Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’

Microencapsulacao do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia
sidoides): atividade antifungica in vitro e sua influéncia sobre a
vida util de fatias de pdo sem glaten

Juliana Scabello Prando Zambianco

Dissertacdo apresentada para a obtencdo do titulo
de Mestra em Ciéncias. Area de concentragdo:
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2020



Juliana Scabello Prando Zambianco
Bacharel em Ciéncias dos Alimentos

Microencapsulacdo do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides):
atividade antifangica in vitro e sua influéncia sobre a vida util de fatias de péo
sem glaten

Orientadora:
Prof. Dra. THAIS MARIA FERREIRA DE SOUZA VIEIRA

Dissertacdo apresentada para a obtencdo do titulo
de Mestra em Ciéncias. Area de concentragao:
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Piracicaba
2020



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Zambianco, Juliana Scabello Prando

Microencapsulacao do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides):
atividade antifingica in vitro e sua influéncia sobre a vida Util de fatias de péao
sem gluten / Juliana Scabello Prando Zambianco. - - Piracicaba, 2020.

77 p.

Dissertacdo (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”.

1. Lippia sidoides 2. Aspergillus niger 3. Conservantes naturais 4. Spray
drying 5. Exposicéo aos volateis I. Titulo



Dedico esse trabalho ao meu pai Donizeti
(in memoriam), minha maior inspiracao.
Para sempre em meu coracdo e em
minhas oracdes.



AGRADECIMENTOS

Sou primeiramente grata a Deus por todas as béncdos e oportunidades
oferecidas ao longo da vida e também por me fortalecer em todos os momentos
dificeis. Ao meu marido Wilson, ndo somente pelo apoio emocional ao longo desses
dois anos como também por todas as dicas, orientacdes, por me acompanhar nas
leituras de placas nos finais de semana/feriados e ainda, pela ajuda com os dados
estatisticos. Aos meus pais, irmdos e cunhados por me apoiarem em todas as
minhas escolhas, por todo o amor e oragdes para que tudo corresse bem.

Agradeco a minha orientadora Thais M. F. S. Vieira, por ter me recebido como
sua orientanda, pela atencéo e pelas valiosas contribuicbes ao meu trabalho.

Agradeco aos membros da banca. Ao Dr. Eduardo M. da Gléria por todo o
auxilio, prontiddo e por todos os ensinamentos em microbiologia e 6leos essenciais.
A Dra. Izabela Dutra Alvim, pela atencao, pelas sugestdes, por auxiliar na producio
das microparticulas e nos esclarecimentos relacionados ao tema. A Dra. Jacqueline
Oliveira pelas contribuicbes que permitiram que esse trabalho se tornasse mais
completo.

Agradeco ao Gustavo da empresa Quinoa, pelo interesse em meu projeto e
por ceder gentilmente os paes para a realizacdo das analises.

Agradeco ao Prof. Stanislau B. Junior pela sua colaboracao na realizacao das
analises cromatogréficas.

Agradeco a Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’ (ESALQ/USP) e
aos seus professores pelo ensino de ponta e por todo o aprendizado que obtive
desde a graduacdo. Aos funcionarios do Departamento de Agroindustria, Alimentos
e Nutricdo, em especial a Regina (secretaria) e aos técnicos: Luis Felipe, Rose,
Mariana, Amabile e Denise, por toda disponibilidade e prestreza.

Agradeco a todos os amigos e colegas, tanto do laboratério quanto dos
grupos de pesquisa (ESALQFood, GETEP, GEFH, Micotoxinas) pelo convivio e pela
troca de experiéncias. Dificil citar todos os nomes, mas gostaria de agradecer
especialmente a Samara, Paula, Renata, Marina, Anaile, Paula Porrelli, Daniel, Julia
e todos aqueles que de uma forma ou outra eu pude contar e que contribuiram para

a conclusao desse trabalho. Muito obrigada a todos.



SUMARIO

e 1 11V P 7
N 131 ¥ O PP 8
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e e e s s s aneeeeeaeeenannns 9
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e e e e e e e e et ee e e e e e e e nnns 10
1. INTRODUC}AO GERAL ..o 11
P O 1= | I Y 1 15
P22 B @ o 1= 110 I Tox | = | 15
2.2. ODbjJetiVOS SECUNUANOS........cceeeiiiiiiiiie e e e 15
3. REVISAD ...ttt sttt 17
3L PO e 17
3.1.1. Controle de qualidade em produtos de panificagao .............cccevvvveeennnnn. 18

3.2. OlE0OS ESSENCIAIS. .....eeevveeeereeeeeeeeeeeceeet et e et e et e et et e et et et e st et eeseesestestesaeneeaes 19
3.2.1. Encapsulacao de Ole0S €SSENCIAIS. ..........uuviiiieeeiiiiiiiiiiieeee e 22
3.2.2. Oleo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides)............cccccceveevennne... 24

4, MATERIAL E METODOS ......cooiieeeeeeeeeeeee ettt s stestestesaesaesee e 27
7t IOV = =1 1T | 27
4.2. Isolamento e identificacdo molecular de A. NIgEr...........cceeeiieeeiiiiviiiiieee e, 27
4.3. Microencapsulacdo do 6leo essencial de L. Sidoides ..............evvvvvvvvnrninnnennnnn. 29
4.3.1. Prepar0 da €MUISEO ...........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
4.3.2. Secagem Por SPray drying ......ccooeeeeriuiiiieee e e e e e e e e eaaans 29

4.4. Caracterizacdo das micropartiCulas.............cceeeiiieeiiiiiiiiiiicc e 30
g I =T o 110 0= o (o SRR 30
4.4.2. TeOor de UMIAdE ........ooeuuuuiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 30
4.4.3. Retencdo de 6leo nas microparticulas ............ccccevvvemmiiiiimiiiniiiiiiiinannns 31
4.4.4. Eficiéncia de encapsulaGao (EE).........cccccovummmmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiinninnnnnnnnnnnnnnns 31
4.4.5. Distribuicdo e tamanho das microparticulas..............cccccuvueemeemiiiiiinnnnnnnnn. 32

4.5. ldentificacdo e semi-quantificagdo dos compostos volateis por CG/MS e

(O C7 | 5 32
4.6. Atividade antifingiCa iN VItrO .........ccooeeeiiiiiiiiie e 33
4.6.1. Método por dilUIGAO €M AQAI .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeieeeeeeeeaaeaeaees 33

4.6.2. Método por eXpOoSIiCAO0 A0S VOIALEIS ......cvvvieeiiieeeiiiiiie e 33



4.6.3. Preparo do iNOCUIO..........uuiiiiiieiiiiiiiiie e e e 34
4.6.4. Determinacgdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Porcentagem de
8T o] (o> Vo U 34
4.7. Atividade inibitéria do desenvolvimento fungico em fatias de pao contidas em

embalagens, através da exposi¢do aos volateis do 6leo essencial de L. sidoides

livre @ suas MICroPartiCUIAS ............uuuiiiiiiie i 35
4.7.1. Elaboracéo e caracterizacao dOS PAES.......uuuieeieeeeeiiieiiiiiieeeeeeeeeeeerinnanns 35
4.7.2. Exposicao das fatias de pdo aos compostos volateis.............ccceeeevvvnnnnnn. 36

4.8. Influéncia sensorial do dleo essencial livre e encapsulado ................cceeeeee. 37

4.9. ANAliSe eStatiStICA .....cceeeee e 37

5. RESULTADOS ....oiitiiiiiiieie ettt e ettt e e e e e e s s st e e e e e e e e s s nnnsbneeeaeeaeeesaanns 39

5.1. Caracterizac8o das miCropartiCulas .........cccoeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 39
5.1.1. Distribuicdo de tamanho das microparticulas ..........ccccccvviiiiiiiieeiinennnnnns 40

5.2. Composicao quimica dos 0le0S €SSENCIAIS ...........uuurrurrmmmririinriiiniirennenennnennnn. 43

5.3. Atividade antifingiCa iN VItrO..........ccoovviiiiiiiie e e e e eeaaens 46
5.3.1. Atividade inibitoria in vitro do 0leo essencial ............ccccceeeeeii, 46
5.3.2. Atividade inibitoria in vitro das microparticulas .........c.ccccoeeuviiiieeiieeennnns 48

5.4. Atividade inibitéria do desenvolvimento fingico em fatias de pdo contidas em
embalagens, através da exposicdo aos volateis do OE de L. sidoides livre e
MICTOENCAPSUIATO ...t e e e e e e e e e e e eaeenes 51
5.4.1. CaracterizaCao dOS PAES .....cccevviiiiiiiiiie e e e ee e et e e e e e e eeeaaaan 51
5.4.2. Atividade antifingica do 6leo essencial livre e encapsulado nos paes.... 53

5.5. Influéncia sensorial do 6leo essencial livre e encapsulado .............cccceeeeeee... 55
B. DISCUSSAD ...ttt s et 59
6.1. Efeito inibitério da exposicdo aos volateis do OE de L. sidoides sobre o
crescimento fUNQICO M PAES.......ccuuiiiiiieie e e 59
6.2. Influéncia da microencapsulagéao sobre o efeito inibitorio do OE de L. sidoides
NAS fAtiAS B PAO.....coiiii i 61
7. CONCLUSAOD ...ttt 63
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt en s 65



RESUMO

Microencapsulacdo do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides):
atividade antifungica in vitro e sua influéncia sobre a vida util de fatias de péao
sem gluten

A demanda por alimentos naturais tem despertado o interesse por parte
das industrias em repensar formulacfes de alimentos j& existentes no mercado.
Na industria de panificacdo, os maiores desafios sédo a deterioracdo por bolores
e a busca por alternativas naturais ao uso de conservantes sintéticos. Estudos
recentes tém demonstrado resultados positivos com a utilizacdo de Oleos
essenciais na acdo antifUngica de espécies deteriorantes em pédes. Nota-se
ainda que a utilizacdo de Oleos essenciais encapsulados e por difusdo dos
volateis nas embalagens pode ser uma interessante saida para a conservacao
dos compostos bioativos presentes nos 6leos, minimizando sua influéncia nas
propriedades organolépticas de paes. O objetivo do presente estudo foi avaliar
o potencial antifungico do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides)
microencapsulado e sua influéncia sobre a vida util de pées, através da
liberacdo de seus compostos volateis dentro das embalagens. O processo de
microencapsulacédo por spray drying ocorreu utilizando-se diferentes materiais
de parede (goma arabica e maltodextrina:amido modificado) e posteriormente
obteve-se a caracterizacdo das microparticulas. Ainda, a composi¢cao quimica
do Oleo essencial livre e do recuperado das microparticulas foi obtida por
cromatografia gasosa (CG/MS e CG/FID). Foram realizados testes in vitro por
diluicio em agar e exposicao aos volateis do 6leo essencial e encapsulado, de
modo a determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) frente a espécie A.
niger, previamente isolada e identificada. A ocorréncia de crescimento fungico
em fatias de pdo, expostas aos volateis do Oleo essencial e das
microparticulas, também foi verificada. Ao final, uma analise sensorial dos paes
foi realizada, a fim de verificar a influéncia dos compostos bioativos sobre as
propriedades organolépticas dos paes avaliados. A atividade antifingica in vitro
avaliada por diluicdo em agar mostrou que o O6leo essencial apresentou
resultados inferiores a exposicéo aos volateis, o que € supostamente explicado
pela baixa diluicdo do 6leo no meio de cultura. Em contrapartida, no método de
exposicao aos volateis as microparticulas do 6leo essencial de L. sidoides
apresentaram efeito inibitério in vitro superior ao encontrado no 6leo essencial
livre. N&o houve efeito significativo do material de parede sobre a composicao
qguimica do O6leo essencial. Quando aplicadas nas embalagens de pao, as
microparticulas apresentaram efeito inibitorio inferior ao 6leo essencial livre. No
entanto, as microparticulas apresentaram menor impacto sensorial quando
comparado ao 6leo livre, indicando que a estratégia de encapsulacao pode ser
promissora. Com estudos futuros de otimizagdo do material encapsulado
quanto a formulacdo (quantidade de o6leo, material de parede, estudo de
liberacdo dos compostos na embalagem) pode-se obter um material eficiente
na preservacao do produto.

Palavras-chave: Lippia sidoides, Aspergillus niger, Conservantes naturais,
Spray drying, Exposicéo aos volateis



ABSTRACT

Microencapsulation of rosemary pepper (Lippia sidoides) essential oil: in vitro
antifungal activity and its influence on the shelf life of gluten-free bread slices

The demand for natural and sustainable foods has sparked the interest on the
part of the industries in rethinking food formulations already existing in the market. In
the bakery industry, one of the current challenges is directly related to the mold
deterioration. In view of these reports, the current challenge for the bakery industry is
to find ways to replace synthetic preservatives with natural conservation alternatives.
Recent studies have shown positive results with the use of essential oils in the
antifungal activity against deteriorating species in breads. It is also noted that the use
of encapsulated essential oils and by diffusion of volatile compounds in packaging
can be an interesting way to preserve the bioactive compounds present in the oils
and also to minimize their interference in the organoleptic properties of breads. The
present study has as main objective to evaluate the antifungal potential of the
microencapsulated Lippia sidoides essential oil and its influence on the shelf life of
breads, through the release of its volatile compounds inside the packages. The
microencapsulation process by spray drying took place using different wall materials
(gum arabic and maltodextrin: modified starch), and subsequently the
characterization of the microparticles was obtained. Also, the chemical composition
of the free essential oil and the oil recovered from the microparticles was obtained by
gas chromatography (CG / MS and CG / FID). In vitro tests were performed by agar
dilution and exposure to volatiles of the essential oil and its microparticles, in order to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) against the species A. niger,
previously isolated and identified. The occurrence of fungal growth in slices of bread,
exposed to the volatiles of essential oil and microparticles, was also verified. At the
end, a sensory analysis of the bread was performed in order to verify the influence of
bioactive compounds on the organoleptic properties of the breads evaluated. The in
vitro antifungal activity evaluated by agar dilution showed that the essential oil
presented lower results than those observed for volatile exposure, which is
supposedly explained by the low dilution of the oil in the culture medium. On the
other hand, in the method of exposure to volatiles, the microparticles had an
inhibitory effect in vitro superior to that found in the free essential oil. There was no
significant difference between the chemical composition of the evaluated wall
materials, and both had a similar composition compared to the free essential oil.
When applied to bread packaging, microparticles showed only a slight inhibitory
effect, while treatment with free essential oil showed greater antifungal activity.
Despite the lower performance of microencapsulated oil in growth inhibition, it had
less sensory impact on bread when compared to free oil, indicating that the
encapsulation strategy can be promising for bread preservation. With further studies
of optimization of the encapsulated material in terms of formulation (quantity of oil,
wall material, study of the release of the compounds in the packaging), an efficient
material for the preservation of the product can be obtained.

Keywords: Lippia sidoides, Aspergillus niger, Natural preservatives, Spray drying,
Volatile exposure



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Presenca de colonias de fungos na superficie de pées armazenados a 18

°C (A) e a 28 °C (B) apoés 7 dias de armazenamento. ..............eeeeeeemmmmmmmemmnnmmnnmmnnnnnne 28
Figura 2. A. niger ap0s isolamento direto doS PAES. .......ccuvvveeiiiieeeeiiiiiiiiiiee e 28
Figura 3. Esquema da secagem por spray dryer para obtencdo das microparticulas.
.................................................................................................................................. 30
Figura 4. llustrac@o das placas submetidas as diferentes metodologias de atividade
ANLfANGICA IN VITFO. .ooeiiieeeee e e e e e e e e e as 34

Figura 5. Recipiente com fatias de paes submetidas ao tratamento com OE livre pelo
[oL=T oo [0 1o L= T o = 1= P 37

Figura 6. Gréaficos de dispersdo representando o didmetro das particulas (eixo x) e
os volumes de didmetro em % (eixo y), sendo A) referente a GA e B) referente a
0 N P 42

Figura 7. Relacdo de compostos majoritarios identificados e semi-quantificados (%
relativa da area) no OE de L. sidoides livre e nos 0leos extraidos das microparticulas
com goma arabica (GA) e com maltodextrina e amido modificado (MD:AM)............ 44

Figura 8. Crescimento micelial de A. niger aos 14 dias ap0s incubacado a 25 °C, em
tratamentos de exposicao ao OE de L. sidoides (200 pL/L) por diferentes métodos:
DA (OE diluido em &gar); EV (OE por exposicdo aos volateis); GA (microparticulas
constituidas de goma arabica por exposicdo aos volateis); MD:AM (microparticulas
constituidas de maltodextrina e amido modificado por exposi¢do aos volateis)........ 49

Figura 9. Registro fotografico das placas submetidas aos diferentes métodos e
tratamentos apos 14 dias em estufa a 25°C. ......oovvvvvviiiiiiiiiiiiieeee e 50

Figura 10. Crescimento fungico visivel ao sétimo dia (D7) de incubacéo a 25 °C das
fatias de pao inoculadas com a espécie A. niger e expostas aos volateis do OE de L.
sidoides livre € enCapSUulado. ..........coouuiiiiiiiii e 54

Figura 11. Crescimento flngico ao sétimo dia (D7) de armazenamento das fatias de
pao nao inoculadas a 25 °C, submetidas aos volateis do OE de L. sidoides livre e
ENCAPSUIATO. ... 55

Figura 12. Levantamento de atributos de aroma referentes as fatias de péao
submetidas aos tratamentos com OE livre e microparticulas por 24h....................... 57



10

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados de eficiéncia de processo das microparticulas produzidas pelos

materiais de parede GA € MD:AM. ......coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 39
Tabela 2. Valores de diametro e de span na distribuicdo do tamanho de particulas
em cada material de parede avaliado (GA € MD:AM).......cuuuiiiiiieiiieiiiiiiie e 41

Tabela 3. Caracterizacdo quimica do OE de L. sidoides livre (OE) e extraido das
microparticulas encapasuladas com goma arabica (GA) e com maltodextrina e amido
[ppToTo 1 Tor=To [o I (1Y 2 AN Y ) 45

Tabela 4. Dados das andlises in vitro para verificacdo da atividade antifungica do OE
de L. sidoides e de suas microparticulas por diferentes métodos, frente a espécie A.
niger incubada a 25 °C POr 14 di@S.......uuiiiiieeiiiieeiiie e 47

Tabela 5. Caracterizacao fisico-quimica do péo de leite de castanhas artesanal sem
(0|11 =] o TR U TR PPPPPPRPPR 52

Tabela 6. Crescimento micelial e inibicdo do crescimento fungico em fatias de péo
incubados por 7 dia a 25 °C e expostas aos compostos volateis do OE de L. sidoides
[IVIe € eNCAPSUIAAO. .......coviiiii e 54

Tabela 7. Potencial inibitério dos compostos volateis do OE de L. sidoides livre e
encapsulado sobre fatias de péo, inoculadas e nado inoculadas, incubadas a 25 °C
[S10 ] Ao 1= L SRR PP PPPPPPPPP 55

Tabela 8. Resultados médios do Teste de Diferenca do Controle de acordo com
cada atributo das fatias de pdo submetidas a diferentes tratamentos pelo periodo de
22 T ] = 1 56



11

1. INTRODUCAO GERAL

Tém-se observado evidéncias de que a populacdo, cada vez mais, vem buscado
consumir alimentos de qualidade, procurando por aqueles com apelo saudavel e natural.
Esses consumidores esperam ainda que a qualidade do alimento seja mantida no intervalo
de tempo entre a compra e o consumo do produto adquirido. Tais exigéncias ndo remetem
somente ao conceito de alimento seguro, mas também a necessidade de minimizar
alteracdes indesejaveis em quesitos sensoriais (KILCAST & SUBRAMANIAM, 2000).

Essas observagfes revelam que h&d um nicho de mercado com potencial a ser
explorado, considerando algumas das caracteristicas apontadas como tendéncias do
segmento de alimentos e bebidas. De acordo com dados divulgados pela Mintel (2017),
empresa privada de pesquisa de mercado responsavel pela divulgacdo de informacdes
referentes ao mercado, destacam-se 0s seis seguintes topicos como tendéncias globais em
alimentos e bebidas nos ultimos anos: (i) a valorizacdo das receitas tradicionais em
formulacdes, (ii) a valorizacdo do tempo através da praticidade, (iii) a procura por alimentos
funcionais no periodo noturno com apelo calmante, (iv) alimentos saudaveis com pre¢os
acessiveis a todas as classes econbmicas, (v) produtos sustentaveis que evitem o
desperdicio de alimentos e por fim (vi) a valorizagédo de ingredientes e alimentos naturais (a
base de plantas).

Pesquisas tém relatado a valorizagdo e o aumento do consumo de produtos “clean
label” (trad. etiqueta limpa), cujo termo, de acordo com revisdo realizada por Asioli et al.
(2017), pode ser entendido a partir de trés conceitos: (i) em relacdo ao cultivo e ao manejo
do alimento e a importancia dos organicos, (i) em como o alimento foi produzido, tendo
nessa categoria como pontos negativos o uso de conservantes, aromas e corantes artificiais
e pontos positivos 0 uso de ingredientes naturais e por fim (iii) em relagdo aos beneficios
que o produto final carrega consigo, em termos de sabor, saudabilidade e consciéncia
ambiental.

Frente a tais desafios, nota-se a preocupacdo da industria de alimentos em se
manter atualizada e se situar dentro desse terreno de tendéncias de mercado, buscando
alternativas através de pesquisas — tanto em desenvolvimento de novos produtos quanto em
adaptacdo de produtos existentes —, que ao mesmo tempo ndo comprometam seu padréao
de identidade e qualidade e ainda, seu shelf life.

Na industria de panificacdo, as principais inovacfes desenvolvidas nos ultimos anos
se deram no ambito da melhora do aporte nutricional de produtos a base de cereais, através
da adicdo de ingredientes funcionais que possam reduzir o risco de desenvolvimento de
doencgas crbnicas (ESWARAN, MUIR & CHEY, 2013). Em paralelo, a deterioragdo por

agentes microbianos sempre foi um grande desafio nesse setor, sendo a principal causa das
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limitacdes de extens&o do shelf life desses produtos (MARIN et al., 2002). Tal fator limitante
de qualidade é também a principal causa de desperdicio e perdas econdémicas na industria
de panificacdo (LEGAN, 1993).

A fim de contornar problemas de contaminacdo e deterioragdo por agentes
microbianos em pdaes, a industria tem feito uso constante e demasiado de conservantes
sintéticos como o &cido sorbico e propidnico (YAO & XU, 2014). Contudo, sabe-se que
atualmente ha uma maior demanda por parte dos consumidores por alimentos mais
saudaveis e, consequentemente, isentos de aditivos quimicos (NIELSEN & RIOS, 2000).

Derivados de plantas, como 0s extratos vegetais e 6leos essenciais, assim como a
guitosana, lactoferrina, bactérias do acido latico e leveduras antag6nicas, tém cada vez mais
se tornado relevantes alternativas para prevencdo e controle da deterioragdo fungica em
alimentos. Tal afirmacéo é pautada no fato de que as substancias bioativas possuem
numerosos mecanismos de acgédo ja elucidados e se destacam como possiveis substitutos
dos conservantes sintéticos (RIBES, FUENTES, TALENS & BARAT, 2017).

Frente a esse cenario, os 6leos essenciais demonstram ser uma interessante
alternativa ao uso de conservantes sintéticos em alimentos. Estudos ja realizados com 6leos
essenciais demonstram resultados positivos em relagdo as inibicdes de micro-organismos
patogénicos e deteriorantes em alimentos. Dentre essa categoria, encontra-se o 0leo
essencial (OE) de alecrim pimenta (L. sidoides), rico em timol e carvacrol, importantes
compostos antimicrobianos e, por esse motivo, ja sdo utilizados tradicionalmente em
solucdes orais antissépticas, em produtos para aplicacdo em cortes cutédneos, picadas de
insetos e outros tratamentos convencionais antimicrobianos (LEMOS et al, 1990).

Apesar de serem potentes antimicrobianos naturais, deve-se ressaltar que o uso de
Oleos essenciais como conservantes ainda € limitado devido as suas caracteristicas de
aroma e sabor e também pelo desconhecimento de sua estabilidade durante a vida de
prateleira de produtos alimenticios diversos (LAMBERT, SKANDAMIS, COOTE & NYCHAS,
2001).

Para os desafios citados referentes a alteracdes sensoriais e estabilidade, a
encapsulacdo de O6leos essenciais surge como alternativa promissora, pois auxilia na
protecdo de compostos bioativos presentes, torna menos influente o aroma e sabor dos
Oleos essenciais incorporados em alimentos, além de possivelmente reduzir a dose minima
necessaria para sua aplicacdo como antimicrobiano no alimento de interesse (RE, 1998).
Alguns estudos foram realizados a fim de verificar a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais encapsulados na industria de panificagdo (OTONI et al., 2014; TEODORO et al.,
2014), contudo se faz necessaria uma maior investigacao desses antifungicos naturais em

paes e outros produtos do setor por diferentes aplicacfes.



13

Dessa forma, nota-se que ainda ha uma grande necessidade e espaco para o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a produgdo e conservacdo de produtos de
panificacdo que mantenham suas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nutricionais,
proporcionando o méaximo periodo de vida de prateleira, reduzindo o desperdicio no
mercado de panificacdo, perdas econdmicas e atendendo ainda a demanda dos

consumidores por ingredientes e formula¢cdes mais saudaveis e naturais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

Avaliar o potencial antifingico in vitro do 6leo essencial de Lippia sidoides livre e
microencapsulado, assim como sua influéncia sobre a vida Gtil de fatias de pdo sem gluten,

através da liberacdo de compostos volateis dentro da atmosfera interna das embalagens.

2.2. Objetivos secundarios

a) Avaliar e selecionar o material de parede mais eficiente e viavel para a
microencapsulacdo do 6leo essencial de Lippia sidoides.

b) Analisar a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial e de suas microparticulas

c) Avaliar a influéncia do 6leo essencial de Lippia sidoides e de suas microparticulas
sobre o crescimento fungico e a vida Gtil das fatias de pao.

d) Verificar a influéncia sensorial do 6leo essencial de Lippia sidoides e de suas
microparticulas nos pées submetidos as embalagens com 0s respectivos

tratamentos.
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3. REVISAO

3.1. Pao

Segundo definicdo da ANVISA (BRASIL, 2005), paes “sao os produtos obtidos da
farinha de trigo e/ou outras farinhas, adicionados de liquido, resultantes do processo de
fermentacdo ou ndo e cocgdo, podendo conter outros ingredientes, desde que néo
descaracterizem os produtos”.

O péo é um alimento consumido mundialmente e uma das mais importantes fontes
de energia e nutrientes para o ser humano. De acordo com dados da Euromonitor
International (EUROMONITOR, 2017), 133 milhdes de toneladas de pées foram consumidas
no mundo em 2016, perdendo somente para a categoria de produtos lacteos como produto
mais consumido (em toneladas) mundialmente. Em relagdo a inddstria de panificacdo no
Brasil, a producédo nacional de pdes em 2018 atingiu o valor de aproximadamente 2,5
milhdes de toneladas, o que equivale a 26,5 bilhdes de reais. Ainda, estima-se que o
consumo o referente ano foi de 12 kg por habitante, de acordo com a Associagéo Brasileira
das Industrias de Biscoitos, Massas Alimenticias e Paes & Bolos Industrializados (ABIMAP,
2019).

E também um alimento nutricionalmente importante na dieta da populacéo, sendo
constituido principalmente de carboidratos, proteinas, lipideos e fibras alimentares (TACO,
2019). Contudo, é considerado um alimento altamente susceptivel a alteragbes fisico-
guimicas e principalmente microbiolégicas, sendo facilmente deteriorado durante seu
periodo de vida util (CAUVAIN & YOUNG, 2007; HERAS-MOZOS et al., 2019).

A contaminacao fungica é o principal fator de qualidade em pées, sendo a principal
causa de desperdicio e perdas econémicas nesse setor, devido a rejeicdo por parte dos
consumidores ao produto deteriorado (LEGAN, 1993). Na Republica Tcheca, os produtos de
panificagédo representaram 28% do total de alimentos descartados entre os anos de 2013 e
2014, sendo na maioria deles fatias ou partes de pdes (SOSNA, BRUNCLIKOVA &
GALETA, 2019). Na Noruega, estima-se que o descarte de paes seja de 22 kg por habitante
ao ano, perdendo somente para o descarte de frutas e vegetais e restos de alimentos ja
preparados (STENSGAARD & HANSSEN, 2016).

A inovacdo nesse setor e o desenvolvimento de pesquisas pautadas em novas
tecnologias de conservacdo de paes sdo opcdes promissoras na tentativa de reducéao de
desperdicio de produtos de panificacdo e consequentemente, em menores perdas
econdmicas (SVANES, OESTERGAARD & HANSSEN, 2019).
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3.1.1. Controle de qualidade em produtos de panificagao

Os fatores que influenciam a determinag&o do shelf life de um alimento séao divididos
em fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre os fatores intrinsecos, que sdo as propriedades
finais do produto, podem ser descritos: atividade de agua, pH, teor de oxigénio disponivel,
composi¢do nutricional, potencial de oxidacdo, microflora natural e micro-organismos
sobreviventes, presenca de enzimas e substancias reativas e a adicdo de conservantes na
formulacdo. Em contrapartida, os fatores extrinsecos sdo aqueles determinados durante
toda a cadeia, em que podemos citar: tempo e temperatura durante o processo, temperatura
de estocagem e distribuicdo, umidade relativa, exposicdo a luz, contagem microbiana no
ambiente, composi¢cdo atmosférica dentro da embalagem e manipulacdo do consumidor
(KILCAST & SUBRAMANIAM, 2000).

Em produtos de panificacdo e confeitaria, a deterioragdo microbiana, quimica (por
rancidez) e fisica (por perda de umidade) s&o os fatores criticos mais frequentes. Entretanto,
a ocorréncia de deterioragdo microbiana por bolores é a causa mais frequente no
comprometimento do shelf life desses produtos. (O'CONNOR-SHAW & REYES, 2000).

Durante o tempo de forneamento, ocorre a destruicdo dos possiveis bolores
presentes na massa. Contudo, o maior problema se concentra na deposicdo de esporos
provenientes do ar, de manipuladores e de equipamentos, durante o resfriamento e
embalagem desses produtos, sujeitos a recontaminacdo e posterior crescimento, que se
torna evidente durante o tempo de transporte e armazenamento (SOARES et al., 2002;
CORNEA et al., 2011).

Em casos de contaminacéo e deterioracdo em paes, 0s géneros mais frequentes
sdo: Penicillium, Aspergillus e Eurotium (LEGAN, 1993). Ainda, Dagnas e et Al. (2014)
relatam que as trés espécies mais frequentes em produtos de panificagdo sdo: Eurotium
repens, P. corylophilum e A. niger.

N&ao somente responsavel pela aparéncia desagradavel na superficie de produtos
panificados, de acordo com Nielsen & Rios (2000), o crescimento de fungos propicia
também um sabor indesejavel (off flavor) e o possivel crescimento de micotoxinas e
compostos alergénicos, presentes mesmo de maneira nao visivel e nocivos a sadde.

Para o controle de crescimento microbiano em alimentos, as técnicas geralmente
utilizadas sdo: secagem, congelamento, refrigeracéo, irradiacdo, embalagem em atmosfera
modificada e a adicdo de sais e agentes antimicrobianos (KERRY et al., 2006). Na area de
panificacdo, os métodos de conservacdo mais utilizados sdo a adigdo de conservantes a
massa e a preservacao dos produtos a baixas temperaturas. (PEREIRA et al., 2002).

Predominantes na industria de alimentos atualmente, os conservantes sintéticos

pertencem a categoria de Aditivos Alimentares, determinada pela ANVISA, e a presenca
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deles deve ser declarada em rotulagem. Dentre a lista de conservantes, os acidos organicos
como o propidnico, benzoico e o sdrbico sdo aqueles utilizados para inibir o crescimento de
micro-organismos em panificacdo (LEGAN, 1993). Supfe-se que o mecanismo de agdo
desses sais orgéanicos esteja envolvido na reducdo do pH do alimento, inibindo assim o
metabolismo de enzimas que promovem a glicélise (RUSSELL, 1992).

A Resolucdo n° 383, de 05 de agosto de 1999 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria) aprova o uso de acido sorbico, sorbato de sddio, sorbato de potassio, e
sorbato de célcio como aditivos conservantes em concentracdes até no maximo 0,19/100g
de produto (BRASIL, 1999). Em paralelo, a FDA (Food and Drugs Administration) permite
em seu regulamento sobre produtos de panificacdo o uso do fosfato de célcio e propionato
de calcio na concentragdo de 0,75 g / 100 g de farinha na formulag&o (FDA, 2020).

Apesar dos conservantes sintéticos serem largamente utilizados na industria de
panificagdo, os consumidores atuais demandam um menor uso de aditivos quimicos e,
consequentemente, um menor uso de conservantes sintéticos (NIELSEN & RIOS, 2000).
Portanto, em meio a tantas preocupac¢des que cercam a industria de alimentos frente a
utilizacdo de conservantes sintéticos em alimentos, ha uma necessidade emergente em
encontrar alternativas que atendam as demandas do consumidor. De acordo com Membre,
Kubaczka, & Chene (2001), a industria de panificacdo tem se empenhado em reduzir a
quantidade de conservantes sintéticos, pensando em solu¢gfes naturais para a extensao do
shelf life desses produtos, com a¢do semelhante aos conservantes sintéticos ja utilizados.

Técnicas mais saudaveis e sustentaveis de conservacdo vém sendo avaliadas
como alternativa aos conservantes sintéticos em pées nas Ultimas décadas. Dentre elas,
estudos envolvendo o uso de bactérias do acido latico, peptideos e derivados vegetais na
forma de extratos e 6leos essenciais mostram resultados positivos em relagdo as suas
aplicacdes em produtos de panificacdo, os quais podem ser adicionados a formulacdo ou
inseridos como filmes antimicrobianos em embalagens ativas (AXEL, ZANNINI & ARENDT,
2017). Dentre tais inovagbes em conservantes naturais, destacam-se 0s 0leos essenciais
aplicados na preservacéo de paes frente as contaminac¢des fungicas nesse tipo de produto,
sendo comprovado o0 seu mecanismo de acdo sobre micro-organismos deteriorantes em
paes (DEBONNE et al., 2018).

3.2. Oleos essenciais

De acordo com o Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes da ANVISA
(BRASIL, 2007), oleos essenciais “sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por

processo fisico (destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacédo a pressao reduzida ou
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outro método adequado)”’, os quais podem ser comercializados isolados ou misturados entre
si, nas formas retificada (destilacdo fracionada para concentracdo de compostos),
concentrada (parcialmente desterpenada) e desterpenada (retirada quase que total do teor
de terpenos).

Os 6leos essenciais sao obtidos a partir da utilizacdo de plantas aromaticas inteiras
ou de suas partes (folhas, flores, brotos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca) que
sdo colhidas durante os estagios especificos de maturacdo da planta e armazenadas sob
condicbes controladas de luz, temperatura e umidade (FRANZ & NOVAK, 2010). Diversos
sdo 0s métodos de extracdo dos Oleos essenciais, 0s quais podem ser classificados entre
métodos convencionais como hidrodestilagdo, arraste a vapor, por solvente organico e
prensagem a frio. Ainda, hovos métodos tém sido verificados a fim de reduzir o consumo de
energia, de solventes e a emissdo de CO,, como por exemplo, a extracdo em fluido
supercritico, por ultrassom e por micro-ondas (ASBAHANI et al., 2015).

Quanto a sua composi¢do quimica, 6leos essenciais sdo caracterizados pela
presenca de hidrocarbonetos, &lcoois, aldeidos, cetonas, entre outros compostos
minoritarios (SIMOES et al., 2004). O 6leo essencial é uma substancia de alta complexidade
e, dependendo do periodo de colheita e do método de extragdo, um 6leo essencial pode
conter até aproximadamente 100 compostos bioativos diferentes, sendo majoritariamente
constituido de terpenos e terpendides (isoprendides) (TAJKARIMI, IBRAHIM & CLIVER,
2010), seguido de compostos aromaticos e alifaticos. Os monoterpenos, como o timol e
carvacrol, sdo formados a partir da ligacdo de duas unidades de isoprendides (C10) e
representam 90% dos compostos bioativos presentes nos 6leos essenciais (BAKKALI et al.,
2008).

A Comissdao Européia autoriza a utilizacéo de tais componentes de 6leos essenciais
como aromatizantes em alimentos, ndo representando risco a salde do consumidor. Dentre
eles, encontram-se: carvacrol, carvona, limoneno, mentol e timol (BURT, 2004). Oleos
essenciais como os de alecrim, tomilho, orégano, hortela-pimenta, entre outros sao
considerados seguros pela FDA, pertencendo a lista GRAS (Generally Recognized as Safe)
e podendo ser utilizados como ingredientes em alimentos (FDA, 2019).

T&o vastas quanto a quantidade de compostos presentes, inimeras sao também as
propriedades dos Oleos essenciais, podendo conferir agdo antibacteriana, antifungica,
antioxidante, antiviral, antimutagénica, antiprotozoaria e anti-inflamatéria (DIMA & DIMA,
2015). As propriedades antimicrobianas relatadas podem ser na maioria das vezes
explicadas pela citotoxicidade dos Oleos essenciais que, devido & sua caracteristica
lipofilica, sdo capazes de atravessar a parede celular e a membrana plasmatica, romper
estruturas de polissacarideos e acidos graxos, provocando danos irreversiveis na

membrana celular dos micro-organismos (ULTEE et al., 2002). Bakkali e et. al (2008) ainda
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ressaltam serem mais interessantes estudos que avaliem o 6leo essencial em si e todos
seus constituintes presentes, ao invés de avaliar apenas um composto bioativo
isoladamente, considerando relevante a sinergia entre as substancias presentes no 6leo
essencial frente as propriedades apresentadas.

De acordo com Lopez-Malo et al. (2007), os 6leos essenciais possuem a vantagem
de serem bioativos na fase gasosa, 0 que 0s torna atrativos para serem utilizados como
conservantes durante o tempo de estocagem dos produtos. Sua atividade antimicrobiana
geralmente esta relacionada as estruturas quimicas de seus compostos, da dosagem
utilizada, assim como das interacdes que possam ocorrer n0 meio em que se encontra.
Ainda, devido a ampla variedade de compostos presentes nos 06leos essenciais, esses
possuem certa vantagem em relacdo a outros conservantes, pois podem agir sobre
diferentes géneros de fungos, ndo permitindo que esses patdgenos desenvolvam resisténcia
(CABRAL et al., 2013).

A ampla agdo antimicrobiana dos Oleos essenciais vem sendo comprovada em
inUmeros estudos. O 6leo essencial das folhas de Curcuma (Curcuma caesia Roxb.)
apresentou relevante potencial antibacteriano, frente as espécies Bacillus subtilis, B. cereus,
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, e potencial antifingico, frente as
espécies A. fumigatus, A. niger, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans,
demonstrando ser um antimicrobiano natural em potencial para a industria farmacéutica e
alimenticia (BORAH et al., 2019). Frente diferentes espécies dos géneros Aspergillus,
Penicillium e & espécie Trichoderma viride, o 6leo essencial extraido do fruto da arvore Pau
D’Alho (Gallesia integrifolia) demonstrou alta atividade fungicida em concentragfes minimas
(RAIMUNDO et al., 2018).

Em alimentos, de maneira especifica em panificacdo, a aplicacao de antifiingicos
naturais € um tema de extrema relevancia e alguns estudos vém sendo realizados a fim de
utiliza-los como alternativa ao uso convencional de conservantes sintéticos, ja
demonstrando resultados satisfatorios. A utilizacdo de atmosfera modificada associada ao
vapor do 6leo essencial de mostarda nas embalagens impediu a deterioragdo microbiana
em péaes pelo periodo de 30 dias (SUHR & NIELSEN, 2005). Os 6leos essenciais de canela
e cravo adicionados a formulagéo contribuiram para a extenséo da vida util de produtos de
panificacdo em até 10 dias em atmosfera normal e quando submetidos em embalagem a
vacuo, o aumento de vida util foi de até 15 dias (JU et al., 2018). Alil, fenil e benzil
isotiocianatos embebidos em papel filtro dentro de embalagens promoveram um aumento de
3 a 4 dias de vida util dos pées avaliados e ainda, reduziu a producdo de aflatoxinas
oriundas da espécie inoculada Aspergillus parasiticus (SALADINO et al., 2017).

Apesar de estudos com Oleos essenciais demonstrarem resultados positivos e

animadores em relacdo as propriedades de conservacdo em paes, se faz necessaria a
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verificagdo do melhor modo de aplicagdo, ou seja, inserido na formulacdo ou em
embalagens e ainda, considerar a influéncia dos 6leos essenciais sobre as propriedades
organolépticas dos produtos finais. Debonne et al (2018) confirmaram o potencial antifiingico
in vitro do Oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) frente as espécies A. niger e P.
paneum, contudo foi constatado que a incorporacdo do 6leo essencial a massa dos paes
ndo colaborou para a extensdo da vida util desses produtos, como esperado. Segundo 0s
autores, tal fato pode ser justificado pela ndo homogeneizacdo do 6leo essencial a massa.
No mesmo estudo, foi relatado também que a adi¢cdo do 6leo essencial a massa dos paes
contribuiu negativamente para a alteracdo de caracteristicas como volume, cor e sabor do
produto final.

Além disso, os 6leos essenciais sdo substéncias volateis instaveis e podem ser
mais facilmente degradadas em comparagdo a outras substéncias, seja por oxidacao,
volatilizagdo, aquecimento ou presenca de luz, necessitando de maior protegcdo contra
fatores externos (ASBAHANI et al., 2015).

O uso de embalagens ativas tem sido bastante avaliado para viabilizagdo do uso de
Oleos essenciais como conservantes naturais em panificagdo. A aplicagdo do 6leo essencial
de orégano (Origanum vulgare) em formato de sachés ndo somente apresentou relevante
potencial antifungico in vitro, como também foi capaz de manter sua atividade antifungica
em fatias de p&o de forma, conforme demonstra o estudo de Passarinho et al (2014). Tais
resultados sugerem que o Oleo essencial de orégano pode ser aplicado na industria de
panificagdo no formato saché (como embalagens ativas) considerando ainda que
caracteristicas sensoriais como textura e sabor ndo foram significativamente comprometidas
guando houve utilizacdo de doses menores do 6leo essencial.

A fim de atingir a dose que melhor inibe o crescimento microbiano e que ao mesmo
tempo esteja dentro dos limites de seguranca estabelecidos por 6rgdos regulamentadores,
sem comprometimento das propriedades organolépticas de produtos de panificacdo, a
encapsulagdo de 0Oleos essenciais surge como uma alternativa a qual pode potencializar a
acdo antimicrobiana de compostos bioativos, mesmo em doses minimas (WEISS et al.,
2009).

3.2.1. Encapsulacéo de 6leos essenciais

A encapsulacdo consiste em um processo fisico-quimico ou mecanico no qual
ocorre a retencdo de uma determinada substancia, envolta por um material de parede
especifico, a fim de produzir particulas menores com diametros que variam em unidades de
milimetros a nandmetros (BURGAIN, GAIANI, LINDE & SCHER, 2011).
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Diversos sdo os métodos para obtencdo dos encapsulados os quais podem ser
descritos em trés diferentes categorias: (i) métodos fisicos como a secagem por atomizacao
(conhecida também por spray drying), liofilizacdo e precipitacdo com fluido supercritico, (ii)
métodos fisico-quimicos como a coacervacao, lipossomas e gelificacdo ibnica, (iii) métodos
quimicos como polimerizacao interfacial e complexagéo de inclusdo molecular (TYAGI et al.,
2011).

A encapsulacao pelo método de spray drying é reconhecido pela sua rapidez e
custo relativamente baixo, além de ser facilmente reprodutivel e melhor adaptada para
aplicacBes industriais em larga escala (BURGAIN, GAIANI, LINDE & SCHER, 2011). Tal
procedimento consiste na pulverizacdo de uma mistura liquida, previamente homogeneizada
em solugdo, emulsdo ou suspensdo, em uma corrente de gas de secagem a quente,
promovendo a evaporagdo do componente liquido, produzindo particulas pequenas e secas
as quais sao recuperadas ao final do processo (OZKAN et al., 2019).

De acordo com Bhandari (1998), a microencapsulagdo por spray drying é
comumente empregada para compostos volateis como os 6leos essenciais devido a sua
capacidade de protecdo contra reacdes de degradacdo. Outros autores ainda ressaltam que
tecnologias de nano e microencapsulagcdo podem solucionar problemas relacionados a
instabilidade fisica de importantes moléculas ativas, controlando ainda sua velocidade de
liberagdo no meio externo e aumentando a solubilidade dos compostos ativos nos alimentos
(JAFARI, ASSADPOOR, BHANDARI, & HE, 2008; ALOUI et al., 2014).

A eficiéncia do processo de microencapsulacao por spray drying é determinada por
diversos fatores como condicdes de processo e principalmente pelas caracteristicas do
material de parede, o qual deve ser selecionado de acordo com as propriedades desejadas
de cada material durante todo o processo (JYOTHI et al., 2010).

Diversos materiais de parede podem ser utilizados no processo de
microencapsulacdo por spray drying em alimentos, os quais geralmente sdo selecionados
de acordo com fatores fisico-quimicos, econdbmicos e ainda, desejando-se a maxima
retencdo de 6leo essencial ap0s o processo de secagem. O material de parede pode ser
derivado de carboidratos (como maltodextrina, amido modificado, goma arabica e
ciclodextrinas) e proteinas (JAFARI et al., 2008). Dentre os carboidratos comumente
utilizados em processos de spray drying, a maltodextrina € um amido hidrolisado com sabor
e aroma neutros, boa prote¢do contra oxidacdo de compostos volateis e possuindo ainda
baixo custo em comparagéo a outros materiais. Contudo, possui baixa acdo emulsificante e
por isso é comumente associada a outros materiais encapsulantes ou emulsificantes
(GHARSALLAOUI et al., 2007; KRISHNAN, KRISHIRSAGAR & SINGHAL, 2005).

Ao contrario da maltodextrina, a goma arabica é um hidrocoloide com bom poder

emulsificante e solavel em agua em altas concentracdes, sendo altamente recomendada na
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encapsulacdo de dleos essenciais (BERTOLINI, SIANI & GROSSO, 2001). Apesar de
possuir propriedades excelentes, a goma ardbica possui como fatores limitantes seu alto
custo e disponibilidade (MCNAMEE, O'RIORDA & O'SULLIVAN, 1998). Frente a esse
cenério, o amido modificado vem sendo avaliado em estudos como uma alternativa a
utilizacdo da goma arabica como material de parede, possuindo propriedade emulsificante
satisfatéria. Tal material se difere de outros amidos pelo fato de possuir uma molécula
lipofilica incorporada em sua cadeia, fornecendo uma maior capacidade de retencéo de
volateis durante a atomizacéo (ROCHA, FAVARO-TRINDADE & GROSSO, 2012).

Assim, determinando o0s materiais de parede e otimizando as condicBes de
processo, a microencapsulacéo de 6leos essenciais é capaz de aumentar a estabilidade de
seus compostos. Nesse contexto, a encapsulacdo de O6leos essenciais pode afetar
positivamente sua acao, pois a liberagdo mais lenta, determinada pela difusdo de volateis
através do material de parede, pode favorecer a acdo antimicrobiana em relagdo ao Oleo
livre que difunde rapidamente (DA VEIGA, DA SILVA-BUZANELLO, CORSO & CANAN,
2019).

A microencapsulacdo de uma mistura de terpenos, extraidos de 0leos essenciais de
Melaleuca e D-limoneno, apresentou uma maior capacidade antibacteriana em menores
concentracdes e, além disso, ndo alterou as propriedades organolépticas dos sucos de péra
e laranja avaliados (DONSI, ANNUNZIATA, SESSA & FERRARI, 2011). O dleo essencial de
orégano nanoencapsulado demonstrou inibir significativamente a contaminacao fungica em
gueijo Minas padrdo (BEDOYA-SERNA, DACANAL, FERNANDES & PINHO, 2018) assim
como o Oleo essencial de tomilho microencapsulado demonstrou ser um conservante em
potencial em produtos carneos, sendo capaz de impedir alteragcdes microbianas, quimicas e
sensoriais indesejaveis em hambuarguer de carne bovina (GHADERI-GHAHFAROKHI,
BARZEGAR, SAHARI & AZIZI, 2016).

A nanoencapsulacdo de Oleos essenciais em alimentos também é avaliada atraves
da sua utilizacdo em embalagens ativas. A aplicagcdo de filmes de metilcelulose, adicionados
de nanoemulsdes de 6leo essencial de orégano e cravo, reduziu a contagem de bolores e

leveduras em fatias de pao pelo periodo de 15 dias (OTONI et al., 2014).

3.2.2. Oleo essencial de alecrim pimenta (Lippia sidoides)

A espécie L. sidoides, da familia Verbenaceae, é um arbusto ramificado de até 2 m
de altura, popularmente conhecida como alecrim pimenta e predominantemente encontrada

na regido do semiarido do Nordeste brasileiro (MATOS, 1998).
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As partes aéreas da planta séo tradicionalmente utilizadas, por via oral ou tépica,
como antisséptico e antimicrobiano em tratamentos convencionais de infec¢des de pele,
boca, garganta e intestino. Para tais aplicacdes, € utilizada a infusdo das folhas ou também
de extratos fluidos e 6leos essenciais da planta (BRASIL, 2014).

Em relagdo a sua composi¢cdo quimica, a quantificacdo de compostos em Oleos
essenciais de L. sidoides, pelo método de cromatografia gasosa, tem relatado a presenca
significativa dos seguintes compostos: ¢-cariofileno, p-cimeno, carvona, B-mirceno, a-
terpineno, 1,8 cineol e timol, sendo esse Ultimo 0 composto majoritario nos éleos essenciais
avaliados (FONTENELLE et al., 2007; MAJOLO et al, 2018; COSTA et al, 2018; FERREIRA
et al., 2018). Outros estudos relatam também a presenca do carvacrol, isémero do composto
timol, como outro composto majoritario nos Oleos essenciais (BOTELHO et al, 2007,
GUIMARAES, 2014). Variagbes nas quantificagbes e no perfil de compostos nos o6leos
essenciais podem ser justificadas pela presenca de diferentes gendtipos e idade das plantas
utilizadas em cada estudo (DOS SANTOS, 2015). Ressalta-se que o timol e carvacrol sdo
vastamente avaliados como conservantes naturais em estudos, devido as suas
propriedades antibacterianas e antifingicas comprovadas ao longo dos anos (MARCHESE
et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

O uso popular do 6leo essencial de L. sidoides como um antimicrobiano natural
vem sendo afirmado através de estudos publicados nas areas de salde humana, saude
animal, agricultura e alimentacdo, os quais comprovam a sua influéncia sobre o crescimento
ou a presenca de diferentes espécies de micro-organismos patogénicos e deteriorantes. O
Oleo essencial de L. sidoides foi efetivo na inibicdo da espécie fungica Curvularia lunata, a
qual pode ocasionar danos e podriddes em plantacdes de milho (FERREIRA et al., 2018).

Como antimicrobiano na industria de alimentos, principal foco do presente estudo,
sdo recentes e ainda escassos 0s estudos envolvendo a aplicacao do 6leo essencial de L.
sidoides. Contudo, os resultados ja publicados sdo animadores e impulsionam a realizagédo
de novas pesquisas ha area com o 6leo essencial.

Em alimentos, o 6leo essencial de L. sidoides vem recentemente sendo estudado
através de sua incorporacdo em revestimentos comestiveis de produtos horticolas, sendo
confirmada a sua potencial atividade antifingica em mamao frente a espécie Colletotrichum
gloeosporioides (ZILLO et al.,2018), em morango frente a espécie C. acutatum (OLIVEIRA
et al., 2019) e & espécie Rhyzopus stolonifer (OLIVEIRA? et al., 2019), prolongando assim a
vida util dessas frutas no periodo pés-colheita.

Ainda, o Oleo essencial de L. sidoides apresenta atividade antioxidante e
antibacteriana in vitro superior, quando comparado ao timol isolado, frente algumas cepas

de Staphylococcus aureus isoladas de alimentos e resistentes a determinados antibiéticos,
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demonstrando ser uma alternativa de aplicagdo como conservante na industria de alimentos
(COSTA et al., 2018).

Recentemente, a encapsulacdo do 6leo essencial de L. sidoides vem sendo
avaliada por diferentes métodos. A formacdo de um nanogel do 6leo essencial de L.
sidoides incorporado em quitosana e goma de cajueiro possibilitou uma liberacdo mais
controlada dos compostos volateis e atividade larvicida superior em comparacdo ao 6leo
essencial livre nas mesmas condi¢cdes (ABREU, OLIVEIRA, PAULA & PAULA, 2012). O éleo
essencial de L. sidoides encapsulado pelo método de emulsdo-difusdo apresentou
estabilidade pelo periodo de 60 dias, tornando assim o 6leo essencial bioativo por um maior
periodo (PINTO et al., 2016).

Através da técnica de spray drying, o extrato de L. sidoides microencapsulado em
goma arabica e maltodextrina possibilitou uma retencéo eficaz do composto majoritario timol
e ainda, atividade antifungica frente algumas espécies do género Candida (FERNANDES,
CANDIDO & OLIVEIRA, 2012). Resultados semelhantes de retencéo e atividade antifingica
também foram encontrados em microparticulas obtidas pelo processo de
microencapsulagdo por spray drying do 6leo essencial de L. sidoides (FERNANDES et al.,
2008), demonstrando assim que o0 6leo essencial e suas microparticulas podem ser uma
interessante alternativa de conservacdo a ser explorada como insumo na inddstria

farmacéutica e alimenticia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O OE de L. sidoides foi obtido industrialmente através do processo de arraste a
vapor das folhas da planta e cedido gentilmente pela Agropaulo (Fortaleza —CE - Brasil).
Goma arébica (Instant Gum® BA, Nexira, Franca), maltodextrina (Mor-rex® 1910, Ingredion,
EUA), amido modificado (Capsul®, marca Ingredion, EUA) e polisorbato 80 (Tween 80®,
Merck, Alemanha) foram utilizados no processo de secagem por spray drying. O meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) granulado (Merck, Alemanha) foi utilizado nas analises

microbioldgicas in vitro.

4.2. Isolamento e identificacdo molecular de A. niger

Teve-se como obijetivo isolar e identificar a espécie fungica mais frequente em paes
artesanais, sem adicao de conservantes e em fim de vida util, fabricados e comercializados
na empresa Quinoa, localizada no municipio de Piracicaba (SP). Para isso, foram coletadas
seis unidades de um mesmo lote do pdo artesanal concedido pelo fabricante ja fatiadas e
em perfeito estado de embalagem. As amostras de paes foram armazenadas em estufa
incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) em duas diferentes temperaturas, sendo
trés embalagens armazenadas a 18 C e outras trés embalagens armazenadas a 28 'C, até
7 dias ap0s a respectiva data de fabricacdo descrita na embalagem.

As amostras foram avaliadas quanto ao crescimento visivel de fungos na superficie
das fatias de péo, considerando a frequéncia do aparecimento de espécies fungicas. Os
paes armazenados em ambas as temperaturas apresentaram crescimento fungico logo ao
segundo dia de armazenamento e, ao final do sétimo dia de armazenamento ja
apresentavam quantidades aparentes de colbnias por toda a superficie (Figura 1). As

colénias predominantes nos paes apresentavam aspecto escuro, esverdeado e aveludado.
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Figura 1. Presenca de coldnias de fungos na superficie de pdes armazenados a 18 C (A) e a28 C

(B) apés 7 dias de armazenamento.

Apos o periodo de armazenamento, foram contabilizadas as colénias fungicas de
caracteristicas semelhantes e a espécie fuangica mais frequente foi coletada a partir do
método de isolamento direto, onde estruturas fangicas foram transferidas para placas de
Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), incubadas em estufa a 25 'C pelo periodo
de 7 dias, analisadas quanto aos aspectos macroscépicos, como coloracdo e formato da
colénia (Figura 2), e posteriormente identificada molecularmente. A amostra da espécie
fungica selecionada para o estudo, ja isolada e identificada, foi acondicionada e preservada
através de repique continuo em placas de Petri com meio BDA, como descrito por

Guimaraes (2011), para posteriores preparos de inoculo.

Figura 2. A. niger ap6s isolamento direto dos péaes.

A placa com o isolado foi posteriormente enviada a empresa WemSeq Biotecnologia
(Curitiba-PR) para identificacdo molecular, pelo método de extracdo de DNA, purificacdo
enzimatica e sequenciamento.

A identificagcdo molecular foi realizada utilizando 50 mg de células para extracao de
DNA. Para isso, o kit UltraClean Tissue and Cells DNA Extraction kit (MoBio, EUA) foi
utilizado, seguindo as recomendacdes do fabricante. Em seguida, foi realizada uma Reacéo
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em Cadeia da Polimerase (PCR Convencional). Para amplificagdo da regido a ser estudada,
foram utilizados os primers ITS 1/4. A amostra foi entdo analisada pela técnica de
eletroforese em gel de agarose. As reacdes foram purificadas enzimaticamente com
Exol/SAP (Thermo Fischer, EUA), conforme recomendacdo do fabricante. O
sequenciamento Sanger, foi realizado através da conversdo dos eletroforetogramas em
sequéncia de bases com o programa Sequencing Analysis v 5.4 (Thermo Fischer, EUA).

De acordo com os resultados de sequenciamento, a amostra analisada apresenta
99% de similaridade (594/595 bases) com o género ascomicota Aspergillus e a espécie A.
niger, conforme comparacéo da sequéncia obtida do banco de dados nr do NCBI (National

Center for Biotechnology Information): Aspergillus niger 18S Ribossomal 1 RNA gene.

4.3. Microencapsulacao do 6leo essencial de L. sidoides

No presente estudo, também foi verificado o potencial antifingico das microparticulas
do OE de L. sidoides, a fim de verificar sua capacidade inibitéria e também sua influéncia
sobre as propriedades organolépticas dos pées. Para isso, a microencapsulacdo do OE foi
realizada através do método fisico de spray drying (KURIOKASE, SATHIREDDY & PRIYA,
2015) no Centro de Tecnologia de Cereais e Chocolate - ITAL (Instituto de Tecnologia de

Alimentos), em Campinas (SP).

4.3.1. Preparo da emulsao

Dois diferentes materiais de parede foram avaliados, sendo a amostra identificada
como GA constituida de 100% goma ardbica e a amostra identificada como MD:AM
constituida de maltodextrina e amido modificado na propor¢cdo de 3:1. Apds completa
dispersdo do material de parede em agua utilizando um rotor-estator Ultra-Turrax® (IKA t18
Basic, IKA Instruments Ltd) a 15.500 rpm durante 5 minutos, o OE foi adicionado ao sistema
na proporcéo de 15% em relacdo ao teor de sdlidos totais. O emulsificante Tween 80 foi
adicionado na proporcdo de 1% da massa total da emulsdo, que apresentou ao final do

processo 30% de solidos totais.

4.3.2. Secagem por spray drying

Com o auxilio de uma bomba peristaltica, a emulsdo preparada foi inserida ao
sistema para inicio do processo de secagem em spray dryer (Mini Spray Dryer B-290, Buchi,

Suica), a uma temperatura de secagem de 140 + 2°C, temperatura de saida de 77 + 2°C e
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velocidade de alimentagdo aproximada de 8 mL/ min. O atomizador utilizado foi do tipo
duplo fluido com abertura de 0,7 mm. As microparticulas obtidas no processo foram
armazenadas em refrigeracao (8°C + 2°C) e protegidas da luz, evitando assim possiveis

alteracoes.
| ~Tween80 | Spray Drying
\._"Agua___ GA
! 1 *Material de
i Parede |
MD:AM (3:1)
| AgitadorUltra- | =
| Turrax® para formar
: emulséo. ;
Solidos totais (30%) t

Mini Spray Dryer B-290, marca Buchi (Suica)

Figura 3. Esquema da secagem por spray dryer para obten¢do das microparticulas.

4.4. Caracterizacdo das microparticulas
4.4.1. Rendimento

Os resultados de rendimento do processo foram calculados através da relagdo da
guantidade em gramas de microencapsulado obtido ao final do processo e a quantidade
total de matéria-prima utilizada no preparo da emulséo inicial, como demonstrado abaixo
(Equacéo 1):

Rendimento ((V ) Quantidade microencapsulado (g)
0 =

x100 (Eq.1)

Quantidade total base seca (g)

4.4.2. Teor de umidade

A analise de teor de umidade foi realizada por titulagdo Karl Fischer em equipamento

Methrom (Suica), onde entre 0,2 a 0,3 gramas das amostras foram adicionadas em uma
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mistura de formamida e metanol na propor¢éo 1:1 (BRUTTEL & SCHLINK, 2003). A andlise
de cada amostra de microparticulas foi realizada em triplicata.

4.4.3. Retencdo de 6leo nas microparticulas

A guantificacdo de OE retido nas microparticulas foi determinada através da
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger, segundo metodologia adaptada (BHANDARI et al.,
1992). Aliguotas de 10 gramas das microparticulas adicionadas a 100 mL de 4gua destilada
foram colocadas em um baldo volumétrico em aquecimento durante 2 horas. O volume de
Oleo destilado recuperado foi multiplicado pela densidade do OE para obtencéo do valor em
massa (gramas) e foi armazenado refrigerado em frasco ambar para posterior
caracterizacdo quimica (CG/MS). As destilagBes ocorreram em triplicata. A retencdo do 6leo
nas microparticulas foi determinada pela quantidade de 6leo nas mesmas em relagdo ao

oleo total inicial, adicionado a emulséo (Equagéo 2).

Oleo total recuperado nas microparticulas (g)

Retencgdo de Oleo = x 100 (Eq. 2)

Oleo inicial (em g na emulséo)

4.4.4. Eficiéncia de encapsulacao (EE)

Para determinacao da eficiéncia de encapsulacao do 6leo foi determinado o teor de
Oleo superficial através do método adaptado de extracdo com hexano (CARNEIRO et al,
2013). Foram adicionados 2,5 gramas do p6 encapsulado em um filtro de papel (Whatman
n°40) em funil acoplado a um béquer, lavando-se 5 vezes as microparticulas com 10 mL de
hexano. A quantidade de 6leo superficial foi determinada pela quantificacdo da massa de
6leo remanescente, ou seja, pela diferenca de peso final e inicial do béquer apds completa
evaporacdo do hexano em capela de exaustéo.

A partir dos valores de 6leo total e 6leo superficial contidos nas microparticulas, foi

possivel realizar o calculo da EE (Equacao 3):

Teor de Oleo total na microparticulas (g)— Teor de 6leo superficial (g)

EE (%) = x 100 (Eq.3)

Teor de Oleo inicial na emulsio (g)
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4.4.5. Distribuicdo e tamanho das microparticulas

A distribuicdo de tamanho de particulas de OE foi mensurada por um equipamento
de difracdo a laser (LA-950 V2, Horiba, Japdo). Para cada amostra de microparticulas,
foram analisadas 8 repetices, em uma faixa de medi¢édo de 0,01 a 3000 micrometros.

Os resultados foram expressos como didmetro em volume de esfera equivalente
adotando o valor de didmetro de De Broukere D[4,3] como diametro médio das amostras de
microparticulas e ainda, o valor de Span (indice de polidispersidade) representado na

férmula abaixo (Equacéo 4):

Span = (D90 — D10) / D50 (Eq. 4)

Onde: D50 é o valor de mediana da distribui¢éo, definido como o didmetro onde metade dos valores
obtidos esta abaixo deste valor. Da mesma forma, 90% da distribuicdo encontra-se abaixo do valor de
D90 e 10% dos dados obtidos esta abaixo do D10. O valor Span representa a largura da distribuicéo,

ou seja, seu indice de polidispersividade (amplitude).

4.5. Identificacdo e semi-quantificacdo dos compostos volateis por CG/MS e
CG/FID

A caracterizagdo quimica do OE puro e do OE recuperado das microparticulas de GA
e MD:AM ocorreu em um cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC-
2010 plus, Shimadzu, Japao), injetando 1 yL das amostras (auto-injetor Ai20, Shimadzu,
Jap&o) em uma coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30 m x 0,25 mm, d.i. x 0,25 ym).
As condi¢bes empregadas foram: injetor a 220 °C (modo split 1:150 por 1,0 min) e gas de
arraste hélio a 0,6 mL/min. A programacédo de temperatura ocorreu iniciando a 60 °C, com
incremento de 3°C/min até 240 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 min; interface a
240°C, fonte de ionizagéo por elétrons +70 eV, 35- 350 m/z. Uma solugdo de n-alcanos C7-
C30 foi injetada no GC-MS sob as mesmas condi¢cbes da amostra, com a finalidade de se
obter os indices de retencdo de temperatura programada (IR) dos compostos volateis. A
identificacdo tentativa dos analitos foi realizada comparando-se os IR calculados e os
espectros de massa obtidos para a amostra com os espectros de massa e IR da literatura
(NIST - National Institute of Standards and Technology, 2008). A identificacdo de um
composto foi aceita quando houve no minimo 85 % de similaridade entre os espectros
obtidos e o espectro da literatura e houve uma variacdo méaxima nos IR de £10. Para as
andlises semi-quantitativas (% relativa de area) dos componentes dos 6leos essenciais foi

utilizado um cromatégrafo a gas acoplado a um detector de ionizagdo em chama GC/FID
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(GC-2010 plus, Shimadzu, Japdo) sob as mesmas condi¢cBes de analise descritas para o
GC/MS. Para esta ultima andlise, os fatores de resposta diferencial do detector de ionizacao
em chama foram considerados como iguais a 1. Todas as andlises cromatogréaficas foram

realizadas em quadruplicata.

4.6. Atividade antifungicain vitro
4.6.1. Método por diluicdo em agar

Para o método por diluicdo em agar, aliqguotas do OE foram homogeneizadas em
meio BDA, de acordo com metodologia adaptada de Robledo et al. (2018). Desta maneira,
adicionando-se aliquotas apropriadas do 6leo a 20 mL do meio de cultura contido em cada
placa de Petri vedada com papel filme, foi possivel avaliar o potencial antifingico do OE nas
seguintes doses: 0 (controle), 200, 300, 400 e 500 pL/L de meio de cultura, doses estas
definidas através de pré-testes realizados. Para melhor homogeneiza¢édo do OE ao agar, o
mesmo foi previamente solubilizado em Tween 80®, na proporcdo de 1:1 e posteriormente
adicionado ao agar ainda fundente. Para o tratamento controle considerou-se a adi¢éo da
quantidade de Tween 80® utilizado para solubilizacdo da dosagem méaxima do OE utilizada
nos testes. Os tratamentos foram analisados em quintuplicata e os experimentos realizados

trés vezes.

4.6.2. Método por exposicao aos volateis

O método por exposicdo aos compostos volateis foi realizado através da utilizacéo
de aliquotas do OE de L. sidoides depositadas em discos de papel filtro estéreis (20 mm?)
fixados na parte interna superior das tampas das placas, permitindo a difusdo dos
compostos volateis na atmosfera interna da placa de Petri invertida e vedada com papel
filme, conforme realizado por Oliveira et al (2019). As mesmas doses utilizadas no método
por diluicdo em agar foram avaliadas, entretanto, o volume de OE em cada tratamento foi
obtido de acordo com o volume de ar livre dentro das placas.

Também através dessa metodologia, foi verificada a capacidade inibitéria das
microparticulas, as quais foram depositadas em um pequeno recipiente de plastico (&: 30
mm e altura: 2 mm) posicionado na parte interna das tampas das placas, as quais foram
também invertidas. A quantidade de microparticulas adicionada em cada placa foi calculada
de acordo com o valor de éleo total quantificado nas microparticulas anteriormente para

enfim obter as mesmas concentracdes avaliadas nos experimentos com o OE livre. Para o
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tratamento controle, considerou-se a utilizacdo de microparticulas sem o OE nas placas de
Petri. Os tratamentos foram analisados em quintuplicata e os experimentos realizados trés

vezes.

Método por diluigdo em agar | | Método por exposigdo aos volateis ]

Figura 4. llustracdo das placas submetidas as diferentes metodologias de atividade antifingica in

vitro.

4.6.3. Preparo do indculo

A espécie A. niger foi cultivada em meio BDA a 25 °C por 7 dias, para entdo seus
esporos (com o auxilio de uma haste metalica) serem transferidos para uma solugdo aquosa
estéril com dimetilsulfoxido a 5% e posterior agitagdo em tubo. A contagem de esporos foi
padronizada para 10° esporos/mL da suspensdo através da utilizacdo de uma camara de
Neubauer. Cinco microlitros da suspensao de esporos foram depositados em disco de papel
filtro estéril (@: 6 mm) posicionado no meio BDA de cada placa, as quais foram seladas e

incubadas a 25 °C por 14 dias.

4.6.4. Determinagcdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e

Porcentagem de Inibicao

Ao final do periodo de incubacao, foi considerada concentragdo inibitoria minima
(CIM) a dose na qual nenhum crescimento fungico aparente foi observado. A cada dois dias,
foi também mensurado com o auxilio de um paquimetro o halo de crescimento micelial
(diametro) em duas medidas perpendiculares de cada repeticdo avaliada nos tratamentos,
para entdo ser calculada a porcentagem de inibicdo referente a cada dose de OE e das
microparticulas ao final do periodo, através da equacao (Eg. 5):
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Dc—-Dt
Dc

Porcentagem de inibi¢do (%) = x 100 (Eq. 5)

Onde:
Dc é o didmetro formado na placa controle (cm)

Dt é o diametro formado na placa do tratamento (cm)

4.7. Atividade inibitéria do desenvolvimento fungico em fatias de péo
contidas em embalagens, através da exposicdo aos volateis do 6leo

essencial de L. sidoides livre e suas microparticulas
4.7.1. Elaboracéo e caracterizacédo dos péaes

Os pées utilizados para os experimentos foram obtidos de um fabricante local
(Quinoa, Piracicaba/SP), sendo escolhido para esse experimento o Pao de Leite de
Castanhas, sem glaten e sem adicdo de conservantes. Os ingredientes em ordem
decrescente sdo: bebida de castanha de caju, farinha de arroz integral, fécula de batata,
ovo, Oleo de girassol, farinha de gréo de bico, polvilho doce, clara de ovo, aglcar demerara
organico, fermento biolégico seco, sal, goma xantana, vinagre de maca. A fabricacdo dos
paes ocorreu na prépria cozinha industrial da empresa e os péaes retirados do forno de
maneira asséptica, resfriados e em seguida transportados até o Departamento de
Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (ESALQ/USP, Piracicaba/SP). Os paes que foram
utilizados para inoculacdo com a solucdo de esporos (10° esporos/mL) foram submetidos
previamente a exposi¢cdo em luz UV em fluxo laminar por 30 minutos, visando reduzir assim
a ocorréncia de bolores contaminantes.

Por se tratar de uma formulagdo ndo convencional de pdo de forma, sem adicdo de
farinha de trigo, foi realizada a determinacgéo de pH, o teor de umidade e a atividade de agua
dos paes apés o forneamento e resfriamento, para caracterizacdo desse pao. A analise de
umidade foi realizada em estufa a 105 °C por 24h, de acordo com metodologia 44-15.02
padronizada (BRIDGES, 2009) e os resultados expressos em porcentagem. A determinagao
do pH dos paes formulados foi realizada com o auxilio de um potencidmetro (Quimis,
Q799-D2, Séo Paulo, Brazil) e a atividade de agua foi realizada em triplicata utilizando o
equipamento Aqualab (Aqualab CX 2T Decagon devices Inc., Pullman, WA, EUA), de
acordo com as metodologias realizadas anteriormente por Toledo et al (2017) em biscoitos

do tipo cookies.
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4.7.2. Exposicao das fatias de pdo aos compostos voléateis

A atividade antifungica do OE de L. sidoides e das microparticulas cujo material de
parede apresentar melhor desempenho e viabilidade foi verificada através da exposicao das
fatias aos seus compostos volateis. Para isso, foram considerados os tratamentos: controle
(sem exposicado aos volateis), OE e MD:AM, ambos em uma dose 5 vezes superior a CIM
encontrada nos experimentos in vitro (1500 pL/L de ar contido na embalagem).
Considerando que nos experimentos in vitro as microparticulas sem OE, utilizadas nos
tratamentos controle, ndo apresentaram influéncia na inibicdo do crescimento fungico nos
experimentos in vivo ndo houve adicdo das microparticulas sem OE no tratamento controle.
As doses de OE e de microparticulas foram calculadas da mesma maneira que no
experimento in vitro, em propor¢do ao volume de ar livre na embalagem. O célculo de ar
livre foi realizado a partir da subtracdo do volume da embalagem pelo volume especifico das
fatias de pédo, o qual foi determinado pelo método de deslocamento de sementes de pain¢o
(MANNURAMATH, YENAGI & ORSAT, 2015).

Para cada tratamento, 4 fatias de pao foram acondicionadas em um recipiente de
polipropileno (1000 cm?), selados com filme plastico e incubados em estufa BOD a 25 °C por
7 dias sem fotoperiodo, como representado na Figura 5. Para os tratamentos inoculados,
foram depositados 5uL da suspensdo de esporos (10° esporos/mL) no centro de cada fatia,
para posterior analise do crescimento micelial a cada dois dias durante o periodo de
armazenamento, conforme metodologia descrita no experimento in vitro. O experimento foi
repetido duas vezes.

Considerou-se também a avaliagdo dos mesmos tratamentos com fatias de pdo ndo
inoculadas e nesse caso, a incidéncia de crescimento fangico foi avaliada através da
porcentagem de area nas fatias que apresentavam crescimento flingico visivel a olho nu: -
(nenhum crescimento); + (<25%); ++ (25 a 50%); +++ (50 a 75%) e ++++ (>75%), de acordo
com metodologia adaptada de Clemente, Aznar & Nerin (2019). O experimento foi repetido

duas vezes.
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Figura 5. Recipiente com fatias de pdes submetidas ao tratamento com OE livre pelo periodo de 7

dias.

4.8. Influéncia sensorial do 6leo essencial livre e encapsulado

A fim de verificar a percepgdo sensorial dos consumidores e a influéncia de
substancias volateis do OE nas caracteristicas organolépticas de paes, foi realizado um
teste de diferenca do controle (BATTOCHIO et al., 2006). Os pées foram acondicionados
dentro das embalagens, sem exposicdo aos volateis (padrdo), com o OE e com as

microparticulas inseridas nas embalagens e foram armazenados por 24 h até o momento da

andlise sensorial. A partir de uma escala de 10 pontos (10 = extremamente diferente, O
nenhuma diferenga), o teste permitiu quantificar a diferenca dos tratamentos em relagdo a
amostra controle (padréo), através dos valores de DMS (Diferenga Minima Significativa). Os
consumidores foram questionados quanto a diferenca sensorial em relacdo aos atributos
aroma, cor, aparéncia e aspecto global das amostras.

A andlise sensorial ocorreu em acordo com as exigéncias pré-estabelecidas pela
Comissdo de FEtica em Pesquisa com Seres Humanos da ESALQ/USP (CAAE:
13790819.9.0000.5395). Um relatoério final foi enviado a comisséo ao final do projeto.

4.9. Analise estatistica

A andlise de dados ocorreu utilizando-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de
significancia a fim de verificar a diferenca entre os materiais de parede, assim como para

verificar a diferencga entre os tratamentos utilizados nos resultados in vitro e nos pées. Para
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a analise sensorial, os dados do teste de diferenca do controle foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e ao teste de médias de Dunett. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R® (versédo 3.5.3).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das microparticulas

Os valores de eficiéncia de microencapsulacdo em relacdo a cada material de
parede utilizado estdo descritos na Tabela 1. Os valores de rendimento de processo
também sdo apresentados e foram os que mais diferiram entre os materiais de parede
utilizados, tendo sido MD:AM o que forneceu uma maior recuperacdo das microparticulas.
Fernandes et. Al (2008) relataram que a utilizacdo de 100% de goma ardbica como material
encapsulante do OE de L. sidoides aumentou demasiadamente a viscosidade da emulsdo, o
que resultou na formacao de depdsitos parcialmente secos apds o processo de secagem,
com maior material retido na cAmara de secagem e consequentemente menor recuperagao

final do po.

Tabela 1. Dados de eficiéncia de processo das microparticulas produzidas pelos materiais de parede
GA e MD:AM.

Oleo Total Oleo Eficiénciade Rendimento
(%) Superficial encapsulacgao de processo Umidade (%)
° (%) (%) (%)
GA 82,91 + 3,5a 1,48 + 0,8a 73,05 +6,3a 42% 9,61 + 0,83a
MD:AM 8291+35a 1,82+0,5a 70,79 + 4,1a 55,8% 6,79 + 0,10a

Fonte: dados originais de pesquisa.

Apesar dos valores de retencdo de Oleo total serem semelhantes, o material de
parede constituido somente de goma ardbica (GA) apresentou melhor eficiéncia de
encapsulacéo (73,05%), o que € justificado pela menor quantidade de 6leo superficial nas
microparticulas. A goma arabica é um agente encapsulante muito efetivo, pois é capaz de
produzir emulsdes estaveis em diferentes condicdes de pH e, portanto, capaz de formar
filmes eficientes e promover maior retencdo de Oleos essenciais durante o processo de
secagem (KRISHNAN, BHOSALE & SINGHAL, 2005). Em outro estudo, valores superiores
de retencdo foram encontrados conforme aumentou-se a propor¢do de goma ardbica em
relacdo & maltodextrina na microencapsulacdo do OE de L. sidoides (FERNANDES et al.,
2008), chegando a até 52% de retengdo de Oleo total nas microparticulas. A eficiéncia de
encapsulagéo alcancou o valor de até 92% na microencapsulacdo do OE de orégano com o
aumento da concentracdo de goma arabica como material encapsulante. Em paralelo, a
associacdo da mesma com amido modificado na microencapsulacdo do OE de orégano
promoveu bons resultados de eficiéncia e isso pode ser justificado gracas as propriedades

de formacéo de filmes de ambos os materiais (COSTA et al., 2013).
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A associacdo de maltodextrina e amido modificado como agente encapsulante
também tem demonstrado resultados satisfatorios. Na microencapsulacéo do OE de alecrim
(Rosmarinus officinalis) a utilizacdo desses materiais forneceu a mesma retengéo de 6leo
total em comparagdo ao amido modificado isolado e eficiéncia superior a goma arabica
isolada (FERNANDES et al., 2014). Tal afirmagéo corrobora com os dados encontrados no
presente estudo, pois 0 uso de amido modificado associado a maltodextrina como material
de parede forneceu a mesma retencao de 6leo total nas microparticulas em comparacao a
goma ardbica isolada, chegando a valores préximos de eficiéncia de encapsulacao.

As microparticulas obtidas pelos diferentes materiais de parede apresentaram
diferentes valores de umidade, tendo o material de parede GA fornecido uma umidade maior
(9,61%) em comparagdo as microparticulas produzidas pela associagdo de maltodextrina e
amido modificado (6,79%). A umidade de microparticulas do OE de L. sidoides apresentou
valores entre 4 e 5%, variando de acordo com diferentes condicdes de processo
(FERNANDES et al., 2008). Outro estudo reportou uma possivel correlacdo da umidade das
microparticulas com a taxa de viscosidade das emulsées (BHANDARI et al., 1992), o que
justificaria o valor superior de umidade das microparticulas formadas a partir da goma
arabica.

5.1.1. Distribuicdo de tamanho das microparticulas

Como observado na Tabela 2, a utilizacdo de GA como material de parede no
processo de encapsulacdo promoveu a formacgéo de particulas de diametro médio de 14,58
MM enquanto o material de parede constituido de MD:AM forneceu diamteros de particulas
menores de 10,58 um. Fernandes et al. (2008) verificaram que a microencapsulagédo do OE
de L. sidoides, utilizando a goma arabica como material de parede, forneceu microparticulas
de didmetro médio de 13,81 um. De acordo com Jafari et al. (2008), emulsdes com maior
viscosidade, provenientes de materiais de parede como a goma arabica, podem estar
relacionadas a formagcdo de microparticulas de maior didmetro e maior eficiéncia de

encapsulagéo.



41

Tabela 2. Valores de didametro e de span na distribuicdo do tamanho de particulas em cada material
de parede avaliado (GA e MD:AM).

Material de parede D[4,3] (um) D10 (pm) D50(pum) D90(pm) Span
GA 1458 +1,48a 3,33+0,04a 11,73+0,18a 23,53 +0,66a 1,72a
MD:AM 10,58 +1,0lb 3,60+0,0l1a 8,82+0,30b 16,42+ 0,44b 1,45a

Fonte: dados originais de pesquisa.

Outro pardmetro importante avaliado foi o span, valor que representa o indice de
polidispersividade nas amostras. No presente estudo, o valor de span foi maior nas
microparticulas provenientes do material de parede goma ardbica (Span de GA = 1,72), no
entanto ambos os valores apresentaram uma alta dispersao, ou seja, uma heterogeneidade
no tamanho das microparticulas. Em condigbes semelhantes de processo, microparticulas
de &cido ascérbico obtidas por spray drying apresentaram valor de span igual a 1,45 (ALVIM
et al., 2016) Altos valores de dispersao podem ser justificados pela utilizacdo do atomizador
do tipo duplo fluido no processo de secagem (PAGLIONE et al., 2019). Ambas as amostras
provenientes dos materiais de parede demonstraram uma distribuicdo do tamanho de
particulas unimodal, como observado nos gréaficos abaixo (Figura 6).
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5.2. Composicédo quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo quimica de O6leos essenciais microencapsulados geralmente é
realizada a fim de verificar se durante o processo de secagem houve alteracdo na
composicdo de volateis presentes no OE original, os quais possuem diferentes pesos
moleculares e temperaturas de volatilizacdo. A verificagdo da retencdo de compostos
volateis presentes no OE proveniente das microparticulas pode explicar diferencas
significativas nas propriedades originais de O6leos essenciais, como por exemplo, uma
potencializacdo ou reducdo em sua atividade antimicrobiana.

Na andlise de GC/MS e GC/FID, foram identificados e semi-quantificados 27
componentes nas amostras analisadas (Tabela 3). O teor de timol, composto majoritario na
amostra de OE puro avaliada, foi de 59,40%. Outras concentragfes de timol em OE de L.
sidoides foram encontradas por outros autores, variando entre 49,46% e 92,68% (OLIVEIRA
et al.,, 2019; FONTENELLE et al., 2007; COSTA et al., 2018; MAJOLO et al., 2018; VERAS
et al., 2012). Dos Santos et al. (2015) encontraram modificacbes nos teores de timol,
carvacrol e outros compostos majoritarios em diferentes 6leos essenciais de L. sidoides e
puderam relatar que fatores como regido, condi¢bes de cultivo, idade e gendtipo da planta
podem influenciar significativamente as concentra¢cdes de compostos dos 6leos essenciais
dessas plantas. Na amostra de OE livre, outros compostos majoritarios também foram
identificados como: cimeno (12,60%), trans-cariofileno (12,20%), gama-terpineno (3,62%),
alfa-terpineno (1,59%), mirceno (1,55%), alfa-tujeno (1,18%) e copaeno (1,02%). A Figura 7
representa a variacdo no teor de compostos majoritarios do OE puro e referente a cada

material de parede utilizado.
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Figura 7. Relacdo de compostos majoritarios identificados e semi-quantificados (% relativa da area)
no OE de L. sidoides livre e nos 6leos extraidos das microparticulas com goma arabica (GA) e com

maltodextrina e amido modificado (MD:AM).

Em relagdo ao processo de microencapsulagdo pelos diferentes materiais
encapsulantes, as caracterizagbes de compostos dos Oleos essenciais recuperados das
microparticulas mostraram-se semelhantes a realizada com o OE livre, o que demonstra que
0 processo de microencapsulacdo ndo modificou o perfil quimico do OE original. Entretanto,
sutis diferencas (p>0,05) na retencdo de alguns compostos volateis foram relatadas (Tabela
3). Importante ressaltar que o timol, composto com maior porcentagem no OE de L.
sidoides, foi encontrado em maior concentracdo no 6leo recuperado das microparticulas
com maltodextrina e amido modificado (62,01%), valor significativamente superior até
mesmo ao encontrado no OE livre (59,40%). Tal diferenca na taxa percentual de timol pode
ser justificada porque outros compostos majoritarios como cimeno, gama e alfa terpineno
apresentaram menor porcentagem nas amostras constituidas de MD:AM, ou seja, houve
perda desses compostos e consequentemente um aumento na propor¢cdo de timol nas
microparticulas constituidas desse material. O composto timol, assim como seu isémero
carvacrol, € um monoterpeno fendélico que vem sendo avaliado como um importante agente
antimicrobiano, com propriedades antifingicas e antioxidantes relevantes (SANCHEZ-
GARCIA et al, 2008). Sabe-se ainda que terpineno e p-cimeno S0 compostos precursores
dos monoterpenos timol e carvacrol (ALIGIANNIS et al., 2001) e, portanto, a identificagdo e

quantificag@o dessas substancias se faz importante.
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica do OE de L. sidoides livre (OE) e extraido das microparticulas
encapasuladas com goma arabica (GA) e com maltodextrina e amido modificado (MD:AM).

Compostos IR calculado OE GA MD:AM
Alfa-tujeno 926 1,18 £ 0,010a 1,00 + 0,007b 0,74 + 0,044c
Alfa-pineno 933 0,41 + 0,003a 0,36 + 0,002b 0,33 +£0,007c
Canfeno 948 0,02 + 0,001a 0,02 + 0,001a 0,02 + 0,001
Sabineno 972 0,04 = 0,001a 0,02 £ 0,001b 0,01 £ 0,001c
Beta-pineno 977 0,14 + 0,001a 0,13 + 0,001b 0,12 + 0,002c
Mirceno 990 1,55 £ 0,011a 1,45+ 0,012b 1,37 £ 0,015c
Alfa-felandreno 1005 0,09 = 0,001a 0,09 £ 0,001a 0,09 £ 0,001a
3-careno 1011 0,17 £ 0,001a 0,16 £ 0,001b 0,15 + 0,001c
Alfa-terpineno 1017 1,59 £ 0,013a 1,56 + 0,013b 1,54 + 0,006b
Cimeno 1027 12,60 £ 0,725a 11,72 £ 0,061b 11,36 + 0,036b
Limoneno 1030 0,62 = 0,007a 0,64 £ 0,010a 0,59 + 0,007b
Cis-ocimeno 1036 0,10 + 0,001a 0,10 + 0,005a 0,09 + 0,001b
Trans-beta-ocimeno 1046 0,17 £ 0,001a 0,16 £ 0,001b 0,15 £ 0,002c
Gama-terpineno 1059 3,62 £ 0,028a 3,60 £ 0,018a 3,37 £ 0,030b
Hidrato de cis- 1067 0,12 + 0,002a 0,02 £+ 0,006b 0,01 +0,001c

sabineno

Terpinoleno 1089 0,16 + 0,001c 0,17 + 0,001b 0,18 + 0,0062
Ipsdienol 1155 0,55+ 0,039a 0,43 + 0,067b 0,27 + 0,029c
Terpinen-4-ol 1178 0,57 + 0,075b 0,64 +0,111a,b 0,81 +£0,1202
Alfa-terpineol 1201 0,05 = 0,006¢c 0,06 + 0,001b 0,09 = 0,0082
Anisol 1235 0,96 + 0,010b 1,01 + 0,007a 1,00 + 0,038?
Timol 1307 59,40 + 0,542b 59,80 + 0,252b 62,01 £ 0,086a
Copaeno 1379 1,02 £ 0,012b 1,07 £ 0,008a 0,97 £0,017c
Trans-cariofileno 1427 12,20 £ 0,124b 12,98 + 0,112a 12,13 + 0,045b
Aloromadendreno 1443 0,80 = 0,014a 0,74 £ 0,001b 0,71 £ 0,010c
Alfa-humuleno 1457 0,49 +0,011c 0,51 + 0,002b 0,53 + 0,0022




46

Tabela 3. Continuacéo

Lepidozeno 1499 0,84 + 0,126a,b 0,94 + 0,003a 0,76 + 0,014b

Gama-canadineno 1526 0,55+ 0,011b 0,60 + 0,002a 0,60 + 0,0242

Fonte: dados originais de pesquisa.
Legenda: resultados semi-quantitativos expressos em porcentagem relativa de éarea dos
componentes dos 6leos essenciais das amostras. Letras minUsculas diferentes na mesma linha

indicam diferencas significativas pelo teste de ANOVA e Tukey com p=0,05

A quantificacdo de compostos presentes no 6leo recuperado das microparticulas
produzidas com goma arabica (GA) apresentou apenas ligeiras variagdes de concentragédo
de cada composto, possuindo uma caracterizagdo quimica similar ao OE puro analisado.
Contudo, é importante ressaltar que, apesar da goma arabica ser um excelente material
emulsificante e encapsulante de compostos terpénicos, possui a desvantagem de formar
uma membrana semi-permeavel ao oxigénio e assim ser mais susceptivel as reacfes de
oxidagdo (BERTOLINI, SIANI & GROSSO, 2001). Por esse motivo, a maltodextrina &
comumente associada a outro material emulsificante como a goma arabica, pois fornece boa
estabilidade oxidativa (GHARSALLAOQOUI et al., 2007). Tais relatos devem ser considerados
na escolha de um material de parede no processo de microencapsulagéo por spray drying, a

fim de garantir maior estabilidade dessas microparticulas.

5.3. Atividade antifungica in vitro
5.3.1. Atividade inibitoria in vitro do 6leo essencial

O OE de L. sidoides possui atividade antifungica comprovada frente a algumas
espécies fungicas como: C. albicans, C. acutatum, R. stolonifer e F. oxysporum (FONTES et
al., 2012; FONTENELLE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2019). No presente estudo, o OE de
L. sidoides apresentou atividade inibitéria in vitro frente a espécie A. niger, incubada a 25 °C
pelo periodo de 14 dias, por dois métodos de avaliacdo, diluido diretamente no meio de
cultura ou pela exposi¢cdo de seus compostos volateis na atmosfera interna das placas
(Tabela 4).
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Tabela 4. Dados das analises in vitro para verificacdo da atividade antifingica do OE de L. sidoides e
de suas microparticulas por diferentes métodos, frente a espécie A. niger incubada a 25 °C por 14
dias.

Método Doses (uL/L) CM (cm) Pl (%) CIM (pL/L)
0 8,4 +0,0° 0,00+0,0
Diluig&o em &gar 200 8,4+ 0,06‘ID 0,00+0,0
(OE) 300 2,74 + 1,4c 67,42 £ 16,7 300 < CIM < 400
400 0,00£0,0 100+ 0,0
500 0,00 +0,0° 100+ 0,0
0 8,4 +0,0° 0,00+0,0
Exposicdo aos 200 6,59 + 1,46: 22,30 £ 16,29
volateis (OE) 300 1,23+ 0’743 85,35+8,8 300 < CIM < 400
400 0,00+0,0 100+ 0,0
500 0,00 + 0,0° 100+ 0,0
0 8,4 +0,0° 0,00+0,0
Exposicdo aos 200 25+ 0,61: 7054+7.2
volateis (GA) 300 0,00 £ 0,0C 100+ 0,0 200 < CIM < 300
400 0,00+£0,0 100+ 0,0
500 * *
0 8,4 +0,0° 0,00+0,0
Exposicdo aos 200 2,6+ 0,53: 69,29 +5,9
volateis (MD:AM) 300 0,00 £ 0,0C 100+ 0,0 200 < CIM < 300
400 0,00+£0,0 100+ 0,0
500 * *
Fonte: dados originais de pesquisa.

Legendas:

CM: crescimento micelial ao final do periodo de 14 dias; PI: porcentagem de inibicdo; CIM:
concentracao inibitéria minima.

* para as andlises de exposi¢éo aos volateis com GA e MD:AM ndo foi avaliada a atividade
inibitéria na dose de 500 uL/L.

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de ANOVA e Tukey com p<0,05

Em ambos os métodos, a CIM observada esteve entre as doses de 300 e 400 pL/L
gquando se utilizou o OE livre. Entretanto, os valores de crescimento micelial nas doses de
200 e 300 pL/L foram significativamente menores quando houve a utilizacdo do OE por
exposicdo dos compostos volateis, o que resultou em uma porcentagem de inibicdo
aproximadamente 18% maior em placas expostas aos volateis na dose de 300 pL/L.
Clemente, Aznar & Nerin (2019) observaram a atividade antifingica in vitro dos O6leos
essenciais de mostarda e canela por ambos os métodos citados e relataram que a espécie
A. niger foi uma das Unicas espécies avaliadas a apresentar diferenca significativa de
inibicdo comparando-se os métodos de diluicdo em agar e exposicao aos volateis nas
placas, onde se pdde concluir que melhores resultados de inibicdo foram encontrados por
difusdo de vapor nas placas. Resultados semelhantes de inibicdo foram encontrados frente
a espécie A. niger, onde o OE de citronela (Cympobogon nardus) apresentou atividade
fungistética da espécie com porcentagem de inibicdo de 80% na dose de 400 uL/L, apos 7

dias (DE BILLERBECK et al., 2001). Pelo método de diluigdo em &agar, o composto timol
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(maior constituinte do OE de L. sidoides) apresentou CIM de 250 pL/L frente a mesma
espécie fungica (GUARDA, RUBILAR & GALOTTO, 2011).

O tratamento controle (sem adicdo de OE) apresentou crescimento micelial entre o
primeiro e o segundo dia de incubagao e o crescimento total nas placas ocorreu em 6 dias
de andlise. Para verificagdo de crescimento micelial nos outros tratamentos, o periodo de
incubacédo das andlises se estendeu até 14 dias (Figura 8).

No método por diluicio em &gar, as placas com a concentracdo de 200 uL/L
apresentaram inicio de crescimento no quarto dia de andlise, enquanto que no método por
exposicado aos volateis, o tratamento com 200 pL/L de OE iniciou seu crescimento somente
no sexto dia de andlise. Observa-se entdo que a utilizacdo do OE em fase gasosa
demonstrou ser mais efetiva, ja a partir da menor dose avaliada nos experimentos.
Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo com OE de mostarda preta
(Brassica nigra) onde a aplicacio do OE por exposicdo aos Vvolateis apresentou
concentragdes inibitérias consideravelmente menores em comparacao aquelas encontradas
por diluicdo em agar (MEJIA-GARIBAY, PALOU & LOPEZ-MALO, 2015).

A avaliacdo antifungica de 6leos essenciais atraveés de ensaios de diluicdo em agar
geralmente pode apresentar resultados inferiores de capacidade inibitoria devido a
hidrofobicidade dos éleos essenciais, dificultando assim a solubilidade no meio de cultura
(DEBONNE et al., 2018). Isso ocorre devido a inser¢éo de moléculas lipofilicas em um meio
aquoso, promovendo a formacédo de micelas e limitando assim a acao dos 6leos essenciais
sobre os micro-organismos (NADJIB et al., 2014). Ainda, é relatado que compostos como
carvacrol, alil-isotilcianato e timol, principal constituinte do OE de L. sidoides, séo
substancias altamente volateis e por esse motivo, presume-se que sejam mais ativos
guando utilizados em fase gasosa (JANATOVA et al., 2015).

Frente a essas observacdes, ressalta-se a necessidade de mais estudos de
avaliacdo de Oleos essenciais frente a outras espécies fungicas por metodologias de
exposi¢ao aos volateis, visto que menores concentragdes séo requeridas para se obter uma
inibicdo significativa, o que acarretaria em um menor comprometimento sensorial em
alimentos em comparagdo a adicdo direta de Oleos essenciais em alimentos. Por esse
motivo, para as avaliagfes de atividade antifingica das microparticulas in vitro e nos paes,

considerou-se somente o método de exposi¢do aos volateis.

5.3.2. Atividade inibitéria in vitro das microparticulas

As microparticulas de OE de L. sidoides provenientes de diferentes materiais de

parede apresentaram efeitos inibitérios semelhantes entre si frente a espécie A. niger pelo
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periodo de 14 dias. Ao fim do periodo de incubacdo, o fungo no tratamento controle
apresentou crescimento sobre toda a area da placa enquanto que nos tratamentos com as
microparticulas somente na dose de 200 uL/L houve crescimento micelial, que foi de 2,5 e
2,6 cm para GA e MD:AM, respectivamente (Figuras 8 e 9). Nao houve diferenca
significativa entre os valores de crescimento micelial em placas expostas as microparticulas
de GA e MD:AM ap6s 14 dias.

Em comparagéo ao tratamento com OE livre, pelo mesmo método de exposi¢do aos
volateis, os valores de crescimento micelial nos tratamentos com 200 e 300 pL/L das
microparticulas GA e MD:AM apresentaram valores significativamente menores. A CIM
observada com as microparticulas situou-se entre 200 e 300 pL/L, valor inferior ao
encontrado nas avaliagdes de atividade antifungica in vitro do OE livre, observando-se entéo

gue o processo de microencapsulagdo do OE pode ter potencializado a sua acao inibitéria

nas placas.
10,00
9,00
§ s00
< 7,00
g 6,00 m Controle
E 500 %200 pL/L DA
S 400 200 pL/L EV
£ 300 200 pL/L GA
g 2,00 1 =200 pL/L MD:AM
1,00
o,002 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 8. Crescimento micelial de A. niger aos 14 dias apos incubagdo a 25 °C, em
tratamentos de exposicao ao OE de L. sidoides (200 pL/L) por diferentes métodos: DA (OE diluido em
agar); EV (OE por exposicdo aos volateis); GA (microparticulas constituidas de goma arabica por
exposicdo aos volateis); MD:AM (microparticulas constituidas de maltodextrina e amido modificado

por exposicao aos volateis).



50

1. OE por diluicdo em agar 3: MD:AM por exposi¢cao aos volateis
2: OE por exposicéo aos volateis * Tratamento n&o avaliado nesse experimento

Figura 9. Registro fotografico das placas submetidas aos diferentes métodos e tratamentos
apoés 14 dias em estufa a 25 °C.

Os resultados similares, ou até mesmo superiores das microparticulas em
comparacgdo ao OE livre na atividade antifingica in vitro por exposi¢cdo aos volateis podem
ser explicados pela caracterizacdo quimica de ambos (CG/MS) comentada em topicos
anteriores, pois 0 processo de microencapsulacdo preservou a composi¢cédo quimica do OE e
ainda, possibilitou a transformacéo de goticulas de OE em microparticulas, aumentando a
biodisponibilidade de seus compostos ativos (ESFANJANI & JAFARI, 2016). Além disso, a
microencapsulacdo pode ter contribuido para a liberacdo gradativa dos compostos volateis
presentes no Oleo essencial, explicando assim a extensdo do efeito antifingico das
microparticulas durante o periodo analisado (TEODORO et al., 2014).

A atividade antifungica do OE de L. sidoides microencapsulado pelo processo de
spray-drying foi anteriormente verificada por Fernandes et. al (2008). Frente espécies
fungicas do género Candida, as microparticulas de OE de L. sidoides demonstraram
atividade inibitéria superior ao cetoconazol e quanto maior a propor¢cdo de goma arabica/
maltodextrina no material de parede maior foi a sua inibicdo in vitro. No presente estudo, a
utilizacdo de amido modificado como emulsificante alternativo a utilizacdo de goma arabica
trouxe resultados relevantes, pois as microparticulas de ambos os materiais de parede
apresentaram poder inibitorio semelhante. Também frente & espécie A. niger, nanoparticulas
de quitosana incorporando OE de cravo demonstraram capacidade antifungica in vitro

superior ao OE livre, tendo as microparticulas na concentragdo de 1,5 mg/mL inibido
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completamente o crescimento dessa espécie fungica (HASHEMINEJAD, KHODAIYAN &
SAFARI, 2019).

O OE de Lippia graveolens microencapsulado em [-ciclodextrina apresentou
atividade antibacteriana superior ao mesmo OE livre. Os autores sugerem que melhores
efeitos inibitérios foram encontrados nas microparticulas, pois a microencapsulagéo
promove um aumento da propor¢do de compostos antimicrobianos (volateis) em relacdo a
outros compostos presentes nos Oleos essenciais (ARANA-SANCHEZ et al., 2010).
Goncalves et al. (2017) verificaram que o OE de tomilho (Thymus vulgaris) encapsulado por
coacervacdo complexa apresentou atividade inibitéria frente a espécie A. niger na
concentracdo de apenas 0,027 mg de 6leo por mL de meio de cultura utilizado, sendo a CIM
encontrada aproximadamente 10 vez inferior a CIM encontrada para o OE livre.

A verificacdo da atividade inibitéria das microparticulas de o6leos essenciais pelo
método de exposi¢do aos volateis € ainda pouco avaliada em estudos, entretanto Soliman et
al. (2013) analisaram a capacidade antifingica da fase gasosa dos 0leos essenciais de
canela, tomilho e cravo, assim como de suas microparticulas, e puderam relatar que o
processo de microencapsulacdo ndo comprometeu a atividade antifungica, frente as
espécies A. niger e Fusarium verticillioides, possuindo os 6leos essenciais livres e as
microparticulas porcentagens de inibicdo semelhantes.

A partir dos resultados encontrados nesse estudo e em estudos anteriores
envolvendo a avaliacao de microparticulas e 6leos essenciais livres, pdde-se constatar que
a microencapsulacao de 6leos essenciais € capaz de manter ou até mesmo aumentar a
capacidade antimicrobiana dos 6leos essenciais, atingindo algumas vezes tais objetivos a
partir de doses inferiores aquelas utilizadas em 6leos essenciais livres. Tal fenbmeno pode
ser justificado pelo fato da microencapsulacdo ser um processo que fornece uma barreira
funcional do material encapsulado contra reacgdes fisicas e quimicas nos 6leos essenciais,
mantendo assim suas caracteristicas por um periodo maior e possibilitando a liberacdo

controlada das substancias volateis (BAKRY et al., 2016).

5.4. Atividade inibitéria do desenvolvimento fungico em fatias de péao
contidas em embalagens, através da exposicdo aos volateis do OE de L.

sidoides livre e microencapsulado
5.4.1. Caracterizacdo dos paes

O péo de leite de castanhas é produzido pela empresa Quinoa (Piracicaba/SP),

sendo um de seus principais itens de comercializagdo por ser um produto artesanal, sem
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gluten e com formulacdo diferenciada, constituida unicamente de ingredientes naturais.
Contudo, possui uma vida util limitada por ndo possuir conservantes sintéticos e a aplicacédo
de Oleos essenciais ou de suas microparticulas como conservantes pode ser uma
interessante alternativa, considerando que os 6leos essenciais sao antimicrobianos naturais.

As andlises fisico-quimicas do pdo de leite de castanhas foram realizadas logo
apos o forneamento e resfriamento, a fim de caracterizar o produto em seu periodo inicial,

anterior ao armazenamento (Tabela 5).

Tabela 5. Caracterizacao fisico-quimica do pao de leite de castanhas artesanal sem gliten.

Aw Aw pH Umidade interna + casca
(interna) (casca) (interno + casca) (%)
Valor ap6s fabricacdo
0,97 0,90 5,87 £ 0,06 34,37+2,0

(DO)

Fonte: dados originais de pesquisa.

Legenda: Aw — atividade de 4gua a 25 °C; pH — potencial hidrogeniénico

Rosenkvist & Hansen (1998) descreveram que paes convencionais e péao integral
compdem a categoria de produtos de panificacdo de baixa acidez, onde o valor de pH varia
entre 5,6 e 5,7. Para o pado de leite de castanhas sem glaten avaliado, o pH das amostras
apresentou média de 5,87.

Dentre os produtos de panificacdo, Simpson (1995) os categoriza de acordo com a
atividade de agua, sendo divididos em: baixo teor de agua (aw < 0,6), intermediario (aw
entre 0,6 e 0,85) e alto teor de agua (aw > 0,85). O péo de leite de castanhas apresenta alto
teor de agua, com umidade de 34,37% em base seca e aw entre 0,90 e 0,97. A variacdo na
atividade de agua ocorreu, pois na casca do péao a atividade de agua é inferior a encontrada
na parte interna, no miolo do péo.

A deterioracdo por micro-organismos € um dos problemas que mais afetam os
produtos de panificagdo e ocorrem principalmente naqueles que apresentam maior teor de
agua. Ainda, em valores de atividade de agua acima de 0,94 praticamente todas as
espécies de bolores, leveduras e bactérias apresentam condi¢des favoraveis de crescimento
(SMITH et al., 2004), explicando assim o porqué produtos com essa caracteristica

apresentam vida util mais limitada.
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5.4.2. Atividade antifungica do 6leo essencial livre e encapsulado nos

paes

Inicialmente, foi verificada a a¢éo inibitéria da CIM encontrada in vitro (300 uL/L) das
microparticulas de OE de L. sidoides, as quais foram inseridas em um recipiente fechado
com as fatias de péo inoculadas para difusdo dos compostos volateis. Contudo, os paes
submetidos ao tratamento correspondente a CIM observada in vitro apresentaram
crescimento micelial ja em 3 dias de armazenamento, com tamanhos de halo semelhantes
aos formados nas fatias pertencentes ao tratamento controle, ndo apresentando assim a
atividade antifingica esperada. De acordo com Lee et al (2018), a atividade antimicrobiana
de dleos essenciais por difusdo de compostos volateis tende a ser menor quando aplicada
em matrizes alimentares, em comparacao a sua atividade inibitéria in vitro.

Partindo-se entdo dos resultados preliminares com a CIM de 300 pL/L, outros testes
foram realizados com uma dose 5 vezes superior a CIM encontrada, ou seja, 1500 uL/L de
ar livre dentro das embalagens. Doses extremamente elevadas e maiores que as
determinadas néo foram avaliadas a fim de evitar maiores influéncias sensoriais e minimizar
riscos de toxicidade pela elevada concentracdo de OE no sistema. Ainda assim, mesmo a
dose de 1500 pL/ L nao foi capaz de inibir completamente o crescimento flingico da espécie
inoculada nas fatias de pao, entretanto foi a que proporcionou menores halos de
crescimento em comparagdo as amostras controle. Portanto, a dose de 1500 pL/L foi
selecionada para dar continuidade nos testes e, adicionalmente outro tratamento com a
mesma dose de OE livre foi avaliado, a fim de comparar sua eficiéncia em relagdo as
microparticulas. Considerando que nos experimentos in vitro a utilizagdo das microparticulas
sem a presenca de OE néo interferiu no crescimento micelial das repeticbes do tratamento
controle, nos experimentos realizados nas fatias de pao as mesmas nao foram inseridas no
tratamento controle.

Os valores de crescimento micelial, assim como da porcentagem de inibicdo ao final
do periodo, sdo apresentados na tabela abaixo (Tabela 6). Como relatado anteriormente, a
dose de microparticulas de OE de L. sidoides utilizada nao foi capaz de impedir totalmente o
crescimento flngico nas fatias de pao, contudo apresentou uma porcentagem de inibicdo de
31,28%, demonstrando assim que as microparticulas apresentaram uma acao inibitéria,
mesmo que fraca, nas fatias de pdo. Em paralelo, a difusdo de compostos volateis do OE
livre dentro do recipiente apresentou um maior desempenho inibitorio, considerando que o
crescimento micelial ao final do periodo de 7 dias foi significativamente menor em
comparacdo as amostras do tratamento controle, com uma porcentagem de inibicdo de
72,13%. Observou-se visualmente que os tratamentos tanto com 6éleo livre como

encapsulado proporcionaram uma diminuigdo da incidéncia de fungos contaminantes que
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surgiam no decorrer do tempo de incubagé&o (Figura 10), mostrando, portanto uma atividade

antifingica sobre outras espécies fungicas contaminantes de paes.

Tabela 6. Crescimento micelial e inibicdo do crescimento fungico em fatias de pdo incubados por 7
dia a 25 °C e expostas aos compostos volateis do OE de L. sidoides livre e encapsulado.

Crescimento micelial (cm)

Tempo (dias) ] Microparticulas (1500 pL
Controle OE livre (1500 pL/ L) )
de 6leo retido/ L)

0 0+0,00% 0+0,00% 0+0,00%

3 1,06 + 0,86% 0 +0,00% 0,94 + 0,68

5 2,13 +0,95% 0,5+0,12° 1,63+1,48°%°

7 2,94 +0,85% 0,82 +0,63" 2,02 +1,03*°
P.I. (%) em 7 dias 0 72,13 31,28

Fonte: dados originais de pesquisa.
Legenda: OE (6leo essencial); Pl: porcentagem de inibicdo calculada no dltimo dia de

armazenamento.

Fatias de pao inoculadas (108UFC/mL) — D7 I

Controle OE Microparticulas

Figura 10. Crescimento flngico visivel ao sétimo dia (D7) de incubacdo a 25 °C das fatias de péo
inoculadas com a espécie A. niger e expostas aos volateis do OE de L. sidoides livre e encapsulado.

A verificacdo visual de crescimento fungico nas fatias de pao também foi realizada.
As fatias de pao ndo inoculadas e inoculadas (10° UFC/mL) com a espécie A. niger foram
analisadas quanto a presenca visual e ocorréncia de espécies fungicas sobre as fatias de
paes, sendo entdo considerada a porcentagem de area contaminada nas fatias (Tabela 7).
Através desses parametros relata-se que as fatias ndo inoculadas e expostas aos
compostos volateis do OE livre apresentaram menor incidéncia de crescimento fangico, o
qual ocorreu no sétimo dia de armazenamento aproximadamente (Figura 11). Contudo, as

fatias de pdo submetidas a difusdo de volateis das microparticulas, mesmo que néao
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inoculadas, apresentaram porcentagem de contaminagdo semelhante as fatias de pao do
tratamento controle, o que demonstra que as microparticulas de fato apresentaram fraca ou
nenhuma acao conservante sobre essa matriz alimentar quando expostas a atmosfera
interna das embalagens. Foi possivel observar também que nas fatias ndo inoculadas outras

espécies fungicas cresceram durante o periodo de armazenamento.

Tabela 7. Potencial inibitério dos compostos volateis do OE de L. sidoides livre e encapsulado sobre
fatias de p&o, inoculadas e ndo inoculadas, incubadas a 25 °C por 7 dias.

Inoculado 10°UFC/mL N&o inoculado
Tempo OE livre Microparticulas OE livre Microparticulas
(dias) controle (1500 (1500 uL de 6leo  Controle (1500 (1500 pL de 6leo
pL/ L) retido/ L) pL/ L) retido/ L)

0 - - - - - -

3 + - + + - +

5 +++ + ++ ++ - ++

7 ++++ + +++ +++ + +++

Fonte: dados originais de pesquisa.
Legenda: - (nenhum crescimento); + (<25%); ++ (25 a 50%); +++ (50 a 75%) e ++++ (>75%)

Fatias de pao nao inoculadas — D7

Controle OE Microparticulas

Figura 11. Crescimento fdngico ao sétimo dia (D7) de armazenamento das fatias de p&do nédo
inoculadas a 25 °C, submetidas aos volateis do OE de L. sidoides livre e encapsulado.

5.5. Influéncia sensorial do 6leo essencial livre e encapsulado

A fim de minimizar a influéncia do OE sobre as caracteristicas organolépticas dos
paes, optou-se pela verificacdo de atividade antimicrobiana dos compostos volateis do OE
no ar livre presente nas embalagens e assim, ndo havendo aplicacao direta na massa. No
entanto, a metodologia sensorial de diferenca do controle foi aplicada ao final do estudo, a
fim de verificar se a presenca dos volateis do OE e das microparticulas dentro das
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embalagens possui influéncia sobre caracteristicas organolépticas como cor, aparéncia e
aroma dos paes apos 24 h de exposigéo.

O teste de diferenca do controle foi realizado no Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo (LAN) da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’, localizada
na cidade de Piracicaba (SP). Foram recrutados 54 consumidores (76% género feminino e
24% género masculino) com faixa etéria entre 18 e 50 anos de idade. Os participantes
foram questionados a respeito do consumo de paes de forma e pdes sem gluten, onde 98%
da populacdo avaliada consomem ao menos uma vez ao més pao de forma e apenas 13%
consomem ao menos uma vez ao més paes sem gluten.

O aroma das amostras avaliadas foi o atributo que mais as diferiu da amostra
padrdo, sendo Oleo essencial livre (OE) o tratamento que apresentou maior diferenca de
aroma e possivelmente de sabor nas fatias de pao (Tabela 8). Outros atributos como cor,
aparéncia e aspecto geral das fatias de pado ndo apresentaram diferenca significativa nas

amostras contendo o OE livre e as microparticulas dentro das embalagens.

Tabela 8. Resultados médios do Teste de Diferenca do Controle de acordo com cada atributo das
fatias de péo submetidas a diferentes tratamentos pelo periodo de 24 horas.

Atributos
Tratamento —
Cor Aparéncia Aroma Aspecto geral
Controle 1,09 0,78 1,30 1,26 ™
OE 1,76 "° 2,15™ 8,33 ** 5,22 "
Microparticulas 2,11 ™ 2,74 ™ 6,39 * 431"

Fonte: dados originais de pesquisa.

Legenda: * diferenca estatistica com p>0,05; ** diferenca estatistica com p>0,01.

Durante a avaliacdo sensorial, uma ordenacao de aceitacdo das amostras também
foi solicitada, sendo mais aceito pelos participantes o tratamento controle (semelhante ao
padrao), seguido do tratamento com as microparticulas e por Gltimo o tratamento com o OE
livre. Os consumidores caracterizaram o aroma das fatias de pdo submetidas ao OE livre
como “forte”, “artificial” e “ardido”, relatando assim que a amostra desse tratamento nao
possuia 0 aroma caracteristico de pdo. Em relagdo ao tratamento com as microparticulas,
foi relatado um aroma diferente do aroma caracteristico de pao, entretanto os consumidores
descreveram tal aroma como “agradavel” e “fresco”.

Os participantes foram ainda questionados a respeito de atributos percebidos nas
amostras que considerassem diferentes da amostra padréo. Dentre as 51 citagcdes (Figura
12), os atributos mais frequentes foram: citrico, orégano, condimento (incluindo tempero e

especiarias), Oleo essencial, eucalipto, alecrim e ervas. Atributos de aroma mais
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relacionados ao aroma de pao foram também citados como “fermentado” e “panetone”,

contudo a maioria dos atributos relacionava-se as caracteristicas de aroma do OE.
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Figura 12. Levantamento de atributos de aroma referentes as fatias de pdo submetidas aos
tratamentos com OE livre e microparticulas por 24h.

Do mesmo modo, vegetais prontos para consumo 0s quais foram mergulhados em
solucdes contendo Oleos essenciais de orégano, manjericdo, erva-cidreira e tomilho
apresentaram atributos de sabor mais acidos e aroma intenso de ervas (GUTIERREZ,
RODRIGUEZ, BARRY-RYAN & BOURKE, 2008).

Outros estudos sensoriais com paes e fatias de paes submetidos ao vapor de 6leos
essenciais foram realizados. Krisch e et. al (2013) relataram que a exposicao de pées aos
vapores do OE de manjerona e salvia (30uL por placa com fatia) afetou consideravelmente a
aceitacdo das amostras, tendo apresentado sabor e odor estranhos e inaceitaveis para os
consumidores. Um teste triangular foi aplicado a fim de verificar a diferenca sensorial entre
amostras de pao submetidas ao vapor do OE de orégano e capim-liméo, no qual os paes
tratados com a menor concentragéo (125 pL /L) de OE obtiveram aceitacdo até o 11° dia de
tratamento. No entanto, foram descritas caracteristicas de sabor picante no pédo tratado com
OE de orégano e sabor citrico no p&o tratado com OE de capim-limdo (CISAROVA et al.,
2020).

Em contrapartida, resultados positivos foram encontrados na avaliacdo sensorial de
outros 6leos essenciais em péaes. Fatias de pdo sem gluten expostas ao OE de canela
apresentaram pontuacdes de aceitacdo de sabor e aroma significativamente iguais aquelas

obtidas no tratamento controle (GUTIERREZ et al., 2011). Amostras de paes submetidas ao
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vapor do OE de capim-lim&o (500 e 1000 uL/L) ndo apresentaram diferenca estatistica de
aceitacdo, sendo o tratamento com 500 pL/L o mais aceito pelos provadores (MANI-LOPEZ,
VALLE-VARGAS, PALOU, & LOPEZ-MALO, 2018).

O aroma intenso dos O6leos essenciais pode interferir negativamente nas
caracteristicas organolépticas das matrizes alimentares e ultrapassar o limiar de aceitacao
dos consumidores (LV, LIANG, YUAN & LI, 2011). Ainda, é relatado que o impacto dos
Oleos essenciais nas caracteristicas sensoriais de um produto dependera fortemente da
compatibilidade de aromas entre ambos sendo, por exemplo, o OE de lim&o melhor aceito
gue outros Oleos essenciais, quando aplicado em alimentos de carater citrico (ESPINA,
GARCIA-GONZALO & PAGAN, 2014).

A associagéo de dois ou mais 6leos essenciais para reducdo dos impactos sensoriais
nas matrizes alimentares € uma alternativa interessante, visto que os 06leos essenciais
podem ainda apresentar efeito sinergistico na acao antimicrobiana em alimentos. O uso do
OE de mostarda isolada em fatias de pédo resultou em uma baixa aceitacdo sensorial,
contudo quando associado ao OE de canela a influéncia sensorial nos pées foi
consideravelmente reduzida, sendo ainda capaz de inibir o crescimento fungico durante o
periodo de armazenamento (CLEMENTE, AZNAR & NERIN, 2019).

Em relacd@o ao produto avaliado nesse estudo, pao de leite de castanhas sem gluten,
a presenca dos compostos volateis do OE e das microparticulas nas embalagens influenciou
significativamente em suas propriedades organolépticas, comprometendo os atributos
originais de aroma de pao e agregando novos atributos de aroma referentes aos 6leos

essenciais, como citado anteriormente.
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6. DISCUSSAO

6.1. Efeito inibitorio da exposicédo aos volateis do OE de L. sidoides sobre o

crescimento fungico em péaes

De acordo com informacdes do fabricante, os pées de leite de castanhas, sem
adicdo de conservantes e armazenado a temperatura ambiente (£ 25 °C) possuem uma vida
atil de 3 dias. A exposicao das fatias de pdo aos compostos volateis do OE de L. sidoides
livre promoveu um aumento de aproximadamente 3 dias de vida util (sem crescimento
fungico visivel) nas fatias de pdo néo inoculadas e ainda, uma reducao no crescimento de A.
niger inoculado nas fatias durante o periodo de armazenamento. Cisarova et al. (2020)
observaram que frente as espécies de Aspergillus sp. inoculadas em paes, os Oleos
essenciais testados obtiveram uma redugdo de 50% da populagdo microbiana nas doses
que variaram entre 70,26 a 488,90 pL/ L enquanto que a redugdo de 90% da populagéo
microbiana foi encontrada entre as doses de 134,12 a 866,27 uL/ L. Passarinho et al. (2014)
avaliaram a atividade antifingica do OE de orégano incorporado em sachés em embalagens
com fatias de péo e relataram que, apesar de ndo haver uma diferencga significativa entre os
tratamentos ao final do periodo de armazenamento, a contagem de bolores e leveduras foi
menor nas amostras expostas aos volateis do OE. Paes inoculados com trés espécies
fungicas, entre elas A. niger, ndo apresentaram nenhum crescimento fungico durante 30
dias quando foram submetidos ao vapor do OE de mostarda preta (Brassica nigra) na dose
de 47uL/L (MEJIA-GARIBAY et al., 2015). A insercdo de 1pL do éleo de mostarda por placa
contendo fatias de pao incubadas a 25 °C por 7 dias apresentou uma reducdo significativa
do crescimento flngico em comparacdo ao tratamento controle. No mesmo estudo, o
tratamento com OE em fatias ndo inoculadas ndo apresentou crescimento fungico em até 10
dias de armazenamento, enquanto que nesse mesmo dia as fatias do tratamento controle ja
estavam completamente tomadas por bolores (CLEMENTE, AZNAR & NERIN, 2019).

A dose utilizada para conservacdo das fatias de p&o no presente estudo foi
relativamente alta em comparacdo as doses citadas na literatura. Contudo, € importante
ressaltar que mesmo nos experimentos in vitro do presente estudo doses mais elevadas
(300 e 400pL/L) foram requeridas a fim de atingir a completa inibicdo de A. niger nas placas.
Krisch et al. (2013) avaliaram a atividade antifungica dos 6leos essenciais de manjerona e
sélvia (30 uL/ placa) frente as espécies A. niger, P. chrysogenum e Rhizopus spp. em fatias
de pdes e relataram que o0s Oleos essenciais sdo capazes de inibir e reduzir
significativamente o crescimento de todos os bolores investigados pelas fatias de péo

tratadas com vapor dos 6leos essenciais. No entanto, os autores ressaltam que A. niger foi o
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in6culo mais resistente, apresentando apenas um ligeiro aumento de 1 a 2 dias de vida util
nos pées, dependendo do OE utilizado.

No presente estudo, os resultados da avaliacdo antifiingica em pées mostram que 0s
Oleos essenciais apresentaram atividade inibitéria somente quando aplicados em doses
superiores as avaliadas nos experimentos in vitro. A mesma observacdo é relatada em
outros estudos verificando a ag¢do dos vapores de Oleos essenciais em produtos de
panificacdo, os quais relatam que as doses 6timas encontradas nos experimentos in vitro
nao apresentaram o mesmo desempenho in vivo (Clemente, Aznar & Nerin, 2019; Cisarova
et al., 2020).

Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn (2010) observaram que maiores
concentracdes de carvacrol e cimeno foram necessarias para inibir o crescimento bacteriano
em matrizes alimentares com maior complexidade de nutrientes e ricas em lipideos. Os
autores argumentam que pelo fato de 6leos essenciais serem hidrofébicos, os mesmos
tendem a interagir com moléculas lipidicas na matriz alimentar, reduzindo assim sua
interagdo com moléculas hidrofilicas, onde ha condi¢cdes favoraveis ao crescimento
microbiano. Carboidratos presentes em matrizes alimentares também podem influenciar na
reducdo da capacidade antimicrobiana de 6leos essenciais (GUTIERREZ, BARRY-RYAN &
BOURKE, 2008).

Além disso, a estrutura aerada das fatias de pao pode ter permitido a penetracdo da
suspenséao de esporos, dificultando assim a acdo dos volateis presentes na atmosfera das
embalagens, os quais possuem acao mais limitada a superficie dos pédes. Lee et al. (2018)
relatam as mesmas limitacdes quando submeteram folhas de radiche ao vapor de diferentes
Oleos essenciais. Os autores afirmam que, apesar dos experimentos in vitro demonstrarem
uma efetiva atividade antifiingica dos 6leos essenciais por exposi¢cdo aos volateis, quando
submetidos ao sistema in vivo a suspensdo de indculo pode ter sido internalizada ou
infiltrada nas folhas de radiche, sendo entdo reduzido o efeito dos gases sobre 0 mesmo.
Paes submetidos aos volateis do OE de capim-lim&o (750uL/ L) tiveram uma consideravel
reducdo do crescimento micelial de Penicillium expansum na casca dos péaes pelo periodo
de 21 dias, contudo foi observado que a espécie fungica encontrou condi¢ges favoraveis de
crescimento na parte interna (miolo) dos pdes nesse mesmo periodo (MANI-LOPEZ,
VALLE-VARGAS, PALOU, & LOPEZ-MALO, 2018).
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6.2. Influéncia da microencapsulacdo sobre o efeito inibitério do OE de L.
sidoides nas fatias de péo

A encapsulacdo de Oleos essenciais vem sendo realizada para aplicacdo em
embalagens de alimentos, como uma alternativa ao uso do OE livre, o qual é mais
susceptivel a reacbes de oxidacdo pela presenca de oxigénio, luz, umidade e altas
temperaturas (RIBEIRO-SANTOS, ANDRADE E SANCHES-SILVA, 2017).

No presente estudo, as fatias de pdao inoculadas que foram submetidas ao
tratamento com as microparticulas ndo apresentaram uma extensao de vida util durante o
periodo de armazenamento e nas condi¢bes avaliadas. Também nas fatias ndo inoculadas,
a incidéncia de crescimento fungico foi semelhante as fatias submetidas ao tratamento
controle, sem adicao de nenhum conservante. O desempenho das microparticulas nas fatias
de péo difere dos resultados encontrados nos experimentos in vitro, no qual as
microparticulas depositadas na tampa das placas de Petri apresentaram um efeito inibitério
satisfatorio e CIM inferior a 300 pL/L, sendo tal dose inibitoria inferior & encontrada pelo
método de exposi¢ao aos volateis utilizando-se o OE livre (inferior a 400 pL/L).

Até o momento, nenhum estudo foi realizado a fim de verificar a influéncia dos
volateis provenientes das microparticulas do OE de L. sidoides na atmosfera interna das
embalagens. Contudo, diferentes métodos e outros Oleos essenciais vém sendo avaliados
em produtos de panificagdo. Donsi et al. (2016) relataram que poucos estudos foram
realizados até o momento com aplicacbes de nanoemulsfes de Oleos essenciais em
matrizes alimentares, contudo demonstram que os métodos de aplicagbes ja reportados
podem ser divididos em: adicdo direta, pulverizacdo sobre a superficie, recobrimentos com
as nanoemulsdes incorporadas aos biopolimeros de embalagens e difusdo em matrizes
alimentares porosas.

Gongalves et al. (2017) avaliaram a agédo antimicrobiana de microparticulas de OE de
tomilho (Thymus vulgaris) em solugéo de alcool de cereais pulverizada sobre a superficie de
bolos e puderam constatar que o tratamento com as microparticulas foi capaz de aumentar
em até 15 dias a vida util do produto, periodo semelhante ao encontrado para a solugdo com
mesma dose de OE livre pulverizado. A adicdo de microparticulas de OE de alecrim na
concentracdo de 1,5% em massas de pado promoveu uma maior redu¢do na contagem de
bolores e leveduras em relacdo ao tratamento com OE e ao tratamento controle durante o
periodo de armazenamento de 8 dias (TEODORO et al., 2014).

Uma hipé6tese para a resposta inibitoria fraca das microparticulas sobre as fatias de
pao é a de que a liberacdo gradativa dos compostos volateis proporcionada pelo processo
de microencapsulacdo do OE possa ter impossibilitado que a concentracdo de

antimicrobianos na atmosfera interna dos recipientes fosse alta o suficiente para agir sobre o
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in6culo durante sua fase lag (inicial), momento crucial para a inibicdo efetiva do micro-
organismo.

A efetiva liberagdo de compostos volateis provenientes de materiais encapsulados
como os O6leos essenciais depende diretamente de fatores como: caracteristicas fisico-
quimicas do material encapsulante, pressdo de vapor dos compostos volateis do OE em
guestdo, mecanismo de acao do antimicrobiano frente ao micro-organismo e principalmente
a umidade dentro das embalagens dos alimentos, a qual pode ser um fator determinante
para liberacdo de compostos volateis encapsulados (DEL TORO-SANCHEZ et al., 2010).

Contudo, grande parte dos estudos avalia a liberacdo de compostos das
microparticulas quando inseridas em meio liquido ou incorporadas em filmes plasticos em
embalagens. Uma investigagdo mais aprofundada a respeito da liberacdo dos compostos
volateis das microparticulas na atmosfera interna de embalagens durante o periodo de
armazenamento se faz necessaria, assim como a verificacdo da reten¢cdo de compostos

volateis nas matrizes alimentares ap6s um determinado periodo de exposi¢do ao OE.
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7. CONCLUSAO

BN

O OE de L. sidoides apresentou atividade antifingica in vitro frente a espécie A.
niger, pelo método de diluicdo em agar assim como pelo método de exposicdo aos
compostos volateis. A microencapsulacdo por spray drying do OE néo alterou seu perfil
quimico e ndo comprometeu a atividade antifingica in vitro, considerando ainda que as
microparticulas apresentaram CIM inferior a encontrada com o OE livre. A associacao de
maltodextrina e amido modificado, assim como a goma arabica, apresentaram taxas
semelhantes de eficiéncia de encapsulacdo e caracteristicas das microparticulas, contudo o
custo e a disponibilidade limitada da goma arébica foi um fator decisivo na escolha das
microparticulas de maltodextrina/amido modificado para 0s experimentos in vivo.
Contrariamente aos resultados encontrados nos experimentos in vitro, os compostos
volateis das microparticulas liberados nos recipientes com fatias de pdo nédo foram capazes
de aumentar sua vida Util, contudo uma inibicao significativa do crescimento foi observada
nas fatias expostas ao vapor do OE livre. As microparticulas, e principalmente o OE livre,
apresentaram uma influéncia sensorial sobre o pdo na dosagem avaliada, conferindo
caracteristicas de aroma relacionadas ao OE, diferenciando-se assim do aroma original de
pdo. Para futuros trabalhos, sugere-se uma investigacdo mais detalhada a respeito da
liberacdo dos compostos volateis do OE livre e das microparticulas nas embalagens durante
o periodo de armazenamento dos paes. Sugere-se ainda a avaliacdo de outros métodos de
aplicacdo das microparticulas do OE de L. sidoides em matrizes alimentares assim como a
verificacdo de outras técnicas de encapsulagdo de Oleos essenciais para utilizagdo como

conservantes em embalagens de paes.
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