capsulas
também tém algum caracter hidrofébico. Como a WVTR mede a capacidade dos filmes resistirem

a transmissao da humidade, quanto menor este valor, maior a resisténcia ao vapor de dgua [7],
[10], [76].

Em relacdo a WVP, nao se registaram diferencas significativas (p-value > 0,05). No entanto, a
adicdo do OE, resultou na diminuicao da permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes. Quanto
menor este valor, menos permeavel é o material, resultando em boas propriedades contra a
humidade. A incorporagio das capsulas aumenta a permeabilidade ao vapor de agua, pois o fator
da espessura, conforme mencionado anteriormente, aumenta o nivel de permeabilidade deste

material, como demonstrado por Luis et al. [72].
Capsulas maiores podem originar lacunas maiores na matriz do filme, o que pode afetar a barreira
de humidade. Isto pode influenciar a taxa de transferéncia de humidade para dentro e para fora

da embalagem, afetando a qualidade e o tempo de conservacao dos alimentos embalados.
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5.3.9 Avaliacao das propriedades oticas

As propriedades 6ticas de uma embalagem alimentar desempenham um papel na formulacao de
um material com esse propoésito, dado que a embalagem ¢ o elemento inicialmente percecionado

pelo consumidor, permitindo, preferencialmente visualizar o alimento.

Cor

Em relacao a cor dos filmes, observou-se que quando o OE foi incorporado, houve um aumento
nas coordenadas de cor L* e b*, que é consistente com sua tonalidade mais amarelada
(coordenada b*) do OE [10]. Adicionalmente, a espessura influencia significativamente estas
propriedades. A luminosidade (coordenada L*) dos filmes aumentou significativamente (p-value
< 0,05) com incorporagdo do OE. Como este é o filme menos espesso, é o que apresenta uma

maior luminosidade.

As coordenadas de cor a* e b* foram significativamente afetadas (p-value < 0,05) pela adicao das
capsulas sem OE aos filmes (Tabela 15) verificando-se uma diminuicao geral nas coordenadas da
cor, o que resulta numa aparéncia mais escura. Ja os filmes de pululana com as cipsulas ¢/ OE,

apresentaram uma menor luminosidade, consequéncia destes serem os filmes mais espessos.

Tabela 15-Cor dos filmes de Pu, PuOE, Pu+capsulas s/OE e Pu+cépsulas ¢/OE (média + DP).

Pu + Pu +
Pu2 PuOEP capsulass/ Capsulasc/ p-value
OEc OEd
0,0 * ab
92,68 + o
L* 93,13+ 0,149 94,04 £ 0,4 92,55+ 0,519 6 0,186 a¢
o,
43 0,209 ad
0,001%ab
a* 1,92 + 0,019 1,75 + 0,026 1,55 + 0,11 1,62 + 0,07 0,025%ac
0,013%ad
0,006%* ab
-8y03 i
b* -7,47 £ 0,113 -5,01% 1,104 -5,47+ 0,773  0,043%2¢
0,048
0,029*ad

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); P ¢d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Transparéncia
A transparéncia de uma embalagem é importante porque permite que o consumidor veja o
produto antes de o comprar, facilita a visualizacdo de informagoes relevantes e proporciona

confiancga aos consumidores.
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Tabela 16-Transparéncia dos filmes de Pu, PuOE, Pu+cépsulas s/OE e Pu+céapsulas ¢/OE (média + DP).

Transparéncia (%)

Pu + capsulass/ Pu + capsulas ¢/

Pua PuOEP p-value
OEc OE4

0,005% ab

96,05+ 0,241 94,5+ 0,352 90,74 + 1,386 91,04 £ 1,437 0,019% 2

0,024*ad

* indica diferencas com significado estatistico (p-value<0,05); 2P ¢ d indicam os pares de amostras em

comparacao estatistica.

Como esperado, os filmes de pululana sdo os mais transparentes (Figura 14), o que coincide com
aliteratura existente [72]. A transparéncia nao variou muito dos filmes com cépsulas sem OE para
os com o OE encapsulado, mas, em relacdo aos do OE sem estar encapsulado diminuiu
significativamente (p-value < 0,05), isto deve-se, mais uma vez, a dificil homogeneizacao e
distribuicao dos filmes com as capsulas nas placas de Petri. Como quanto maior a espessura,
maior a opacidade dos filmes, os filmes que contém as capsulas sdo 0s que apresentam uma menor

transparéncia. Este resultado pode ser benéfico, dependendo do alimento a ser embalado.
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Capitulo 6 - Conclusoes e perspetivas de
trabalho futuro

Este trabalho teve como principal objetivo encapsulacao do OE de lavandim e sua incorporacao
em filmes de pululana para aplicacao na indistria alimentar e assim contribuir para a substitui¢ao
as tradicionais embalagens de polimeros sintéticos, as quais tém um impacto negativo no meio

ambiente.

De maneira a conferir propriedades bioativas aos filmes, foi selecionado o OE de lavandim para
ser encapsulado e incorporado nestes. A composi¢ao quimica do OE de lavandim revelou que é
composto maioritariamente por monoterpenos, que sao compostos aromaticos. Apos a analise a
composi¢do quimica do OE, foram também estudadas as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. O ensaio de sequestracao dos radicais livres de DPPH revelou uma atividade
antioxidante muito forte, IC50 = 1,84+024%, v/v e AAI = 2,68+0,41, e o teste de branqueamento
do B-caroteno, com o proposito de analisar a capacidade do OE em impedir a peroxidacao lipidica,
resultou num valor de IC50 =44,85 + 2,55 (%, v/v). Ja na atividade antimicrobiana, no ensaio de
difusdo em disco, o OE apresentou halos de inibigdo para todos os microrganismos testados, e no
ensaio de microdiluicio, utilizando como indicador de crescimento a resazurina, obtiveram-se

valores de CMI elevados, apesar de o OE ter inibido todos os microrganismos testados.

Para se atingir o principal objetivo deste trabalho, encapsulou-se o OE de lavandim pelo método
da emulsao e da evaporacao do solvente. Foram produzidas capsulas com e sem OE. O ensaio de
SEM permitiu visualizar a estrutura das capsulas e a incorporacao do OE foi confirmada através
de FTIR e DSC, tanto para as cipsulas, como para os filmes. Através do software ImageJ,
determinou-se o tamanho médio das cipsulas. Para as amostras sem OE, obtiveram-se capsulas
com 0,585 +0,067 um, enquanto para as amostras com OE, obtiveram-se capsulas maiores com
1,242 10,138 pm. As capsulas nao apresentaram propriedades antioxidantes e revelaram uma

fraca atividade antimicrobiana.

Foram entdo produzidos quatro tipos de filmes biodegradaveis: filmes de pululana, de pululana
com OE de lavandim e de pululana + capsulas, com e sem OE. Os filmes de pululana + cipsulas

apresentaram elevadas rugosidades devido as dimensées das capsulas.

Ao analisar as propriedades bioativas dos filmes, estes revelaram-se potenciais materiais para
embalagens alimentares inibindo a oxidacdo e peroxidacdo lipidica. Os filmes de PuOE e de
pululana + capsulas ¢/ OE apresentaram ainda uma percentagem de inibi¢ao de cerca de 51 % no
ensaio de sequestracao de radicais livres DPPH. J4 no ensaio de difusdao em disco, constatou-se
que a inibicao do crescimento bacteriano por contato ocorreu somente nos filmes de pululana e
nos filmes de pululana com OE, especificamente nas bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes

e S. aureus). Ainda que as bactérias Gram-negativas apresentem uma maior resisténcia devido a
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sua membrana externa, registaram-se ainda inibi¢des por contacto para os filmes de pululana

com OE (E. coli) e de pululana + capsulas com OE (P. aeruginosa).

Quanto as propriedades estruturais, os filmes de pululana com capsulas, principalmente os que
contém o OE encapsulado, apresentaram uma maior gramagem e espessura, consequéncia da
maior rugosidade dos filmes, causada pela dificil homogeneizacao e distribuicdo na placa de Petri.
Apobs a andlise das propriedades mecanicas concluiu-se que a incorporacdo do OE, livre e

encapsulado, resulta em materiais mais dtcteis e menos rigidos.

Em relacdo as propriedades de superficie, a incorporacdo das céapsulas aumentou
consideravelmente a rugosidade dos filmes, diminuindo o angulo de contacto com a 4gua e a
hidrofobicidade dos filmes. Quanto aos resultados obtidos para a energia de superficie dos filmes,
na face inferior, a componente dispersiva aumentou para todos os filmes, a excecio dos filmes de
pululana com as capsulas contendo o OE encapsulado e para a componente polar, aconteceu o
inverso. Na face superior, a componente dispersiva aumentou e a componente polar diminuiu
para todos os filmes. Ja nos filmes de pululana com o OE, verificou-se uma diminuicao nos valores

da componente polar, devido a natureza hidrofébica do OE.

Quanto as propriedades de barreira, a adicao de capsulas aos filmes de pululana resultou num
aumento da permeabilidade ao vapor de agua, uma vez que a resisténcia dos filmes ao vapor de

agua diminui com o aumento da espessura.

Em relacdo as propriedades oticas, a cor amarela (coordenada b*) aumentou devido a ligeira
coloracao amarelada do OE e, no caso dos filmes de pululana com capsulas, verificou-se que houve
uma diminuicao geral nas coordenadas da cor, uma vez que estes ficaram mais opacos.
Relativamente a estes ultimos, a transparéncia diminuiu, mais uma vez, devido a dificil

homogeneizacao e distribuicdo das capsulas nos filmes nas placas de Petri.

Com base nos resultados promissores deste estudo, é possivel prever varias perspetivas de
trabalho futuro para o desenvolvimento de embalagens alimentares mais sustentaveis e seguras,
tais como, estudar a eficacia dos filmes em diferentes condi¢cées de armazenamento, explorar
outras substincias naturais como agentes antimicrobianos, investigar outras técnicas de
encapsulamento para melhorar a estabilidade e a eficacia dos compostos bioativos em embalagens
alimentares, desenvolver embalagens bioativas para aplicacoes especificas (por exemplo,
embalagens para produtos frescos, carnes ou lacticinios podem ter requisitos diferentes) e, ainda,
considerar os aspetos econ6micos e de seguranca alimentar na producio em larga escala dessas

embalagens.

Em suma, a incorporacao de OEs encapsulados em filmes poliméricos pode ser uma alternativa
viavel para o desenvolvimento de embalagens alimentares mais sustentaveis e seguras. No
entanto, é importante realizar mais estudos para avaliar a eficicia desses filmes bioativos em

diferentes condi¢es de armazenamento e em contacto com diferentes tipos de alimentos, bem
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como considerar os aspetos econémicos e de seguranca alimentar na producio em larga escala

dessas embalagens bioativas.
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