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RESUMO

Embalagens biodegradaveis sédo coberturas utilizadas em alimentos na forma de
filmes ou revestimentos, formadas por macromoléculas tanto de origem vegetal
como de origem animal, que garantem propriedades de barreira e podem servir
como veiculo para compostos antimicrobianos. Os polissacarideos de reserva de
parede celular, principalmente as hemiceluloses como as galactomananas, vém
sendo extensamente usadas como matrizes poliméricas de filmes biodegradaveis. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a incorporacdo de 6leo essencial de manjericéo
(OEM) (Ocimum basilicum) em filmes biodegradaveis a base de galactomanana
endospérmica de sementes de flamboyant (Delonix regia) e 6leo canola (OC)
(Brassica napus L.). A Galactomanana (Gal) foi isolada por extracdo aquosa,
seguida por precipitacdo em etanol. O rendimento determinado foi de 12,0%, com
alto grau de pureza apresentado pelo baixo teor de nitrogénio expresso em proteina
(0,67%). A Gal apresentou viscosidade intrinseca média de 3,79 dL/g e massa molar
estimada de 1,04x10° g/mol. Os espectros de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e **C foram similares
aos encontrados na literatura para outras galactomananas. A composi¢cao em acidos
graxos do OC por cromatografia a gas (GC-FID) apresentou teores de &cido oleico
(62,07%), linoleico (18,91%) e heneicosandico (6,61%). Os componentes
majoritarios do OEM determinados por cromatografia a gas acoplado a
espectrometria de massas (GC-MS) foram canfora (14,85%) e 1,8-cineol (3,48%).
Os filmes foram formulados com Gal 1% (m/v), glicerol 0,5% (m/v) e OC em
diferentes concentragbes, 0,25, 0,5 e 0,75% (m/v). Os filmes foram obtidos pelo
método de evaporacdo de solvente (casting) e caracterizados quanto ao teor de
umidade, espessura, permeabilidade ao vapor de agua (PVA), cor e opacidade. O
OC promoveu aumento de PVA e diminuicao do teor de umidade quando comparado
ao filme apenas de galactomanana, mas sem diferenca significativa entre as
concentracbes. O OEM foi testado frente as cepas bacterianas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis,
Staphylococcus aureus e levedura Candida albicans por microdiluicdo em caldo e
apresentou concentracao inibitéria minima (CIM) variando entre 2,5 e 5,0 mg/mL e
concentracdo bactericida minima (CBM) entre 5,0 e 20,0 mg/mL. A partir do filme
com formulacdo de 0,5 % (m/v) de OC incorporou-se OEM em diferentes
concentracdes (2,5, 5,0 e 7,5 mg/mL). Os filmes antimicrobianos foram obtidos por
casting e discos de 1 cm de diametro foram excisados e testados por método de
difusdo em 4gar e a zona de contato e os halos de inibicdo analisados. S. aureus, E.
coli e P. aeruginosa foram sensiveis ao filme contendo 5,0 mg/mL de OEM
apresentando halos de 14, 15 e 16,3 mm, respectivamente. K. pneumoniae foi
inibida apenas na zona de contato do filme, enquanto que S. choleraesuis e C.
albicans foram resistentes a todas as formulagbes. Contudo, O OC promoveu
alteracdes nas propriedades fisicas e de barreira dos filmes de galactomanana e
OEM quando incorporado ao filme apresentou uma atividade antimicrobiana
moderada para potencial aplicagdo como embalagens bioativas.

Palavras-chave: Delonix regia; Hemiceluloses; Permeabilidade ao Vapor de Agua;

Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

Biodegradable Packaging are used in foods as films or coatings formed by plant
macromolecules such as animal, ensuring barrier properties and can serve as a
carrier for antimicrobial compounds. The cell wall polysaccharides reservation,
especially hemicelluloses as galactomannans, have been used widely as
biodegradable polymer matrices films. The objective of this study was to evaluate the
Basil essential oil (BEO) (Ocimum basilicum) incorporation in biodegradable films
based on endospermic galactomannan Delonix regia seeds and canola oil (CO)
(Brassica napus L.). The galactomannan (Gal) was isolated by aqueous extraction,
followed by ethanol precipitation. The yield was 12.0% with high purity presented by
low nitrogen content expressed protein (0.67%). The Gal showed an average intrinsic
viscosity of 3.79 dL/g and molecular weight estimated in 1,04x10° g/mol. Infrared
spectra by Fourier transform (FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR) *H and
13C were similar to those found in the literature for other galactomannans. The fatty
acid composition of CO by gas chromatography (GC-FID) showed oleic acid
(62.07%), linoleic (18.91%) and heneicosandico (6.61%) content. The major
components of BEO determined by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) were camphor (14.85%) and 1.8-cineole (3.48%). The films
were formulated with galactomannan 1% (w/v), glycerol 0.5% (w/v) and CO at
different concentrations, 0.25, 0.5 and 0.75% (w/v). The films were obtained by the
solvent evaporation method (casting) and characterized as the moisture content,
thickness, water vapor permeability (WVP), color and opacity. The CO promoted
increase of WPV and reduced moisture content when compared to the film based
only in galactomannan but no significant difference between concentrations. BEO
was tested against the bacterial strains of Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
aureus and Candida albicans yeast by broth microdilution and showed minimum
inhibitory concentration (MIC) ranging between 2.5 and 5.0 mg/ml and minimum
bactericidal concentration (MBC) between 5.0 and 20.0 mg/ml. BEO was
incorporated into film formulation with CO 0.5% (w/v) in different concentrations (2.5,
5.0 and 7.5 mg/ml). The antimicrobial films were obtained by casting and disks of 1
cm in diameter were excised and tested by the agar diffusion method and a contact
zone and inhibition halos analyzed. S. aureus, E. coli and P. aeruginosa were
sensitive to film containing BEO 5.0 mg/ml showed halos of 14, 15 and 16.3 mm,
respectively. K. pneumoniae was inhibited only in the contact zone of the film, while
S. choleraesuis and C. albicans were resistant to all formulations. However, the OC
promoted changes in physical and barrier properties of the films of with
galactomannan. BEO when incorporated into the film showed a moderate
antimicrobial activity for potential application as bioactive packaging.

Keywords: Delonix regia; Hemicellulose; Water Vapor Permeability; Antibacterial

Activity.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

A Leguminosae é uma das trés familias mais numerosas dentre as
angiospermas e da classe das cotiledéneas. Compreende cerca de 727 géneros
com 19.325 espécies e ¢é tradicionalmente dividida em subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, geralmente identificadas pela
suas flores (LEWIS et al., 2005). No Brasil, ocorrem cerca de 188 géneros e 2.100
espécies estando entre as principais familias que compdem a flora dos diversos
ecossistemas (LIMA, 2000; SOUZA; LORENZI, 2005).

A Familia Leguminosae é extremamente diversificada em plantas com ampla
variacdo no habitat, desde ervas perenes até arvores de grande porte. A Subfamilia
Caesalpinioideae compreende 171 géneros e 2.250 espécies, abundantes na
Ameérica do Sul, Africa tropical e sudeste da Asia, possui diversas espécies bem
conhecidas como plantas ornamentais tropicais, dentre elas a Delonix regia
(Flamboyant) (HICKEY, KING, 1997; LEWIS et al. 2005).

O Brasil apresenta grande potencial como produtor de recursos renovaveis
gue ainda nao foram suficientemente explorados, tendo vastas regides apropriadas
ao cultivo de leguminosas, principal fonte de galactomananas vegetais. As
galactomananas sao polissacarideos formados por uma cadeia linear com unidades
B-1,4-D-manopiranose substituidas por unidades ligantes a-1,6-D-galactopiranose,
desempenham fungdo de reserva, onde s&o encontradas principalmente no
endosperma das sementes da familia Leguminosae (SOARES, 2009). As
galactomananas sao polissacaridos utilizados na industria de alimentos,
principalmente como estabilizante, espessante e emulsificante, sendo um dos
materiais alternativos que podem ser utilizados para a producdo de filmes e
revestimentos comestiveis biodegradaveis (CERQUEIRA et al., 2011).

A crescente demanda mundial por processos e produtos que visem
sustentabilidade tem incentivado pesquisas no desenvolvimento de filmes
biodegradaveis oriundos de fontes renovaveis, a fim de reduzir os impactos
ambientais decorrentes do acumulo de embalagens a base de plasticos
convencionais derivados do petrdleo (ESPITIA et al., 2013). As propriedades e

vantagens oferecidas pelas embalagens biodegradaveis as tornam uma oOtima
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alternativa para as industrias de alimentos, podendo substituir as embalagens

convencionais néo degradaveis (TELLES et al., 2011).

A incorporacdo de compostos bioativos, tais como agentes antimicrobianos,
em filmes, promove uma melhoria da seguranca e da vida de prateleira de
alimentos. Os O6leos essenciais sdo substancias naturais que atualmente ganham
destaque como agentes antimicrobianos associados as embalagens para alimentos
(LOPEZ et al., 2007; MONTES; NETA; CRUZ, 2013).

Os filmes antimicrobianos contendo 6leo essencial, também denominados de
embalagens ativas, ganharam atenc&o ultimamente, especialmente pela demanda
dos consumidores por produtos alimenticios naturais e sem conservantes, sendo
empregados como uma alternativa eficiente no controle de contaminacdo em
alimentos promovendo uma maior qualidade e seguranca (SUPPAKUL et al., 2003;
ALDANA et al., 2015). Estudos in vitro mostram o efeito antibacteriano do 6leo
essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum L.) com potencial aplicagdo em
tecnologias de embalagem (HOSSAIN et al.,, 2010; MARTINS, 2010; GAIO et al.,
2015).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a incorporacao de 6leo essencial de
Ocimum basilicum L. em filmes biodegradaveis a base de blendas de
galactomanana endospérmica de Delonix regia e 6leo de Canola (Brassica napus),

guanto as propriedades de barreira e antimicrobianas.
1.1 Polissacarideos de Reserva de Parece Celular (PRPC)

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptacdo aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes. Dentre as principais substancias armazenadas pelas
plantas, muitos polissacarideos foram selecionados durante a evolugcdo (LIMA,
2000). As ceélulas vegetais sdo delimitadas por uma resistente parede composta de
polissacarideos e (glicoproteinas que conferem resisténcia mecanica,

desenvolvimento e adaptacdes a mudancas ambientais (OIKAWA et al., 2013).

Os Polissacarideos consistem de longas cadeias contendo centenas e

milhares de unidades de monossacarideos ligados covalentemente e que podem ser
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neutros ou carregados (VOET, 2011). Fazem parte do metabolismo energético de
plantas (amido) e animais (glicogénio), da estrutura de células vegetais (celulose,
pectina) ou do esqueleto de insetos e outros animais (quitina). O amido e celulose
sao os polissacarideos mais abundantes sintetizados pelas plantas, com a celulose
compreendendo 80% de seu peso (PINHEIRO, 2010).

Os PRPCs sao relativamente inertes quanto a sua reatividade quimica e
apresentam diferentes graus de solubilidade em agua, o que confere vantagens
como alta compactacdo e baixa reatividade e tornam possivel a existéncia de um
compartimento celular especializado, ou seja, a parede celular permitindo o fluxo de
agua com um grau de liberdade consideravel. Por outro lado, 0 custo energético
para produzir tais polimeros € alto, pois necessitam de um complexo sistema de
biossintese, secrecdo e montagem no meio extracelular (BUCKERIDGE et al.,
2000).

Os diferentes componentes macromoleculares néo celulésicos da parede
celular se adaptaram, ao longo da evolucado, ao papel de reserva nas sementes de
diversas espécies (SOARES, 2009). A ocorréncia destes polissacarideos se da
principalmente em sementes, uma vez que sao completamente degradados apds a
germinacao e seus produtos sao utilizados como fontes de carbono e energia para o
crescimento inicial das plantulas. Esses polissacarideos apresentam outras fungdes
tais como dureza das sementes, participacdo em relacbes hidricas e expanséo
celular. Estas fungBes secundarias seriam importantes ho mecanismo evolutivo que
levou as plantas a utilizarem polissacarideos da parede celular como reserva de
carbono, relevantes em processos fisiolégicos como amadurecimento de frutos,
crescimento, desenvolvimento e senescéncia (BUCKERIDGE; RIED, 1996; ROSE;
BENNETT, 1999; BUCKERIDGE, 2000)

Os modelos de arquitetura da parede celular propéem que esta seja formada
de trés dominios independentes (celulose/hemicelulose, pectinas e proteinas), em
gue os trés dominios formam um compdsito com caracteristicas semelhantes a um
cristal liquido (ROLAND et al.,, 1992). Os PRPCs sdo observados como as
hemiceluloses constituintes da parede celular. Neste modelo, a parede € vista em

corte transversal como um compoésito de polimeros em que as hemiceluloses
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interligam a rede e envolvem as microfibrilas. Este dominio esta imerso em uma

matriz de polimeros pécticos (Figura 1).

Figura 1- Representacdo esquematica da parede celular primaria (A) em corte transversal. As
microfibrilas de celulose estdo cobertas por hemicelulose (xiloglucanas, arabinoxilanas ou
mananas) que podem estar forte ou fracamente ligadas a celulose (B). O dominio celulose-

hemicelulose esta embebido em um dominio péctico (A).
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Fonte: Lima, 2000.

Os PRPCs sao classificados de acordo com sua estrutura quimica em trés
grupos distintos: as xiloglucanas, as galactanas e as mananas, sendo estes ultimos
subdivididos em mananas puras, glucomananas e galactomananas (BUCKERIDGE
et al., 2000).

1.2 Hemiceluloses Vegetais

A parede primaria de grande parte dos vegetais € composta por trés
estruturas independentes, as microfibrilas de celulose (~30%), os polissacarideos
nao celuldsicos, que incluem as hemiceluloses (~30%) e pectinas (~30%), e as
proteinas estruturais (~10%). A estrutura detalhada das hemiceluloses e sua
abundéancia varia amplamente entre diferentes espécies e tecidos das plantas
(RAVEN et al., 2001). A figura 2 representa um modelo proposto para a arquitetura
da parede celular com as trés matrizes basicas (celulose/hemicelulose, pectina e

proteinas).
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Figura 2 - Modelo proposto para a arquitetura da parede celular vegetal com a distribuic&o

e organizacdo das matrizes basicas.
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Fonte: Soares, 2009.

As hemiceluloses sédo formadas por diversos grupos de polissacarideos
ramificados interligados as microfibrilas de celulose presentes na parede celular de
todas as plantas terrestres. Sao polimeros que interagem fortemente com a celulose
e possuem uma cadeia principal composta por ligagdes B-(1—4) em configuracdo
equatorial (SILVA, 2009). Além de apresentarem uma configuracdo irregular e
auséncia de cristalinidade, motivo pelo qual absorve agua facilmente, contribuindo
para o aumento de flexibilidade das fibras, podem desempenhar um papel na defesa
contra estresse hidrico (BUCKERIDGE et al., 2000).

Dentre elas, a classificagdo ocorre em xiloglucanas, mananas, xilanas,
glucomananas, além de glucanas ligadas por B-(1—3,1—4). Essa classificacdo é
baseada essencialmente na composicdo monossacaridica. As mananas, por sua
vez, sdo divididas em mananas puras, glucomananas e galactomananas
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010)

1.1.1 Galactomananas

As galactomananas sédo polissacarideos neutros, comumente encontradas em
maiores quantidades no endosperma das sementes da familia Leguminosae, onde a

principal funcdo das células endospérmicas estd associada a reserva energética,
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com rendimentos alcangando mais de 30% da massa seca de sementes em muitas
espécies (FERREIRA, 2008; BUCKERIDGE, 2010). Elas também podem ser
encontradas em fontes microbianas, leveduras e fungos (STEPHEN; PHILLIPS;
WILLIAMS, 2006).

Constituem uma cadeia principal formada por unidades monossacaridicas de
B-D-manopiranose unidas por ligacdes glicosidicas p-(1—4), substituidas por
unidades monossacaridicas de D-galactopiranose unidas por ligagdes a-(1—6) em
graus variados de acordo com a espécie (SIERAKOWSKI et al., 2000; CUNHA et al.,
2009) (Figura 3). As galactomananas diferem entre si pela sua razéo
monossacaridica de manose e galactose (M:G), tamanho das cadeias, massa
molecular e distribuicdo padrdo das galactoses ao longo da cadeia principal, sendo
este Ultimo determinante para suas propriedades fisico-quimicas (PRAJAPATI et al.,
2013).

Figura 3 — Segmento representativo de uma cadeia de galactomanana.

Fonte: Sierakowski et al., 2000. M: manose (cadeia principal), G: galactose.

A grande vantagem das galactomananas é a sua capacidade de formar
solugbes muito viscosas a concentracdes relativamente baixas, ligeiramente
afetadas pelo pH, forca ibnica e processamento térmico (SITTIKIJYOTHIN;
TORRES; GONCALVES, 2005). Em sistemas aquosos simples, elas sé&o
espessantes eficazes, uma propriedade que € essencialmente controlada pelo
tamanho molecular (BRESOLIN et al., 1999).

De acordo com a origem e espécie da galactomanana, podem ser observadas

diferencas na razdo M:G, pois a proporcédo e a forma como os substituintes estao
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distribuidos ao longo da cadeia principal sdo importantes para compreender a
capacidade de solubilizacdo e interagdo molecular do polimero (AZERO, 1999). A
solubilidade em agua aumenta com o aumento do contetudo de galactose, devido
aos grupos laterais de galactose impedirem associacdes intercadeias e cristalizacao
(MATOS, 2000; PRAJAPATI et al., 2013).

Ao se estudar e trabalhar com galactomananas os parametros mais
importantes que definem sua natureza sdo a razdo M:G, massa molar e a
viscosidade intrinseca. A primeira varia de acordo com a espécie e sua
determinacdo a envolve técnica de cromatografia gasosa, enquanto a massa molar
pode ser determinada por cromatografia de exclusdo molecular e a viscosidade
intrinseca com o0 uso de viscosimetro capilar utilizando equac6es de Huggins e
Kramer (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005).

A caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas de galactomananas
envolve ainda cromatografia de troca ibnica de alta pressdo, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear do carbono treze (**C-RMN), espectroscopia ha

regido do infravermelho e reologia). (MIKKONEN et al., 2007).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das mais poderosas técnicas
espectroscopicas no estudo de aspectos estruturais e dindmicos de moléculas
organicas em solucdo. Para a quimica de carboidratos se tornou uma ferramenta
largamente utilizada, principalmente na elucidacao estrutural de polissacarideos com
estruturas complexas (KAISER, 2000).

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica que pode fornecer
informacdes sobre a estrutura molecular. Na molécula, todos os movimentos podem
ser descritos em termos de dois tipos de vibragdes, o estiramento e a deformacédo. O
estiramento € um movimento ritmico e linear entre os atomos de modo que a
distancia interatbmica vai aumentando ou diminuindo. Ja a deformacao ou flexao,
resulta da mudanca do angulo de ligacdo. O estiramento pode ser simétrico ou
assimétrico, e a deformacdo pode ocorrer no plano ou fora do plano da molécula.
(THYGESEN et al., 2003, FERREIRA, 2008).
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1.1.1.1 Potencias Aplicagdes de Galactomananas

Os polissacarideos vém se destacando significativamente nos ultimos anos
com fins de aplicacdes tecnoldgicas nas mais diversas areas como biomedicina,
materiais e alimentos. Quando modificados ou em sua forma original, apresentam
boas propriedades mecanicas para aplicacdo de fibras, filmes, adesivos,
espessantes, modificadores reoldgicos, hidrogéis, carreadores de drogas,
emulsificantes, etc. (CRUZ, 2014).

A utilizacdo de hemiceluloses vegetais tem énfase em sua importancia por
serem biocompativeis, de baixo custo, inertes, atoxicas e biodegradaveis como
vantagens em relacdo aos polimeros sintéticos (PRAJAPATI et al., 2013). A maioria
dos estudos desenvolvidos com galactomananas visa o interesse comercial com
aplicacoes em diversas areas da industria (AZERO; ANDRADE, 2002). As duas
galactomananas produzidas comercialmente em grandes quantidades sdo a goma
guar a partir de sementes de Cyamopsis tetragonolobus e a alfarroba a partir de

sementes de Ceratonia siliqua (MAIER et al., 1993).

As galactomananas séo utilizadas como ferramentas no isolamento e estudo
de macromoléculas ligantes a galactose tais como lectinas, proteinas capazes de se
ligarem reversivelmente a carboidratos, exclusivamente as a-D-galactose-ligantes
(BRAGA et al., 2011). Muitas galactomananas sao utilizadas em linhas de pesquisa
com fins biotecnolégicos como as de Caesalpinia pulcherrima e Delonix regia como
excipiente em comprimidos (SELVI et al., 2010; KALE et al., 2009), Mimosa scabrela
como matriz para liberacdo controlada de farmacos (VENDRUSCOLO et al., 2005) e
Adenanthera pavonina no desenvolvimento de revestimentos comestiveis para frutos
(LIMA et al., 2008).

Na literatura, muitos trabalhos apresentam a caracterizagdo e aplicagao de
galactomananas como filmes/revestimentos, porém ainda é limitado quando
comparada aos outros polissacarideos (Lima et al., 2010). A aplicacdo destes
polissacarideos é principalmente devido a propriedade caracteristica de formarem
solucdes viscosas a concentracdes relativamente baixas e sO precisar de agua na
sua preparacao (MARTINS et al., 2010, CERQUEIRA et al., 2011)
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1.2 Delonix regia (Bojer ex Hook.) Raffin

Neste trabalho foi utilizada como fonte de galactomanana a espécie Delonix
regia, conhecida popularmente por Flamboyant. E uma arvore de porte médio nativa
da ilha de Madagascar e caracteristica de regides quentes e imidas da india, Africa
e América, pertencente a familia Leguminosae, familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinea. E uma espécie empregada na arborizacdo de parques e jardins,
devido as qualidades ornamentais de suas flores, que possuem propriedades
antimicrobianas e antifangicas, utilizadas no preparo de extratos aquosos em areas
rurais (ADJE et al., 2012) . Suas vagens sdo compridas e largas contendo em média
20 sementes com tegumento cinza escuro com marcas longitudinais mais claras em
um endosperma gomoso e espesso (Figura 4) (MATOS, 2008; ALVES, 2013).

Figura 4 — Delonix regia (A), flores (B), vagens (C), sementes (D) e corte transversal da semente

(E)

Apesar de ser uma espécie amplamente utilizada para propositos
ornamentais, algumas de suas moléculas bioativas tém sido purificadas,
caracterizadas e avaliadas quanto ao potencial farmacolégico, como derivados de
aminoacidos, carotenoides, galactomananas, lectinas e inibidores enzimaticos
(RUBENSTEIN et al., 2009).

As sementes de D. regia possuem um grande conteddo de galactomananas
com razdo M:G de 4:1 e estrutura quimica elucidada por ressonancia magnética
nuclear (TAMAKI et al., 2010). Em medicamentos, as galactomanana de D. regia
foram usadas como aglutinantes, onde baixas concentracbes desta goma
melhoraram o equilibrio entre a associacdo e desintegracdo de comprimidos,
gquando uma rapida desintegracdo € desejada. Para se obter o contrario utiliza-se
altas concentragbes (ADETOGUN; ALEBIOWU, 2009). Galactomanana
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carboximetilada de flamboyant foi eficaz para encapsular papaina, como proposta
para sistema de entrega no tratamento anti-inflamatério ou preventivo de Ulceras
gastricas (BETANCUR-ANCONA et al., 2011).

1.3 Filmes Biodegradaveis

Um consideravel interesse tem sido demonstrado no desenvolvimento e
caracterizacdo de filmes biodegradaveis como possiveis substitutos das embalagens
sintéticas utilizando fontes renovaveis e biodegradaveis € possivel aumentar o
tempo de prateleira dos alimentos, por meio da adicdo de agentes antimicrobianos,
antifngicos e antioxidantes possibilitando uma protecdo mais eficaz (CERQUEIRA
et al., 2011).

Os filmes comestiveis ou biodegradaveis s&o peliculas de variadas
espessuras constituidas por diferentes substancias naturais e/ou sintéticas que
protegem e isolam o alimento, sem riscos a saude do consumidor (MAIA et al.,
2000). Filmes biodegradaveis tem a habilidade de retardar o transporte de umidade,
oxigénio, aromas e solutos (GENNADIOS; WELLER, 1990). As caracteristicas dos
filmes a base de biopolimeros dependem fortemente do processo de formacgédo do
filme, o que torna a elaboragéo desses filmes finos um grande desafio (LAFARGUE;
LOURDIN; DOUBLIER, 2007).

Os filmes podem ser produzidos com uma grande variedade de produtos, tais
como polissacarideos, proteinas, lipideos, resinas, com ou sem a adicdo de outros
componentes (por exemplo, plastificantes e agentes tensoativos) (LIN; ZHAO, 2007,
RINAUDO, 2008). Filmes constituidos por proteinas e polissacarideos normalmente
apresentam alta resisténcia mecanica e permeabilidade seletiva a gases, mas sao
sensiveis a umidade, sendo que aqueles elaborados apenas com lipidios séo
resistentes a passagem de agua, mas apresentam-se opacos e quebradi¢cos
(GALLO et al., 2000; PEROVAL et al., 2002). Dessa forma, a combinacido de
compostos pode resultar em melhores propriedades funcionais dos filmes dando

origem as blendas.

A obtencdo de novos materiais com melhores caracteristicas fisicas, quimicas

e mecanicas desejadas, através da combinacéo de propriedades de interesses entre
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dois ou mais biopolimeros de forma a compensar a deficiéncia do outro, sem que
ocorram reacdes quimicas entre os componentes € chamada de blenda (WORK et
al., 2004). A principal vantagem das blendas é a simplicidade da preparacéo e facil
controle das propriedades fisicas com a mudanca das concentracfes dos
componentes. (AMORIM, 2004).

1.3.1 Filmes a base de polissacarideos

As propriedades hidrofilicas dos polissacarideos fornecem uma boa barreira
ao diéxido de carbono e oxigénio sob certas condigcbes, mas apresentam
propriedades mecanicas diferentes e sdo uma barreira pobre quanto ao vapor de
agua (PARK, 1999). Devido as interacdes entre as moléculas do polimero os filmes
formados sdo quebradicos e exigem na maioria dos casos, a presenca de um
plastificante. A agua € um dos plastificantes mais eficazes na composicao de filmes
e revestimentos, sendo a umidade relativa de armazenagem dos filmes um dos
pardmetros mais analisados devido a sua influéncia na estrutura do filme
(PINHEIRO et al., 2010).

Os polissacarideos usados para producdo de filmes e/ou revestimentos
comestiveis incluem: amido, alginatos, carragenatos, quitosana e gomas. Como
fonte de gomas naturais tem-se, por exemplo, extratos de algas marinhas (alginatos,
agar) e gomas de sementes (galactomananas). As galactomananas sdo um dos
materiais alternativos que podem ser utilizados para a producéo de filmes com base
em sua comestibilidade e biodegradabilidade (CERQUEIRA et al., 2011).

A eficiéncia funcional dos filmes biodegradaveis depende da composicdo, do
processo de formacdo e de sua aplicagdo. Uma alternativa para melhorar as
propriedades fisicas € a preparacdo de blendas poliméricas, mediante o uso
combinado de dois ou mais polimeros em conjunto com um plastificante e um

solvente (ALMEIDA et al., 2013).

Plastificantes como o glicerol sdo capazes de garantir boa qualidade no filme
biodegradavel a ser produzido. Os plastificantes sdo moléculas pequenas, de baixa
volatilidade que adicionado a solucéo filmogénica modifica a organizacdo molecular

das cadeias do polimero aumentando o volume livre na molécula. Proporciona o
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aumento de flexibilidade, extensibilidade, distensibilidade e barreira a gases e vapor
de &gua seguido por diminuicdo na resisténcia mecéanica (GROSSMAN, 2007). Um
grande numero de trabalhos avaliou a utilizacdo de diferentes materiais e a mistura
com outros tipos de biopolimeros para melhorar as propriedades de filmes a base de
polissacarideos (CERQUEIRA et al., 2010).

Os lipidios sdo um dos materiais mais utilizados com o objetivo de diminuir
hidrofilicidade dos filmes a base de polissacarido levando a uma melhora das
propriedades de barreira e solubilidade em agua. Muitos tipos de lipideos tém sido
utilizados, dentre eles as ceras (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2001), acido estearico
(BOZDEMIR; TUTAS, 2003) e 6leo de milho (CERQUEIRA et al., 2012).

1.4 Oleo Canola (Brassica napus L.)

O Oleo vegetal canola é proposto neste trabalho como lipideo para o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis. O nome canola € derivado da sigla
Canadian Oil Low Acid, que indicam as sementes obtidas por modificacdo genética
das espécies Brassica napus e Brassica rapa. As cultivares de canola se
caracterizam por conter baixo teor de acido erdcico e glucosinolatos, e sédo
diferentes em propriedades fisicas, quimicas e nutricionais em relagdo ao 6leo de
colza (PRZYBYLSKI et al., 2005). O 6leo de canola é considerado uma fonte
acessivel de acidos graxos essenciais, contendo tanto 6mega-3 quanto dmega-6
(COLONI, 2008).

Os programas de reproducdo da canola abordam modificacdes genéticas
desde a década de 80 a fim de aumentar o rendimento, teor de 6leo e proteina,
amadurecimento das sementes, resisténcia as doencas e pragas, além do
desenvolvimento de cultivares com baixo teor de &cido linolénico e alto teor de
oleico. A canola é o unico cultivo oleaginoso adaptado para as regides temperadas
possibilitando a germinacdo e o crescimento em baixas temperaturas (ESKIN et al.,
2006).

Nos Oleos vegetais trés acidos graxos sao dominantes: palmitico, oléico,
linoléico e por vezes acompanhado de &cido estearico e pelo acido linolénico. Os

outros, que ocorrem em O6leos especiais, incluem o miristico, laurico, erucico,
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hexadecendico, acido Y-linolénico, eleostearico e isbmeros, ricinoléico e verndlico
(GUNSTONE, 2005).

A composicdo de acidos graxos € determinada por cromatografia gasosa
aplicavel aos ésteres metilicos de acidos graxos com 8 a 24 atomos de carbono de
gordura animal, Oleos vegetais, 6leos marinhos e acidos graxos apdés a sua
conversdo em ésteres metilicos. O método permite separar quantitativamente as

misturas de ésteres metilicos saturados e insaturados (AOCS, 2004).
1.5 Filmes biodegradaveis ativos com propriedades antimicrobianas

Grandes perdas em alimentos sdo causadas por deterioragdo microbiana.
Varias acbes podem ser melhoradas para diminuir o contato entre o0s
microrganismos e os alimentos entre eles, o uso de embalagens ao produto e sua

conservacao é fundamental (BURT, 2004).

Filmes também podem servir como veiculos de aditivos alimentares, tais
como: agentes antimicrobianos, corantes, aromatizantes, nutrientes e especiarias
(CUTTER; SUMNER, 2002; CAGRI; USPUNOL; RYSER, 2004; HAN; GENNADIOS,
2005). A liberacdo de aditivos por embalagens ativas aumenta a seguranca do
consumidor, jA& que esses compostos, ao invés de diretamente adicionados ao
alimento, séo liberados gradualmente, mantendo-se presentes em menores
quantidades e apenas onde sua presenca € requerida, a saber, na superficie do
produto (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004).

A tecnologia de embalagens ativas € um conceito para relacionar a interacao
do alimento com o material da embalagem, enquanto sustenta 0 microambiente em
seu interior. O objetivo € preservar as propriedades nutricionais e qualidades
sensoriais, bem como mantendo sua seguranga microbiologica (DURANGO et al.,
2006; FLORES et al, 2007). Muitos estudos demonstraram que agentes
antimicrobianos quando incorporados em filmes podem ser eficazes para reduzir

niveis de microrganismos de origem alimentar (CUTTER, 2006).

A busca por novos compostos com propriedades antimicrobianas a partir de
fontes naturais, tais como os 6leos essenciais, tem se intensificado (MARTINS et al.,

2010). A incorporacdo de o6leos essenciais (OEs) em filmes biodegradaveis é uma
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alternativa para desenvolvimento de embalagens ativas. Diversos autores mostram a
incorporacdo de Oleos essenciais em filmes biodegradéaveis, tais como blenda de
quitosana e gelatina incorporados com 6leo essencial de tomilho (GOMEZ-ESTACA
et al., 2010), de hidroxipropilmetilcelulose com 6leo de limdo (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2011), de proteina do soro com o6leo de orégano (SEYDIM;
SARIKUS, 2006) e de pectina com oOleo de limdo mexicano (ALDANA et al., 2015).

1.6 Oleo Essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum)

Os 6leos essenciais sao formados principalmente por monoterpenos (Cio) €
sesquiterpenos (Cys) volateis de forma ciclica e aciclica. Possuem, geralmente, odor
caracteristico e auxiliam nas interacdes entre plantas, insetos e outros organismos.
Sdo comumente encontrados nas folhas e flores, cavidades especializadas,
denominadas canais secretores e pelos glandulares (SIMOES et al., 2004). Os 6leos
essenciais sdo usados para conferir aroma e odores especiais a diversos produtos
alimenticios e de perfumaria. Também é grande o seu uso como medicamentos
analgésicos, antissépticos, sedativos, expectorantes, estimulantes, entre outros
(MARTINS et al., 2010).

Entre as plantas medicinais comumente usadas na medicina popular esta o
manjericdo (Ocimum basilicum L.), o qual pertence a familia Lamiaceae, possuindo
espécies originarias de regides tropicais e subtropicais da Asia, da Africa e da
América Central e do Sul. O Género Ocimum é composto por diversas espécies de
Manjericdio com as variadas indicacdes farmacoldgicas, dentre elas acéao
antiespasmadica, antisséptica intestinal, diurética, anti-helmintica e antimicrobiana
(VENANCIO, 2006).

O oleo essencial de manjericdo com alta concentracdo de linalol é valorizado
no mercado internacional e amplamente utilizado na industria de condimentos e
cosmeticos. Esta espécie possui importancia econdmica para o Brasil na obtencao
de 6leo essencial, sendo seu consumo tanto in natura quanto para processamento
industrial. Seu Oleo é utilizado na culinéria, na aromatizacdo de alimentos e bebidas,
na industria de cosméticos e perfumaria. Apresenta propriedades inseticidas,

repelentes e antimicrobianas (LABRA et al., 2004).
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Duarte et al. (2007) estudaram o efeito de Oleos essenciais de plantas
medicinais usadas no Brasil, incluindo o manjericéo, frente as cepas de Escherichia
coli enteropatogénicas (EPEC) e enterotoxigénicas (ETEC), e classificaram a
atividade antibacteriana do Oleo essencial como sendo de atividade moderada.
Martins et al. (2010) testaram o 6leo essencial frente as cepas de subgrupos de
EPEC e atribuiu a acdo antibacteriana aos componentes majoritarios identificados,

metil chavicol e linalol.

Dessa forma, acredita-se que o Oleo essencial de manjericdo seja um
potencial agente antimicrobiano para incorporacdo em filmes biodegradaveis a base
de galactomanana de Delonix regia e 0Oleo canola com propriedades

antimicrobianas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar quanto as propriedades de barreira e antimicrobiana a incorporacéo
do oleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum) em filmes de blendas de

galactomanana de Delonix regia com Oleo canola.
2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a pureza da galactomanana isolada por meio da determinacao

de teor de nitrogénio total;

- Determinar parametros macromoleculares como viscosidade intrinseca e

distribuicdo de massa molar da galactomanana;
- Caracterizar os constituintes do 6leo de canola por cromatografia gasosa;

- Avaliar as alteracBes proporcionadas pela adicdo do 6leo de canola aos

filmes a base de galactomanana;

- Determinar a melhor concentracdo de 6leo canola para incorporacéo de 6leo

essencial de acordo com a permeabilidade ao vapor de agua;

- Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida

minima do 6leo essencial de O. basilicum;

- Avaliar a adicdo de 6leo essencial de O. basilicum no filme, com melhores

propriedades de barreira, quanto as suas propriedades antimicrobianas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

As sementes de Delonix regia foram coletadas no campus da Universidade de
Fortaleza (UNIFOR), Fortaleza, Ceara. Uma exsicata foi depositada no Hebario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cear4d sob o numero 57491. As
sementes foram retiradas das vagens, limpas e estocadas a temperatura ambiente
até o momento da extracdo da galactomanana.

O Oleo Vegetal de Canola foi adquirido em comércio local da cidade de
Fortaleza, Ceara.

O Oleo Essencial de Manjericdo (Ocimun basilicum) foi adquirido da empresa
FERQUIMA®, Séo Paulo.

3.2 Extracéo da Galactomanana de sementes de Delonix regia

A extracdo foi realizada segundo metodologia descrita por Cerqueira et al.
(2009). As sementes foram submetidas a fervura em &gua para separacdo do
endosperma manualmente. Os endospermas foram suspensos em agua na razao
1:5 (m/v) e mantidos a 8 °C por aproximadamente 12 h, para entumescimento do
material. Em seguida, as suspensfes foram adicionadas de dez volumes de agua
destilada, trituradas e homogeneizados em moinho de laminas e filtradas em malha
de nylon. A solucédo obtida foi adicionada de dois volumes de etanol 96% e a
galactomanana precipitada foi imersa em acetonana razado 1:5 (m/v), por 15 min,
seguido de secagem em fluxo de ar frio. A galactomanana seca obtida foi macerada
e 0 po dissolvido em agua 1:100 (m/v) e o processo de precipitacdo repetido. Por
fim, o polissacarideo obtido foi triturado e filtrado em peneira granulométrica de 100

mesh.
3.2.1 Caracterizacgao fisico-quimica da galactomanana extraida de Delonix regia

A galactomanana foi caracterizada quanto as suas propriedades fisico-
quimicas de acordo com algumas modificagcbes das metodologias reportadas por
Sousa (2014).
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3.2.1.1 Determinacao de teor de umidade

Aproximadamente 1 g da amostra foi pesado e colocado em um cadinho
previamente calcinado e tarado, sendo submetido & secagem em estufa durante 24
h a temperatura de 105 °C. Os resultados foram expressos em percentual % m/m. O

teste foi feito em triplicata.

3.2.1.2 Determinagéao de teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado pelo método Gravimétrico de acordo com
Pereira e colaboradores (2001), onde foram analisados os cadinhos que continham
a galactomananas apés analise de umidade, deixando-os em capela de incineracao
por 30min e em seguida levando ao forno mufla a 550°C por 3 h até a completa
carbonizacao (cinzas esbranquicadas), ou seja, queima de toda a matéria organica.

4.2.1.3 Determinacdao de teor proteico

A quantidade de nitrogénio total foi determinada de acordo com a curva
padrdo obtida de sulfato de aménio pelo método de Baethgen e Alley (1989) e

associado ao percentual de proteina pelo fator de converséo N x 6,25.

3.2.1.4 Percentual de carboidratos

O percentual de carboidratos foi estimado por subtracdo do teor de cinzas e

de proteinas ao total de massa seca da galactomanana (100%).
3.2.2 Viscosidade Intrinseca

A viscosidade intrinseca foi realizada a 26 + 0,1 °C em um viscosimetro
capilar Ostwald-Fensk, série 200. Uma solucdo estoque de galactomanana em agua
destilada na proporgao de 1:100 (m/v). A partir desta foram feitas diluicbes de modo
a contemplar 6 diluicbes e promover um intervalo de diluigbes 1,2 < nr < 2,0, onde nr
€ a viscosidade relativa. Valores de diluicdes adequados para manter as solucdes
dentro do platd newtoniano.

A plotagem de ns,/C e In,/C versus C, segundo Huggins-Kramer, foi utilizada

para estimar a viscosidade intrinseca [n], de acordo com as 1 e 2:

[Nsp)/C =[] + KuC Equacédo de Huggins (1)
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In (n,)/C = [n] = K«[nJ°C Equacéao de Kramer (2)

Onde nsp = viscosidade especifica; n, = viscosidade relativa; [n] = viscosidade
intrinseca; C = concentragdo do polimero (g/dL); ky = Constante de Huggins e kg =

constante de Kramer.
4.2.3 Distribuicdo de Massa Molar

A distribuicdo da massa molar foi determinada através de Cromatografia de
Permeacdo em Gel (GPC), utilizando um cromatografo Shimadzu LC-20AD acoplado
a detector de indice de refracdo RID-102 e uma coluna PolySep Linear (7,8 x 300
mm), com fase movel NaNO3 0,1 M como eluente, & temperatura ambiente e fluxo
de 1,0 mL/min. Foram preparadas solu¢cdes de galactomanana 0,1% (m/v) em agua
ultrapura filtrada e desaerada. As solu¢bes foram filtradas com membrana
MILIPORE de porosidade 0,45 ym e em seguida adicionado etilenoglicol como
padréo interno. O volume de inje¢do foi de 20 pL. A curva de calibragdo para a
determinacdo da massa molar foi construida utilizando-se padrdes moleculares de
pululana (Shodex P-82, da Shawa Denko) com massas molares (Mw) de 5.9 x 10,
2.28 x 10%, 4.73x 10% 1.12 x 10°, 4.04 x 10° e 7.88 x 10° g/mol.

3.2.4 Potencial Zeta (P{)

Suspensbes de galactomanana nas concentracbes de 1,0 % (m/v) foram
preparadas e mantidas sob agitacdo mecanica por 15 min no homogeneizador
ultrassénico a 11000 rpm durante 1h. Em seguida, as medidas de P foram
realizadas no equipamento ZetaSizer modelo ZEN 3600 (Mavern Instrument) em
celas capilares (modelo DTS 1060) conectadas a um titulador automatico MPT-2 da
Malvern Instrument (MPT-2 multi purpose titrator) (ALVES, 2013).

3.2.5 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Para as analises por FTIR foram obtidas pastiihas com 100 mg de KBr
(MERCK®) seco e 2 mg (base seca) da galalctomanana. A mistura de KBr e da
amostra foram homogeneizadas utilizando pistilo e almofariz, levadas a uma prensa

hidraulica manual (DQUI-UFPR) e submetida a pressédo de aproximadamente 8 ton
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por 5 min. As andlises foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro de
Infravermelho modelo Nicolet6700 — FTIR (DQI-IQ-UFPR) com 4 cm™ de resolucéo e
transformada de Fourier. Os espectros foram obtidos na regido de 4000 - 420 cm™

em transmitancia T (%) e os dados tratados utilizando o programa Origin 8.

3.2.6 Analise Estrutural por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de Hidrogénio (*H) e Carbono Treze (**C)

Para a galactomanana foram realizadas analises de **C-RMN e 'H-RMN. Os
hidrogénios da galactomanana foram previamente trocados por deutério, num
procedimento de solubilizagdo em D,O e liofilizagdo por trés vezes. A
galactomanana deuterada foi entdo solubilizada em D,O numa concentragéo de 25
g/L, a temperatura de 40°C e mantida em agitacdo magnética por 12 h. A solucao
resultante foi centrifugada e o sobrenadante condicionado em tubo de vidro (5 mm)
especifico para RMN.

As analises de RMN foram realizadas em espectrémetro BRUKER, modelo
AVANCE - DRX 400 (Departamento de Quimica/UFRJ) acoplado a transformada de
Fourier, com temperatura de andlise de 70°C. Para a calibracdo dos espectros os
deslocamentos da agua (6 4,7) e da acetona (6 32,3) foram utilizados como padrao
interno para 'H e *3C, respectivamente, e a frequéncia de observacdo do nucleo foi
de 100 MHz para *C e 400 MHz para *H. Todos os parametros foram fornecidos
pelo software do préprio equipamento. Os resultados da analise por RMN foram

compilados pelo programa MestreC®.

3.3 Determinacdo do teor de acidos graxos do Oleo de canola por
cromatografia gasosa com detector de ionizagado de chama (GC-FID)

Os ésteres metilicos dos éacidos graxos foram preparados usando-se o
método proposto por Maia e Rodriguez-Amaya (1993). 100 mg da amostra foram
saponificados e adicionados de 5mL do reagente esterificante (metanol, cloreto de
amonio, acido sulfurico, 30:1:1,5 V/IM/V ) e uma solucao saturada de NaCl, agitando-
se por 30 segundos e acrescentando-se a seguir 5 mL de hexano. Os ésteres
metilicos foram analisados no Laboratério de Analise de Alimentos na Embrapa
Agroindustria Tropical em um cromatografo Shimadzu 2010 Plus com detector de
ionizacdo de chama, coluna apolar SP 2560, 100 m, com temperatura programada
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para elevar de 80 °C para 180 °C a uma razéo de 11 °C/min e de 180 °C por 220 °C
a uma razdo de 5 °C/min, temperatura do injetor e detector de 220 e 230 °C,

respectivamente e presséo na coluna de 168,9 kPa.

3.4 Andlise do 06leo essencial de Ocimum basilicum por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A analise por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrdmetro de
massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (GC-MS-IE-lon trap),
equipamento CG-MS Agilent, foi realizada utilizando hélio como gas de arraste com
fluxo na coluna de 1 mL/min; temperatura do Injetor: 270 °C, injecdo direta em
coluna HP5MS 30 m, programacéao de temperatura do forno de 70 °C a 180 °C com
taxa de aquecimento de 4 °C/min , e de 180 °C a 250 °C com taxa de aquecimento
de 10 °C/min. Foram injetadas aliquotas de 1,0 uL da amostra de 6leo essencial
diluida na proporgdo de 20 pL em 1,5 mL de hexano. Os picos dos espectros de
massa foram selecionados e identificados através da comparacdo dos respectivos

espectros de massas com a espectroteca NISTO02.
3.5 Preparacao dos Filmes Biodegradéaveis
3.5.1 Filmes/blenda a partir de galactomanana de Delonix regia e 6leo de canola

As solucdes foram preparadas com 1 % (m/v) de galactomanana em agua
contendo 0,5 % (m/v) de glicerol e diferentes concentracdes de 6éleo de canola (0,25,
0,5 e 0,75 %) (m/v). Nas emulsbes 6leo/agua foram adicionados Tween 80 e SPAN
80, como surfactantes para promover o Equilibrio Hidréfilo-Lipéfilo (EHL).
Inicialmente as misturas 6leo/agua foram adicionadas de surfactantes e as solucdes
foram sonicadas por 5 minutos, a fim de garantir o0 maximo de solubilidade e
homogeinizacdo, em seguida, a galactomanana foi adicionada e as solugdes foram
deixadas sob agitacdo constante e temperatura ambiente, overnight. As solugdes
filmogénicas foram levadas a degaseificacdo em bomba a vacuo, para retirada das
bolhas de ar. Os filmes foram elaborados pela metodologia de evaporacdo de
solvente (casting) (SILVEIRA et al., 2007). As solu¢cdes foram dispersas em uma
base fixa de aproximadamente 15 x 45 cm, para modelagem e padronizagédo dos

filmes e a espessura das camadas foi nivelada para 1,0 mm com o auxilio de uma
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barra de aluminio. As solugbes foram secas em estufa com circulacéo de ar a 50 °C,
por 12 horas. Os filmes foram identificados e armazenados em dessecador durante

24 horas até posterior analise.
3.5.2 Filmes incorporados com 6leo essencial de O. basilicum

A formulacdo de filme com melhores caracteristicas fisicas e de barreira foi
escolhida para ser incorporada com 6leo essencial de O. basilicum em diferentes
concentracbes (0,25, 0,5, e 0,75 mg/mL) para a formulacdo de um filme

biodegradavel bioativo. A metodologia foi a mesma empregada no topico 4.5.1.
3.5.3 Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL)

O percentual de cada surfactante foi determinado de acordo com o valor de
EHL do 6leo de canola e sua concentracdo na emulsdo 6leo/agua das diferentes
formulacbes de filmes. A mistura de surfactantes foi composta de monoleato de
sorbitano - SPAN 80 (EHL = 4,3) e monoleato de polioxietileno de sorbitano - Tween
80 (EHL = 15,0). A mistura de surfactantes correspondeu a 20% da massa total de
Oleo utilizada na formulacdo. As concentracdes foram calculadas de acordo com a

equacéo 4 e 5:
% (A) = (100 (X — EHL(g))/ (EHL(s) — EHLg)) (4)
% (B) = 100 - % (A) (5)

Onde (A) = surfactante A (Tween 80); (B) = surfactante B (SPAN 80); EHL ) =
equilibrio hidrdfilo-lipdfilo do emulsificante A; EHLg) = equilibrio hidrofilo-lipofilo do

emulsificante B.
3.5.3 Determinacao de teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi calculado a partir de 50 mg de cada amostra
de filme e segundo o método utilizado no tépico 4.2.1.1. O teste foi realizado em

triplicata.
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3.5.4 Medicéo de espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida com um micrometro digital (Mitutoyo,
Brasil) com 0,001 mm de precisdo. Oito medicOes de espessura foram feitas em
cada amostra, duas no centro e seis em torno do perimetro de forma aleatdria e em

seguida, a média foi calculada.
3.5.5 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &agua foi determinada segundo método
proposto por Gontard (1991), baseado no teste ASTM E96-80 (American Society for
Testing and Material, 1989). Os filmes foram aplicados em células de permeacao,
contendo 6 mL de &gua destilada. As células foram colocadas em dessecadores
contendo silica em gel. As células foram pesadas 8 vezes, em uma balanca
analitica, no intervalo de 24 horas. Calculou-se a permeabilidade ao vapor de agua

(PVA) utilizando-se a equacao 6:
PVA = (g/tA)(x/AP) (6)

Onde x é a espessura média dos filmes e AP é a diferenca de pressao de
vapor do ambiente contendo silica gel (0) e contendo 4gua pura (2,642 kPa, a 22°C),
75% UR (Umidade Relativa). O termo g/t foi calculado por regressao linear entre 0s
pontos de ganho de peso e tempo, no regime constante. Foram analisadas 5

repeticbes de cada amostra de filme.
3.5.6 Propriedades Opticas: Cor e Opacidade

As cores dos filmes foram medidas por meio dos padrdes CIE Lab: L,
variando de O (preto) a 100 (branco); a’, do verde (-) ao vermelho (+); e b", do azul (-)
ao amarelo (+) (GENNADIOS etal., 1996), determinados com um colorimetro
Miniscan XE (HunterLab) trabalhando com Dgse luz do dia. Os filmes foram
aplicados na superficie de uma placa branca padrédo, e os padrdes L*, a e b" foram
medidos e transferidos em tempo real, para um microcomputador. A diferenca de cor

(AE) foi calculada com a seguinte equacéo 7:

AE = J(L* L) +(a-ay) + (b -by) 7)
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Onde L' =94,86,a =-0,76 e b" = 1,96, sdo os padrdes do fundo branco e L, ,

a, e b, sdo os valores de medida da amostra.

A opacidade dos filmes foi determinada segundo método Hunterlab (Hunter
Associates Laboratory, 1997), utilizando-se um colorimetro. Por esse método, a
opacidade (Y) da amostra € calculada como a relacéo entre a opacidade da amostra
colocada sobre o padrdo preto (Yp) e a opacidade da amostra colocada sobre o
padrao branco (Yb). A opacidade assim medida (entre 0 e 100%) apresenta escala

arbitraria, segundo a equacéo 8:

Y = (Yp/Yb) x 100 (8)
3.6 Avaliacédo de Atividade Antibacteriana
3.6.1 Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

O oleo essencial de O. basilicum foi testado frente as cepas de bactérias
gram-negativas de Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708 e
gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538, incluindo Candida albicans
ATCC 10231 como levedura. As cepas dos microrganismos foram obtidas do
Laboratdrio de Controle de Qualidade Microbioldgico, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade de Fortaleza (UNIFOR).

As cepas bacterianas foram cultivados em Caldo BHI (Brain Heart Infusion) a
37 °C por 24 horas e, ap06s o periodo de incubacédo, foram realizadas diluicdes
sucessivas para a obtencdo da turbidez de 0,5 na escala de MacFarland (10°
UFC/mL). As concentracfes inibitéria e bactericida minimas foram determinadas
pelo método de microdiluicio em caldo em placas de 96 pocgos (microplacas)
estéreis de acordo com a Comissdo Nacional de Diretrizes Padrbes de Laboratorio
Clinicos (NCCLS, 1993). Diluicdes seriadas do 0Oleo essencial foram obtidas em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% e Tween 80 a 0,5%, como solucao diluente, a fim de
aumentar a solubilidade da amostra. Em cada poco foi adicionado 20 pul de uma
concentracéo especifica da amostra, 100 ul de caldo nutritivo BHI e 80 pl do inéculo
na concentracdo de 10° UFC/mL. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37

°C e o0s resultados da susceptibilidade as amostras foram monitorados pela
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determinacdo da densidade Optica em leitor de microplacas a 620 nm. A
concentracdo mais baixa de 6leo essencial que ndo apresentou crescimento visivel

foi definida como a CIM. Os testes foram realizados em triplicata.

3.6.2 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada com aliquotas de 5 pl do in6culo removidas
assepticamente a partir dos po¢os que nao apresentaram turbidez visivel, utilizada
para determinar os valores de CIM e depois semeada em agar Mueller Hilton e
incubadas durante 24 h a 37 ° C. A CBM foi definida como a menor concentragao
de 6leo essencial que inibiu o crescimento de 99,99% ou mais do indéculo inicial. Os

testes foram realizados em triplicata.

3.6.3 Antibiograma dos filmes dos filmes biodegradaveis incorporados com 6leo

essencial de O. basilicum

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes foi realizada pelo método
do halo de inibicdo, segundo metodologia descrita por Pires (2006), e sua acéo
testada contra as cepas de Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Salmonella choleraesuis ATCC
10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538, incluindo Candida albicans ATCC 10231
como levedura. As culturas microbianas puras foram ativadas e realizadas diluicdes
sucessivas para a obtencdo da turbidez de 0,5 na escala de MacFarland (10°
UFC/mL) e inoculadas em placas de Petri contendo agar Mueller Hilton. Em seguida,
os filmes antimicrobianos com diferentes concentracdes de 6leo essencial (0,25, 0,5,
e 0,75 mg/mL), medindo 1 cm de didmetro e previamente esterilizados em camara
com lampada ultravioleta (UV), foram colocados sobre as placas inoculadas, as
quais foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos o periodo de incubacéao, verificou-
se a acdo dos filmes sobre o crescimento das cepas com o célculo da média dos
halos de inibicdo. O mesmo procedimento foi realizado com o filme controle (sem a

adicdo do o6leo essencial de O. basilicum). Os testes foram realizados em triplicata.
3.7 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do software Statistica® 10.0., sendo

utilizada andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey com p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e caracterizacéo fisico-quimica da galactomanana de sementes de

Delonix regia

O rendimento da extracdo de galactomanana em relacdo a massa das
sementes e a caracterizagdo fisico-quimica (teor de umidade, cinzas, nitrogénio
(proteinas) e percentual de carboidratos) estdo apresentados na tabela 1. O
rendimento obtido de 12,0 %, mediante a metodologia de extracdo utilizada, € um
valor considerado baixo para espécies da subfamilia Caesalpinioideae
(BUCKERIDGE et al., 1995), entretanto este rendimento € semelhante ao obtido por
Kapoor (1972) de 12,3 % e das espécies do género Bauhinia, cujas espécies B.
hollophylla e B. obtusata apresentaram rendimentos de 13,7 e 10,8%,
respectivamente (DEA; MORRISON, 1975).

Outros trabalhos relatam rendimentos de 20% (ANDERSON, 1949) e 31,07 %
(SOUSA, 2014) para galactomanana de D. regia, em que essas diferencas sao
atribuidas a variacbes genéticas e/ou ambientais para as proporcbes dos
polissacarideos, assim como a metodologia empregada ou o de grau de maturacao
com relacdo aos teores do polimero nas sementes.

Tabela 1 - Rendimento e caracterizagdo fisico-quimica da
galactomanana de D. regia.

Teor Percentual*
Rendimento 12,0 £ 0,0%
Umidade 7,15+ 0,21%
Cinzas 0,27 £ 0,09%
Proteinas 0,67 £ 0,12%
Carboidratos Totais 99,06 + 0,0%

Fonte: elaborada pelo autor; *MEDIA + EPM (Erro Padr&o Médio).

O valor encontrado para umidade (7,15 %) foi inferior aos valores encontrados
em trabalhos com galactomananas extraidas de Caesalpinia férrea (14,0 %) e
Caesalpinea pulcherrima (11,11 %) (SOUZA, 2010; BURITI et al., 2014). Segundo
Whistler e Miller (1997), em geral os polissacarideos devem apresentar um teor de

umidade na faixa de 8,0 a 12,0 %.
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O percentual de cinzas de 0,27 % foi similar ao valor reportado por Soares
(2009) para galactomanana de Adenanthera pavonina (0,24 %), assim como goma
de loctus bean que varia de 0,28 a 0,80 % (SITTIKIJYOTHIN et al., 2005). Esses
valores variam muito conforme a espécie. Na goma alfarroba, por exemplo, o teor
pode variar entre 1% a 4% (PANEGASSI et al., 2000). O baixo percentual de cinzas
demonstra um baixo teor de material inorganico no polissacarideo extraido. O Teor
de carboidratos totais foi semelhante ao mostrado para extracdo de galactomanana
de Caesalpinia pulcherrima com 99,1% (AZERO; ANDRADE, 1999).

O isolamento do endosperma antes do intumescimento, na metodologia
empregada, garantiu a extragdo da galactomanana com uma pureza mais elevada
guando se observa o baixo percentual de nitrogénio (proteinas) obtido de 0,67 %. As
proteinas sado contaminantes muito frequentes nos polissacarideos extraidos de
sementes e sua composi¢cao varia com o0 méetodo de extracdo e a espécie. Valores
entre 4,0 % e 6,0 % de proteinas foram encontrados para galactomanana extraida
da Mimosa scabrella (VENDRUSCOLO et al., 2009) e 8,8 % em Caesalpinia férrea
(SOUZA, 2010). Além disso, ha fontes de galactomananas cujo teor de proteina
pode alcancar de 8,3% a 16,8% (CUNHA et al., 2009). A baixa quantidade de
proteinas é desejavel para andlises reoldgicas, pois uma alta quantidade pode
promover a formacdo de agregados com carboidratos e afetar a viscosidade das
solucbes (SOUSA, 2014).

A partir dos resultados de caracteristicas fisico-quimicas e de dados da
literatura para gomas e galactomananas, pode-se verificar que o processo de

purificacéo foi eficiente para eliminar cinzas e proteinas.
4.2 Caracterizacdo Reoldgica

Para a determinacdo de viscosidade intrinseca [n], os resultados médios de
viscosidade relativa de solucdes diluidas no platd Newtoniano foram considerados. A
viscosidade intrinseca foi obtida pela plotagem de nsp/C e In,/C para extrapola¢des
as concentracdes tendendo a zero (Figura 5). Os valores de média para viscosidade

intrinseca e constante de Huggins (Ky) estdo representados na Tabela 2.

A constante Ky caracteriza a variacdo da viscosidade com a concentracédo do

polimero e é considerada como um indice que mede as interacbes polimero-



42

solvente e seu estado de agregacdo entre as macromoléculas. Normalmente, Ky
varia de 0,3 a 0,7 em bons solventes (KWAAMBWA et al., 2007). Nesse estudo a

constante de Huggins Ky = 1,75 reflete agregacdes intermoleculares da
galctomanana.

Figura 5 — Determinacdo da viscosidade intrinseca da galactomanana de D.

regia
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Fonte: elaborado pelo autor. C = concentracé@o polimero/solvente.

Tabela 2 — Pardmetros macromoleculares de galactomanana de D. regia.
Viscosidade  Viscosidade Viscosidade Coeficiente

Intrinseca Intrinseca Intrinseca de Huggins
Galactomanana _ o
Huggins Kramer media (Kn)
(dL/g) (dL/g) (dL/g)
Delonix regia 3,72 3,86 3,79 1,75

Fonte: elaborado pelo autor.

O trabalho realizado por Sousa (2014) caracterizou hemiceluloses de fontes
nao convencionais quanto as suas caracteristicas macromoleculares e relatou
viscosidade intrinseca média de 3,66 dL/g para galactomanana de D. regia, similar
ao valor estimado no presente estudo de 3,79 dL/g. Entretanto, com uma constante
Ky = 0,86, menor que a calculado nesse estudo. Segundo Dea et al. (1986), isso
pode ser atribuido a existéncia de emaranhados fisicos ndo especificos nas

solugdes com tais polissacarideos.
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4.3 Distribui¢cdo de Massa Molar

A distribuicdo da massa molar (My) e polidispersdo foram estimados pelo
maximo pico com relacdo a padrbes de pululana representados no cromatograma
(Figura 6). Os valores variaram entre 5,9x10° e 7,88x10° g/mol. E possivel observar
pelo cromatograma que a galactomanana de D. regia é bastante polidispersa. A
andlise dos cromatogramas dos padrbes de pululana permitiu estabelecer uma
relacdo linear entre o logaritmo da massa molar e 0s respectivos tempos de

retencao definidos pelos picos de cada padrdo, expressos na equacao 10:
logM, = 14,6827 — 1,069607 V. (10)
Onde, Mp = Massa molar das pululanas e Ve = Volume de elui¢éo.

Figura 6 — Cromatograma de permeacédo em gel de galactomanana de D. regia.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A massa molar estimada para a galactomanana de D. regia é de 1,04x10°
g/mol, a qual foi eluida com 8,12 mL, menor em relagcdo ao valor obtido por Sousa
(2014) de 0,64x10" g/mol e maior que o valor obtido por Tamaki et al. (2010) de
2,5x10° g/mol. Segundo Monteiro (2009), o valor baixo de massa molar pode estar
relacionado a diminuicAo de proteinas ligadas (complexo glicoprotéico),
proporcionada pelo método de purificagdo, comprovada pelos resultados da

caracterizacgao fisico-quimica com baixo percentual de proteinas.
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4.4 Potencial Zeta (PQ)

O potencial zeta (P{) determinado para a galactomanana de D. regia em
suspensao foi de — 10,9 + 1,4 mV (Figura 7), um pouco abaixo dos valores obtidos
por Alves (2013) entre — 0,47 e 6,02 mV para galactomanana de D. regia. Esse valor
de P para todas as amostras pode ser explicado pela natureza neutra desses
polissacarideos. A estabilizacdo de sistemas aquosos ocorre quando -30 mV > PC >
+30 mV, pois neste intervalo as cargas superficiais do material tendem a se repelir
favorecendo a estabilizacao coloidal. Por outro lado, quando +30 mV > P > -30 mV,
se aproximando de 0 mV, ndo existem cargas suficientes, logo o sistema se torna
instavel (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011). .

Figura 7 — Grafico de potencial zeta (P{) de galactomanana de D. regia em suspenséo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O PC é uma medida do potencial eletrodindmico que circundam os materiais
macroscopicos ou particulados em suspensdo (DALTIN, 2011). Os materiais
macroscopicos ou particulados em suspensdo apresentam uma carga superficial,
em que o potencial zeta corresponde potencial elétrico nesse campo hidrodinamico
(SHAW, 1992). No caso dos polissacarideos, o potencial zeta € um indicativo para
avaliar a estabilizagdo de suspensbes, processos de dispersao e agregacao
(floculagéo) nas mais diversas aplicagées (DALTIN, 2011). O valor negativo de P(
encontrado para a galactomanana confirma o carater neutro do polissacarideo

estudado.
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4.5 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise por FTIR permitiu classificar algumas bandas relativas a vibracdes
em relacdo a estiramentos e deformacfes dos grupos funcionais. O espectro de
absorcao no infravermelho apresentados na Figura 8 estdo em concordancia com
trabalhos da literatura (Tabela 3), relacionados a galactomananas e carboidratos.

Bandas de vibracdo em 814 cm™ e 872 cm™ foram atribuidas & a-D-
galactopiranose e p-D-manopiranose, respectivamente. Absor¢cbes comuns em
galactomananas foram observadas na banda entre 1.026 cm™ e 1.065 cm™ atribuida
ao estiramento vibracional referente ao grupo C-O, enquanto em 1.151 cm™ foi
atribuida a ligacdo do médulo de tensédo angular vibracional do grupo C-O atribuida
as vibracées de estiramento do anel piranose. A regido entre 1.383 cm™ a 1.428 cm’
! foi atribuida a deformacées e vibraces de grupos C-H e O-H. A banda em 1.644
cm™ é caracteristica do estiramento da ligacdo C=0. Absorcdo em 2.928 cm™ foi
detectada como vibracGes simétricas e assimétricas do estiramento do grupamento
C-H, em especial do grupo C-H,. A maior banda de absorcdo em 3.425 cm™ foi

atribuida ao estiramento dos grupos hidroxila (O-H).

Figura 8 — Espectro de na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) de
galctomanana de D. regia
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Frequéncias vibracionais de ligacdes quimicas associadas a galactomanana

Frequéncia (cm™) Ligacdo quimica Referéncias
818 e 867 Souza-Filho et al. (2013)
811 e 874 a-D-galactopiranose e 3-D- Souza (2009)

813 e 870 manopiranose, respectivamente LOpez-Franco et al. (2013)

835-855 e 870-890 Sdcrates (2004)
950-1.150 Estiramento C-O-H Tamaki et al. (2010)

1.016 Nkafamiya et al. (2011)

1.145 Estiramento C-O Tamaki et al. (2010)
1.000-1.160 Socrates (2004)
1.200-1.460 Deformacdes e vibracdes de C- Sdcrates (2004)

He O-H

1.350-1.450 Deformacéo C-H no plano Nkafamiya et al. (2011)
1.640-1.735 Estiramento assimétrico C=O  Souza (2009

2.922 Matos (2000)

2.900 Estiramento C-H Tamaki et al. (2010)
2.800-3.000 Cerqueria et al. (2011)

3.398 Estiramento O-H, grupos Matos (2000)
3.100-3.500 hidroxila Cerqueria et al. (2011)

Fonte: adaptada de Souza-Filho (2013).

4.6 Analise Estrutural da Galactomanana de D. regia por Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (*H) e Carbono Treze
(13c)

Pelas analises de RMN e de acordo com dados da literatura para a atribuicdo
dos deslocamentos quimicos para galactomanans foi possivel identificar os

componentes das unidades monossacaridicas da galactomanana de D. regia.

Analisando o espectro de hidrogénio (*H-RMN) representado na figura 9
observaram-se sinais sobrepostos na regido entre d 4,6 e & 5,3 os quais dificultaram
a atribuicdo por esse espectro, que sdo referentes aos hidrogénios ligados aos

carbonos anoméricos das unidades monossacaridicas de a- D-galactopiranose e [3-
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D-manopiranose, respectivamente, relatados em outros trabalhos com
galactomananas (SOUZA, 2009). A baixa resolucdo nesta regido inviabilizou a
determinacdo da razdo Manose:Galactose que pode ser realizada pela integracao
dos picos. Os sinais em & 3,55 sao atribuidos ao H-5 da manose livre, em & 3,74 ao
H-6 da galactose, em & 3,98 ao H-2 da galactose e & 4,12 de H-2 da manose
quando comparados com 0s espectros encontrados para outras galactomananas
(PIRES et al., 2001; CUNHA et al., 2009).

Figura 9 — Espectro de hidrogénio (*H-RMN) da galactomanana de Delonix regia. Andlise em 400

MHz de frequéncia, em D,0, a 70 °C. Deslocamentos quimicos expressos em ppm (d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de carbono treze (**C-RMN) esta representado na figura 10. A
resolucdo do espectro permitiu visualizar as regibes especificas dos carbonos
anomeéricos (entre & 102,2-96,5) referentes a a-D-galactopiranose (C-1) e B-D-
manopiranose (C-1), atribuidos em & 100,6 e 102,2, respectivamente para campo
mais baixo, dos carbonos substituidos e n&do substituidos (entre & 70,7-80,4) e
regibes do C-6 da Galactose (6 61,8 (CUNHA et al., 2009). Sinal em & 80,4 foi
atribuida ao C-4 da manose ramificada no carbono C-6, enquanto que o sinal & 72,2

refere-se ao C-4 da galactose. Tal diferenca se deve ao fato de que na manose o C-
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4 esta participando da ligacéo glicosidica. O sinal em & 74,8 é referente ao C-5 da
galactose e & 70,7 ao C-6 da manose (CUNHA, 2006; SIERAKOWISK et al., 2000).

Os sinais foram de acordo com os padrdes para outras galactomananas descritos na
literatura.

Figura 10 - Espectro de carbono treze (**C-RMN) da galactomanana de D. regia. Analise
em 100 MHz de frequéncia, em D20, a 70 °C. Deslocamentos quimicos expressos em

ppm (3).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.7 Determinacdo da composicdo de acido graxos do Oleo de canola por

cromatografia gasosa com detector de ionizacao de chama (GC-FID)

O Oleo de canola foi submetido ao processo de transesterificacdo para a
preparacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos. A esterificacdo das amostras foi
realizada em triplicata, com injecdes de 1pL em triplicatas para cada amostra

esterificada. O cromatograma da analise em cromatografia gasosa esta
representado na figura 11.
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Figura 11 — Cromatograma obtido pela andlise por GC-FID de 6leo canola analisado pelas
seguintes condi¢6es cromatogréficas: coluna SP 2560; programacgdo de temperatura de
coluna: 80 °C para; 1° rampa 11 °C/min até 180 °C, 2° rampa 5 °C/min até 220 °C; 168,9
kPa.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A quantificacdo foi realizada por normalizacdo das areas dos picos, e a
identificacdo dos picos por comparacado dos tempos de retencdo das amostras
com os de padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos (Tabela 4).

O 6leo de canola apresentou alto teor de acido oleico (C18:1) com 62,07%
de (acido metil cis-9-oléico) e de acido linoleico (C18:2) com 18,91% (metil
linoleato), sendo uma fonte rica em acidos graxos insaturados importantes para
dieta humana (AUED-PIMENTEL et al., 2009). O baixo teor de 4cido erdcico com



0,05% (metil erucato) é evidenciado como resultado dos estudos de
melhoramento genético desta cultivar, 0 que antes com altos teores apresentava
toxicidade e impossibilitava 0 uso na alimentacdo humana (GUNSTONE, 2005).

Tabela 4- Teor dos componentes identificados através de GC-FID do 6leo de canola (Brassica
napus L.).

Composto (éster metilico) tR (min) Area (%)
Metil Butirato 8,678 0,149
Metil Hexanoato 9,200 0,119
Metil Laurato 14,816 0,018
Metil Miristato 16,635 0,063
Metil Pentadecanoato 17,576 0,017
Acido Ester Metil cis-10-pentadecanoico 18,393 0,028
Metil Palmitato 18,589 4,890
Metil Palmitoleato 19,366 0,198
Metil Heptadecanoato 19,498 0,004
Acido Ester Metil cis-10-heptadecanoico 20,368 0,139
Metil Estaerato 20,792 2,527
Acido Metil cis-9-oléico 21,682 62,077
Metil Linoleato 22,849 18,914
Metil Ariquidato 23,092 0,678
Acido Ester Metil Gama-linoléico 23,613 0,052
Metil cis-11-eicosandico 24,054 1,526
Metil Heneicosanoato 24,427 6,615
Acido Ester Metil cis-11,14-eisonadiendico 25,244 0,061
Metil Behenato 25,982 0,344
Metil Erucato 27,175 0,055
Acido Ester Metil cis-11,14,17-eicosatriendico 27,438 0,045
Metil Tricosanoato 27,758 0,027
Acido Ester Metil cis-13,16-docosadiendico 28,818 0,042
Metil Lignocerato 29,844 0,178
Metil Nervonato 31,425 0,126

Fonte: Elaborada pelo autor. tR = tempo de retencao.
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4.8 Analise do 6leo essencial de Ocimum basilicum por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

A Tabela 5 apresenta os teores dos componentes do 6leo essencial,
identificados através do espectro de massas. E notavel o alto teor relacionado ao
componente identificado como sendo céanfora (14,85%), o que evidencia esse
composto como o0 componente majoritario do 6leo essencial de O. basilicum,
seguido de 1,8-Cineol (3,48%) e a-Bergamoteno (3,24%).

Tabela 5 - Teor dos componentes identificados através do espectro de massas da amostra do éleo
essencial de Ocimum basilicum.

Componente tR (min) IKcal IKit Teor (%)
a-Pineno 3,989 941 939 0,19
Sabineno 4,644 979 976 0,13
B-Pineno 4,733 984 980 0,32

Mirceno 4,905 993 991 0,14

D-Limoneno 5,745 1034 1031 0,19

1,8-Cineol 5,815 1037 1033 3,48
(2)-B-Ocimeno 6,127 1051 1040 1,06
Fenchono 7,183 1093 1087 0,14
Linalol 7,393 1101 1098 0,48
Céanfora 8,697 1151 1143 14,85
Metil cavicol 10,275 1202 1195 0,54
Bornil acetato 12,858 1289 1285 1,19
B-Elemeno 16,128 1394 1391 0,17
Metil eugenol 16,459 1405 1401 0,4
(E)-Cariofileno 16,980 1423 1418 0,16
a-Bergamoteno 17,438 1439 1436 3,24
a-Bulneseno 19,544 1508 1505 0,15
y-Cadineno 19,786 1517 1513 0,49
tau-Cadinol 23,387 1645 1640 0,46

Fonte: elaborada pelo autor. tR = tempo de retencéo; IK.y = indice de kovats calculado; IK;; = indice

de kovats da literatura.

Martins et al. (2010) identificou por GC-MS seis componentes como sendo 0s

principais constituintes do 6leo essencial de manjericdo com um percentual de
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abundancia significativo, entre eles o metil chavicol (62,39%), linalol (25,88%), a-
farneseno (6,14%), 1,8-cineol (eucaliptol) (3,48%), a-terpineol (1,43%) e a-cadinol
(0,67%). Dos componentes identificados, apenas o 1,8-cineol apresentou

similaridade no teor relatado de 3,48%.
4.9 Filmes Biodegradaveis

A partir do equilibrio hidrdfilo-lipofilo (EHL) do 6leo de canola (EHL = 7,0) o
percentual de surfactantes foi determinado para corresponder a 20% da massa total
de éleo utilizado na formulacéo filmogénica. A mistura de surfactantes correspondeu
a Tween 80 (25%) e SPAN 80 (75%). Os filmes foram obtidos pelo método de
casting (Figura 12) e mostraram-se transparentes, manuseaveis e bem
homogéneos, sem caracteristica de filmes quebradicos. Todas as formulacées (com
e sem Oleo essencial) foram armazenadas em dessecador e analisadas

posteriormente.

Figura 12 — Filmes biodegradaveis obtidos pelo método de casting. (A) retirada do
filme da base fixa, (B) corte dos filmes para serem analisados e (C) didametro dos
para teste’de rmeabilidade ao vapor de ag

e Y

-

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.9.1 Teor de umidade dos filmes

Observou-se que o filme sem Oleo de canola (galactomanana/glicerol)
apresentou maior teor de umidade, uma vez que o glicerol € um composto de
natureza hidrofilica, ele altera a rede de cadeias da galactomanana criando regifes
moveis com distancias maiores entre as cadeias promovendo maior agrupamento e
retencdo de &agua (OLIVA; BARBOSA-CANOVAS, 2008). Os filmes/blenda
galactomanana e Oleo de canola apresentaram baixos teores de umidade, devida a
natureza hidrofobica do lipideo que diminui a retencdo de agua na matriz do filme
(figura 13). O resultado esta de acordo com Cerqueira et al. (2012), que mostraram a
diminuicao do teor de umidade em filmes de galactomanana de Gleditsia triacanthos,
apenas com glicerol, apos a adi¢do de 6leo de milho, além de avaliar o aumento da
umidade relacionado com o aumento da concentragao de glicerol.

Figura 13 — Grafico de teor de umidade (%) dos filmes em relagdo a
concentracao e 6leo de canola.
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Fonte: elaborado pelo autor. Gal = filmes de galactomanana/glicerol, OC1 = filme
de Gal/6leo canola 0,25% (m/v), OC2 = filme de Gal/6leo canola 0,5% (m/v) e
0OC3 = filme de Gal/6leo canola 0,75% (m/v). 2PMédias com expoente diferente
séo significativamente diferentes (p < 0,05).

A adicdo de o6leo de canola apresentou diferenca significativa quando
comparado ao teor de umidade do filme controle (galactomanana/glicerol), enquanto

0 aumento das concentracdes de Oleo ndo apresentaram diferenca entre si.
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Varios alimentos sdo susceptiveis a deterioracdo devido ao aumento do teor
de umidade. Crescimento de microrganismos, alteragdes de cor e sabor, mudanga
de textura sdo alguns efeitos indesejaveis causados pelo aumento da umidade de
um alimento (FELDMAN, 2001).

4.9.2 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

Nos ensaios de PVA, os filmes somente com galactomanana (controle)
apresentaram menor permeabilidade, enquanto a adicdo o 6leo de canola nos filmes
apresentaram valores maiores de PVA e foram considerados significativamente
diferentes em relacdo ao controle. Os filmes apresentaram diferentes espessuras
que variaram de 0,029 a 0,052 mm, apesar das condicbes operacionais serem as
mesmas, € muito dificil o controle rigido da espessura dos filmes, principalmente em
escala laboratorial. As espessuras foram influenciadas significativamente pela
adicdo do 6leo de canola, mas sem diferenca para as concentracdes de 0,5 e 0,75%
(m/v) (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de permeabilidade e espessura dos filmes/blenda de galactomanana e
Oleo de canola.

Filme/blenda Permeabilidade ao Vapor de Agua Espessura (mm)

(g.mm/m?.dia.kPa)

Gal 1,056 + 0,085% 0,029 + 0,002°
OC1 1,585+ 0,113° 0,039 + 0,001
0C2 1,954 + 0,075 0,054 + 0,002°
OC3 1,892 + 0,070 0,052 + 0,001°

Fonte: elaborado pelo autor. Gal = filmes de galactomanana/glicerol, OC1 = filme de
Gal/éleo canola 0,25% (m/v), OC2 = filme de Gal/éleo canola 0,5% (m/v) e OC3 = filme de
Gal/6leo canola 0,75% (m/v). *“Médias + Erro Médio Padrdo com expoente diferente sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).

A permeabilidade ao vapor de &agua é a maior preocupacdo no
desenvolvimento de barreiras nas embalagens a fim de obter a vida-de-prateleira
desejada. Quando os filmes possuem baixas permeabilidades ndo devem ser
utilizados para uso em pdés-colheita ou para embalar alimentos, devido a problemas
de fermentacdo (PINHEIRO et al.,, 2010). Segundo Cerqueira et al. (2009), a alta
hidrofilicidade dos filmes de galactomanana se deve a alta polaridade do

polissacarideo, favorecendo a permeacdo de moléculas de agua.
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Na figura 14, o gréfico apresenta a influéncia de PVA nos filmes com a adigao
de Oleo canola. Os filmes contendo 6leo 0,5 e 0,75% (m/v) apresentaram maior

permeabilidade e sem diferenca significativa.

Figura 14 — Grafico de permeabilidade ao vapor de 4gua em relacdo aos
filmes de galactomanana com diferentes concentrac8es de 6leo de canola.
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Fonte: elaborado pelo autor. Gal = filmes de galactomanana/glicerol, OC1 =
filme de Gal/éleo de canola 0,25% (m/v), OC2 = filme de Gal/éleo de canola
0,5% (m/v) e OC3 = filme de Galldleo de canola 0,75% (m/v). **Médias +
Erro Médio Padrdo com expoente diferente sao significativamente diferentes
(p <0,05).

Embora os 6leos vegetais e acidos graxos se apresentem como hidrofdbicos,
eles contém grupos carboxilicos altamente polares que podem interagir com
moléculas de &gua e, consequentemente, facilitar a transferéncia de umidade
através do filme (YANG; PAULSON, 2000). Segundo Gontard et al. (1994), se os
componentes lipidicos, geralmente esféricos, ndo forem capazes de se associar com
a cadeia de polissacarideo, a estrutura da matriz pode ser rompida, resultando em
perda global das propriedades de barreira a umidade do filme. A organizacdo do
complexo polissacarideo-lipideos e a interacdo entre esses dois componentes é um
fator critico na permeabilidade dos filmes. O aumento da PVA observado com o
aumento da concentracdo de Oleo de canola pode ser explicado devido a
desestabilizacdo da matriz filmogénica de galactomanana, permitindo assim que

facilmente houvesse a migracao de vapor de agua.
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A partir dos filmes/blenda de galactomanana e 6leo de canola e os resultados
quanto a permeabilidade ao vapor de &gua, devido a formulagdo OC2 com 0,5%
(m/v) de o6leo de canola aumentar a PVA em relacdo a ao fiime OCl e néo
apresentar diferenca significativa do filmes OC3, foi escolhida como formulacdo
padrdo para a incorporacdo de Oleo essencial de manjericdo (em diferentes
concentragfes) como base na CIM do teste antimicrobiano do 6leo isolado.

4.9.3 Propriedades épticas: Cor e Opacidade

Dentre as propriedades O6pticas de filmes para aplicacdo em embalagem,
destacam-se a cor e a transparéncia. Os valores obtidos para as coordenadas L *,
a* e b*, diferenga de cor (AE) e opacidade (Y) dos filmes estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Valores da diferenca de cor (AE), parametros de luminosidade (L*), cor verde (a*), amarelo
(b*) e opacidade (Y) dos filmes.

Filmes AE L* a* b* Opacidade (%)
Gal 1,72 95,08+0,06®° -0,35+0,01° 3,56+0,18 14,00+ 0,102
OoC1 1,40 9527+0,13° -0,35+0,01° 3,14+0,07% 14,69 + 0,20%
oC2 274 94,69+0,11% -056+0,02 4,46+0,22%° 1570 +0,03°
oC3 1,64 9540+0,06° -0,43+0,02°° 350+0,06 15,28 +0,27°°
o1 274 94,39+0,11* -0,72+0,02% 4,72+0,17%® 1558 +0,22°
02 333 95,18+0,30° -0,87+0,09° 4,97+044% 14,63+0,07
03 204 9539+0,10° -058+0,03° 3,86+0,16°¢ 1522 +0,20°

Fonte: elaborado pelo autor. Gal = filmes de galactomanana/glicerol, OC1 = filme de Gal/6leo canola
0,25% (m/v); OC2 = filme de Gal/dleo canola 0,5% (m/v); OC3 = filme de Gal/éleo canola 0,75%
(m/v); O1 = filme/dleo essencial (2,5 mg/ml); O2 = filme/éleo essencial (5,0 mg/ml) e O1 = filme/6leo
essencial (7,5 mg/ml). **“Médias + Erro Médio Padrdo com expoente diferente s&o significativamente
diferentes (p < 0,05) na mesma coluna.

Verificou-se que os filmes OC2, O1, O2 e O3 apresentaram maior diferenca
de cor (AE), com maior efeito pela a incorporacdo do 6leo essencial devido a cor
caracteristica do mesmo (UGALDE, 2014). Segundo Liporacci (2005), alguns fatores
podem influenciar o grau de cor dos filmes como: teor de polissacarideo e
concentracdo de lipidios. Mehdizadeh et al. (2012) verificaram que em filmes
biodegradaveis a base de polissacarideos (amido e quitosana), a adicdo de 6leo
essencial de tomilho (Thymus kotschyanus) afetou a cor e a transparéncia dos

mesmaos.
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Todos os filmes apresentaram luminosidade (L*) alta, de forma que quanto
mais proximos de 100 mais claros e transparentes. Observou-se que a incorporacao,
tanto de 6leo canola como de Oleo essencial, apresentou diferenca significativa nos
valores de L*, mas a luminosidade manteve-se alta. Segundo Rigo (2006), para uma
boa apresentacédo visual do produto, é desejavel que os filmes apresentem elevado
brilho e alta transparéncia.

Os valores do croma a*, apresentaram-se negativos nos filmes, indicando a
presenca do componente verde, enquanto que os dados do croma b* apresentaram
valores positivos, indicando o componente amarelo, ambos os parametros tiveram
maiores valores para filmes com o 6elo essencial de manjericdo. O mesmo foi
observado por Ugalde (2014) para parametros de cor em filmes biodegradaveis
incorporados com 6leos essenciais. A cor é considerada um importante parametro
de caracterizacdo dos filmes, pois esta associada a matéria-prima utilizada a

elaboracdo dos mesmos (RIGO, 2006).

Em relacdo a opacidade dos filmes, a mesma apresentou-se baixa e
significativamente diferente & medida que maiores concentracdes de 6leo essencial
foram adicionadas, coincidindo com o aumento dos valores de L*. A adi¢do do Oleo
promove um aumento na difracdo dos raios luminosos que atravessam o filme,
produzindo menor opacidade. Souza et al. (2010) obtiveram filmes de
galactomanana de Anacardium Occidentale com valores de opacidade inferiores a
15 %. A opacidade de um filme é um indicador da quantidade de luz que o
atravessa. Quanto maior o valor de opacidade, menor serd a quantidade de luz que
atravessa o filme podendo esta barreira ser importante para controlar a incidéncia de
luz nos produtos alimentares (PINHEIRO et al., 2010).

Cerqueira et al. (2009) mostraram que em filmes a base de polissacarideo, a
adicdo de 6leo de milho promoveu um aumento da opacidade. Outro fator para a
diminuicdo da opacidade filmes é o uso de glicerol como plastificante, por ser um
produto incolor, transparente e favorecer a reducéo das interacdes intermoleculares
(ROCHA, 2009).
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4.9.4 Atividade Antimicrobiana do 6leo essencial de O. basilicum

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de manjericao foi testada contra
seis cepas microbianas pelo método de microdiluicdo em caldo. O 6leo essencial foi
preparado nas concentracdes entre 2,5 e 20 mg/ml, num intervalo de 2,5 mg/ml. A
atividade foi expressa como concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo

bactericida minima (CBM), apresentadas na tabela 8.

Tabela 8 - Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Manjericdo (Ocimum basilicum).
Atividade Antimicrobiana

CIM (mg/ml)  CBM (mg/ml)

Microrganismo

Staphylococcus aureus ATCC 6538 2,5 5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 5 20
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 5 15
Escherichia coli ATCC 8739 5 5
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 5 5
Candida albicans ATCC 10231 2,5 5

Fonte: elaborado pelo autor. ATCC = American Type Culture Collection; CIM
concentracao inibitéria minima; CBM = concentracdo bactericida minima.

O Oleo essencial de manjericdo apresentou um alto espectro de acao
antimicrobiana contra todas as cepas testadas, com maior sensibilidade observada
para S. aureus e C. albicans com CIM de 2,5 mg/ml, em ambas as cepas. Quando
comparado aos resultados de Freira et al. (2014), mostraram uma CIM de 36 mg/ml
para S.aureus, uma concentracao alta em relacao a este trabalho. Cavalcanti et al.
(2011) mostraram uma alta sensibilidade apresentada por C. albicans ao 6leo de
manjericdo com a CIM de 1,12 mg/ml. Bozin et al. (2006) mostraram que cepas
bacterianas gram-positivas apresentaram maior sensibilidade ao 6leo essencial de
manjericdo. Aquino et al. (2010) verificou a atividade do 6leo de O. basilicum contra
8 cepas diferentes de S. aureus e, em todas, 0 Oleo apresentou acdo bactericida e

bacteriostatica.

Cavalcanti et al. (2011) sugerem que a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais se deve a interacdo desse produto natural e de seus constituintes com as
membranas celulares, o que pode levar a alteracdo da permeabilidade celular, ao

desequilibrio hidroeletrolitico e a lise de membrana.
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4.9.5 Antibiograma com filmes contendo 6leo essencial de O. basilicum

A partir dos valores de CIM do 6leo essencial encontrados para as cepas
microbianas testadas, incorporaram-se diferentes concentracbes do Oleo na
formulacédo de filme OC2. O 6leo essencial foi incorporado em trés concentracdes no
filme (2,5, 5,0 e 7,5 mg/ml). A inibicdo na zona de contato do filme e os halos de
inibicdo foram medidos (Tabela 9).

Tabela 9 - Antibiograma dos filmes incorporados com 6leo essencial de O. basilicum.

Oleo essencial % Atividade antimicrobiana
0

Microrganismo (mg/mL) Halo de Zona de
Inibic&o* Contato?
Staphylococcus aureus ATCC 6538 2,5 - +
5,0 14 +
7,5 11,6 +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 2,5 12 +
50 16,3 +
7,5 11,6 +
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 2,5 - +
50 - +
7,5 - -
Escherichia coli ATCC 8739 2,5 - +
5,0 15 +
7,5 12,3 +
Salmonella choleraesuis ATCC 10708 2,5 - -
50 - -
7,5 - -
Candida albicans ATCC 10231 2,5 - -
50 - -
7,5 - -

Fonte: elaborado pelo autor; (+) = representa efeito inibitorio; (-) = sem efeito inibitério." Valores medidos do
diametro do halo de inibigdo expressos em mm. 2 Zona de contato do filme diretamente no agar na placa de Petri.

O filme OC2 sem incorporacao de 6leo essencial foi utilizado como controle,
onde n&o houve inibicdo de nenhuma cepa microbiana. Observou-se que as cepas
de S. choleraesuis e C. albicans apresentaram-se resistentes em contato com 0s
filmes incorporados com Oleo essencial, em todas as concentracdes. O filme
incorporado com 5,0 mg/ml de 6leo essencial apresentou maiores halos de inibicéo
para S. aureus, P. aeruginosa e E. coli com 14, 16,3 e 15 mm, respectivamente. Os

filmes testados contra K. pneumoniae apresentaram inibicdo apenas na zona de
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contato dos filmes. Pode-se constatar com estes resultados que filmes com maior
concentracdo, 7,5 mg/ml de Oleo essencial, apresentaram baixo efeito inibitorio
devido a menor quantidade de Oleo incorporado promover uma maior
compatibilidade com o filme, facilitando desta maneira seu arranjo na matriz de

galactomanana.

Por estes resultados, ndo se pode afirmar que nao houve atividade
antimicrobiana, ja que esta pode ocorrer sem migracdo dos compostos ativos do
Oleo essencial, resultando em uma inibicdo em contato direto com a superficie do
filme (Pranoto et al., 2005). Segundo Cagri et al. (2001), uma interacdo entre
grupamentos do polimero e os compostos ativos do agente incorporado pode reduzir
ou até impedir a migracdo de compostos ativos para o sistema. Seydim e Sarikus
(2006) observaram que os discos de filme biodegradavel incorporados com o0leo
essencial de R. officinalis (Alecrim) em diferentes concentracées néo foi capaz de

formar halo inibitério.

Ugalde (2014) avaliou em um prazo de tempo a liberacdo gradual de 6leos
essenciais em filmes biodegradaveis em diferentes matrizes de polissacarideos.
Vérios sdo os efeitos combinados na cinética de liberacdo de dleo essencial em
filmes. O principal deles é o aumento do caminho da difusdo do 6leo essencial do
interior da matriz polimérica para o meio aquoso externo associado a interacdes
fisicas e quimicas do 6leo essencial com a estrutura da matriz polimérica. Assim, a
liberacdo do 6leo essencial nesta etapa acontece de maneira lenta e constante
(BEIRAO-DA-COSTA et al., 2013). Filmes comestiveis podem reduzir a difusdo, uma
vez que o OE faz parte da sua estrutura, interagindo com o polimero e o

plastificante.
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5. CONCLUSOES

A galactomanana de sementes de Delonix regia apresentou um percentual
baixo de nitrogénio (proteinas) (0,67%), mostrando uma pureza acentuada em
relacdo a preparacdo e obtencdo dessa hemicelulose. A galactomanana foi
caracterizada pelas técnicas de FTIR e RMN de 'H e **C de acordo os perfis de

outras galactomananas encontrados na literatura.

O d6leo canola foi caracterizado como uma fonte rica em &cido oleico,
considerado um 6éleo vegetal saudavel, fator importante para a composicao de filmes

comestiveis biodegradaveis.

A metodologia de evaporacdo de solvente (casting) em pregada na
preparacao das blendas biodegradaveis a partir de galactomanana e 6leo canola foi
eficiente. A presenca do Oleo canola alterou a estrutura dos filmes em relacdo a
espessura, teor de umidade e permeabilidade ao vapor de agua. Os filmes obtidos
foram considerados transparentes e com baixa opacidade.

O Oleo essencial de O. basilicum apresentou composicdo diferente dos
padrdes informado pela empresa FERQUIMA®. Os valores de CIM e CBM
verificados demonstram que o Oleo essencial apresentou um espectro de acdo

amplo para os microrganismos testados.

Os filmes incorporados com Oleo essencial apresentaram diferenca
significativa na diferenca de cor (AE) e opacidade (Y) em relacéo aos filmes/blendas
de galactomanana e 6leo de canola. No teste antimicrobiano, as cepas de C.
albicans e S. choleraesuis ndo foram sensiveis aos filmes, enquanto P. aeruginosa
apresentou o maior halo de inibicdo (16,3 mm). Os filmes com 5,0 mg/ml de éleo
essencial apresentaram mais acao inibitéria em relacdo as outras concentragées. A
interacdo polissacarideo-6leo essencial dificultou a difusdo do éleo para o meio,
sendo importante avaliar a cinética de liberacdo. Contudo, os filmes incorporados
com Oleo essencial de manjericdo apresentaram uma atividade antimicrobiana

moderada para potencial aplicagdo como embalagens bioativas.

Portanto, é possivel obter filmes biodegradaveis para embalagens de

alimentos a partir de galactomanana de Delonix regia e 0leo canola, utilizando o
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processo de casting, como uma alternativa viavel para a reducdo de lixos plasticos
sintéticos no meio ambiente, em substituicdo aos materiais ja existentes. Porém,
algumas caracteristicas precisam ser testadas como propriedades mecanicas e

estruturais para serem melhores aplicados.
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