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RESUMO - O carvacrol é o componente principal dos 6leos essenciais de orégano e tomilho, e, seu uso em embalagens
ativas pode ser eficaz na inibigdo de reac¢fes oxidativas, atuando como um agente antioxidante em alimentos. Deste modo,
objetivou-se produzir nanofibras de amido/carvacrol pela técnica de electrospinning e analisa-las quanto a eficiéncia de
encapsulagdo (EE) (por cromatografia gasosa), estabilidade térmica quando submetidas a diferentes tratamentos térmicos
(100 °C e 180 °C), propriedade térmica (por analise termogravimétrica) e quanto a sua atividade antioxidante (pela
eliminagdo radical ABTSe+). A EE foi de 26,8% para as nanofibras com 30% (v/p) de carvacrol e 27% para as nanofibras
com 40% (v/p) de carvacrol que apresentaram comportamentos distintos quanto a estabilidade térmica. As nanofibras
apresentaram alta quantidade do carvacrol mesmo apds a aplicagdo dos tratamentos térmicos. Apesar da eficiéncia de
encapsulacdo mostrar-se baixa, o carvacrol quando incorporado nas nanofibras foi protegido retardando a sua temperatura
de degradacédo. A atividade antioxidante das nanofibras foi alta variando de 18,9 a 83,1% aumentando & medida que as
concentragdes de carvacrol aumentaram. Portanto, € possivel sugerir que as nanofibras de amido incorporadas com
carvacrol produzidas apresentaram grande potencial para elaboracdo de embalagens ativas de alimentos.
Palavras-chave: Electrospinning; composto bioativo; Encapsulacéo.

1 INTRODUCAO

Impulsionado pela alta demanda, a ciéncia e tecnologia de alimentos tem buscado inovagdes em varios setores.
Dentre diversas inovagdes, as embalagens ativas de alimentos tém sido bastante promissoras, por serem projetadas ndo
somente para conter e proteger os alimentos, mas também para interagir de maneira positiva, promovendo beneficios,
seja para os alimentos ou para o consumidor. Diante desse contexto, as embalagens ativas ou inteligentes aparecem como
uma alternativa para atender as demandas do setor alimenticio (ALMEIDA et al., 2015; HALAL; COLUSSI, 2017
FONSECA et al., 2019a). Para obtencdo de uma embalagem ativa geralmente utiliza-se processos tecnoldgicos via
técnicas de nanoencapsulagdo e microencapsulagcdo de compostos bioativos e de imobilizacdo enzimatica (HALAL;
COLUSSI, 2017). Deste modo, estudos no desenvolvimento de embalagens usando a nanotecnologia estdo crescendo na
ciéncia e na industria de alimentos.

A técnica de electrospinning é considerada uma excelente alternativa para nanoencapsulacdo de bioativos
alimentares em matrizes poliméricas de origem natural. Essa técnica apresenta vantagens como processamento simples,
alta eficiéncia de encapsulagéo, baixo custo e ndo envolve altas temperaturas ou press@es ao produzir materiais em escala
nanométrica (GARCIA-TEJEDA et al., 2013; MOOMAND; LIM, 2014). Os 6leos essenciais ou seus compostos isolados
sdo muito utilizados como agentes antioxidantes e antimicrobianos, dentre esses compostos, destaca-se o carvacrol (5-
isopropil-2-metilfenol). O carvacrol é o componente principal dos 6leos essenciais de orégano e tomilho, e, seu uso em
embalagens ativas pode ser eficaz na inibicdo de patdgenos que causam doencas de origem alimentar. Além disso, este
composto pode atuar como um agente antioxidante em embalagens para produtos alimenticios suscetiveis a oxidagao
durante o armazenamento (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; ALTAN; AYTAC; UYAR, 2018; TAMPAU; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2018; STOJANOVIC et al., 2019).

Atualmente, 0 uso de compostos bioativos ¢ limitado devido ao seu impacto sensorial em produtos alimenticios
e sua baixa estabilidade. No entanto, esse problema pode ser solucionado quando encapsulado, visando impedir as
interagdes negativas dos compostos com os produtos alimenticios, bem como promover sua liberacdo controlada e
especifica e impedir sua degradacéo. Assim, ao nanoencapsular o carvacrol, é possivel manter sua eficiéncia como agente
antioxidante, quando aplicado diretamente no produto alimenticio, na superficie do alimento ou quando incorporado em
embalagem ativas (TAS et al., 2019). O uso de polimeros naturais para encapsular compostos bioativos é uma tendéncia
inovadora, pois os estes polimeros reduzem o impacto ambiental causado pelo descarte de polimeros sintéticos
frequentemente usados na producéo de embalagens de alimentos (FONSECA et al., 2018).
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O amido é um material biodegradavel e renovavel extraido de fontes naturais, como batata, e apresenta gra
potencial para aplicagdes como matriz polimérica devido a sua biocompatibilidade, baixo custo e versatilidade (HALAL
et al.,, 2015; LI; CHEN; YANG, 2016).

Frente ao exposto, objetivou-se no presente estudo, produzir nanofibras de amido/carvacrol pela técnica de
electrospinning e analisa-las quanto a eficiéncia de encapsulagdo (EE), estabilidade térmica quando submetidas a
diferentes tratamentos térmicos e quanto a sua atividade antioxidante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Utilizou-se amido de batata soltvel (CsH100s, Sigma-Aldrich, CAS 9005-25-8) com 32,5 + 3,6% de teor de
amilose, conforme determinado por Fonseca et al. (2019b), como matriz polimérica para formacgdo de fibras. O acido
férmico foi utilizado como solvente (85% de pureza, Synth, CAS 01A1034.01) e o carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol)
adquirido da Sigma-Aldrich (pureza >98%, CAS 499-75-2).

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao das solugdes amido/carvacrol e processo de electrospinning

As solugBes sollveis de amido/carvacrol foram preparadas conforme descrito em nosso estudo
anterior (FONSECA et al., 2019a) pela gelatinizacdo de amido em &cido férmico (75% em &gua Milli-Q, v/v) na
concentragdo de 50% (5 g de amido (p/v) em 10 mL de acido férmico). O carvacrol foi adicionado a solugdo nas
concentragdes de 30 e 40% (v/p, base seca) e agitado por 15 min para completa dissolucéo.

As solugdes foram utilizadas para producédo das nanofibras de amido para encapsular o carvacrol pela técnica
de electrospinning. As solucdes foram preparadas, em seguida, colocadas em uma seringa pléstica de 3 mL com agulha
de aco inoxidavel de 0,7 mm de didmetro e bombeadas a uma taxa de fluxo constante de 0,60 mL.h-* por uma bomba de
infuséo de seringa (KD Scientific, Model 100, Holliston, Inglaterra). Uma placa coletora de aco inoxidavel aterrada foi
posicionada a 20 cm da ponta da agulha. Uma fonte de alimentacéo (Instor, INSES-HV30, Brasil) foi utilizada para aplicar
uma tensdo de 25 kV no sistema. As nanofibras de amido/carvacrol foram produzidas & temperatura ambiente (25 + 2 °C)
e a umidade relativa ajustada em 45 + 2% com um desumidificador. A solucdo de amido sem carvacrol (0%, p/v) foi
utilizada como controle.

2.2.2 Eficiéncia de encapsulacédo (EE) e estabilidade térmica

A EE das nanofibras de amido/carvacrol foi analisada por cromatografia gasosa. As nanofibras (15 mg) foram
dissolvidas em &gua Milli-Q, v/v (0,5 mL) e agitadas em vértex. Em seguida, foram adicionados 300 pL de hexano,
novamente a mistura foi agitada no vértex e centrifugada por 2 min a 1500 g. A fracdo apolar foi injetada em um
espectrometro de massa padrao para cromatografia em fase gasosa Shimadzu GCMS QP2010 Ultra (Shimadzu ™, Kyoto,
Japdo) equipado com o injetor automatico AOC-20i e a biblioteca espectral de massa do Instituto Nacional de Padrfes e
Tecnologia (NIST 2011). As amostras foram injetadas (1 uL) com a temperatura do injetor definida em 200 °C, em modo
dividido (1:50), usando hélio como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 54 mL.min"* e velocidade linear como modo de
controle de fluxo. Uma coluna capilar OV-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) foi usada com a seguinte programacéo de
temperatura: temperatura inicial ajustada em 60 °C por 1 min, temperatura de aceleragdo de 5 °C/min até 180 °C,
manutencdo da temperatura a 180 °C por 1 min, temperatura de aceleragdo adicional de 40 °C/min até 280 °C, seguida
pela manutencdo da temperatura por 1,5 min, totalizando uma corrida de 30 min. Os paradmetros de espectrometria de
massa (MS) foram os seguintes: fonte de ions e interface definidas em 260 °C e 270 °C, respectivamente. A faixa de
massa foi digitalizada de 40 a 450 m/z a uma taxa de 0,2 varreduras por segundo. A identificacdo foi realizada
comparando-se massa molecular, formula molecular e perfil de fragmentacdo com os disponiveis na biblioteca espectral
de massas, NIST 2011. Além disso, n-alcanos (C8-C30) foram usados para determinar um indice de tempo de retencéo
calculado automaticamente pelo Shimadzu Programas.

A EE foi calculada pela Equagdo 1, onde a "quantidade teérica de carvacrol” é igual & quantidade total de
carvacrol carregado nas nanofibras e a "quantidade real de carvacrol" é o valor medido no experimento de cromatografia
em fase gasosa.

Quantidade real de carvacrol em nanofibras de amido

EE (%) =

x 100 (Equacéo 1).

Quantidade teorica de carvacrol em nanofibras de amido
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As nanofibras de amido/carvacrol foram submetidas a tratamentos térmicos em duas temperaturas (100 °C e
°C por 20 min) para avaliar a estabilidade térmica. O mesmo método usado para analise de EE foi usado para medir as
quantidade restante de carvacrol nas nanofibras apds tratamentos térmicos.

2.2.3 Propriedades térmica

A propriedades térmica das nanofibras e seus constituintes (amido de batata solGvel e carvacrol) foi
determinada por um analisador termogravimetrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Quioto, Japdo). 5 mg das amostras foram
aquecidas em capsulas de platina com taxa de aquecimento de 10 °C.mint em uma faixa de 30-600 °C e fluxo de
nitrogénio de 50 mL.min"t. Uma capsula de platina vazia foi usada como referéncia.

2.2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das nanofibras de amido/carvacrol foi avaliada pela eliminagéo radical ABTS<+ de
acordo com a metodologia descrita por Freitas et al. (2018), com pequenas modifica¢des. A solugdo estoque de ABTS+
7,4 mM (5 mL) foi misturada com persulfato de sédio 140 mM (88 pL) e mantida no escuro por 16 h em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C). Ap06s, foi diluido com etanol e ajustado até 0,70 £ 0,05 nm medido a 734 nm. As fibras de amido
(10 mg) foram adicionadas em 3,0 mL da solugdo ABTSe+, misturado no vortex por 30 s e mantido por 6 min no escuro
a temperatura ambiente.

A leitura foi realizada a 734 nm e para o controle foi utilizada dgua destilada. Os resultados foram calculados
pela Equacgdo 2, e expressos em porcentagem de inibigdo, onde ABSranofibras € @ absorbancia medida para as nanofibras e

ABScanvacrol € @ absorbancia medida para o carvacrol puro.

. ABSnanofibras - ABScarvacrol
~ . 70 _ ~
Inibigéo (%) A BSmaofibras x 100 (Equacéo 2).

2.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi aplicado para comparar as
médias ao nivel de significancia estatistica de p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A EE do carvacrol em nanofibras de amido esta relacionado com a porcentagem de carvacrol retido na matriz
de encapsulamento (nanofibras de amido) apds o processo de electrospinning. A EE (Tabela 1) foi de 26,8% para as
nanofibras com 30% (v/p) de carvacrol e 27% para as nanofibras com 40% (v/p) de carvacrol. Esses valores diferiam
estatisticamente (p < 0,05) entre si.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulacio e estabilidade térmica das nanofibras de amido/carvacrol

Tratamento térmico

Nanofibras de Eficiéncia de Sem exposicéo 100 °C 180 °C
amido/carvacrol* encapsulacéo (%)

Carvacrol nas nanofibras (mg.g?)

30 % 26,8+0,1° 80,48 + 0,23 b8 83,72+0,37 64,64 + 0,47 %

40 % 27,0+0,1° 108,00 + 0,47 @ 64,88 + 0,31 "B 43,53 £ 0,44 €

Os resultados sdo expressos como média (n=3) + desvio padrdo

! Concentracéo de carvacrol (v/p) nas nanofibras amido

abe Os valores com letras diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05)
ABC Os valores com letras diferentes na mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05)

As nanofibras apresentaram comportamentos distintos para cada concentracdo de carvacrol quanto a
estabilidade térmica (Tabela 1).
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As nanofibras com 30% (v/p) de carvacrol mostraram um leve aumento na quantidade de carvacrol de 30N
mg.g* para 83,72 mg.g quando aplicado o tratamento de 100 °C e reduzindo para 64,64 mg.g' quando apllcado
tratamento de 180 °C. Ja as nanofibras com 40% (v/p) de carvacrol apresentaram quantidade reduzida do composto de
108,00 mg.g* para 64,88 mg.g? e logo para 43,53 mg.g?, quando aplicados os tratamentos de 100 e 180 °C,
respectivamente. Entretanto, mesmo com quantidades reduzidas, as nanofibras de amido mostraram proteger o carvacrol
apresentando altas quantidades do composto mesmo ap6s a aplicagdo dos tratamentos térmicos.

Quanto a propriedade térmica, ilustrada na Figura 1 pela primeira derivada (DTG) dos termogramas, é possivel
observar que o carvacrol mostrou um estagio de degradacdo com temperatura inicial de aproximadamente 160 °C. Ja
quando encapsulado nas nanofibras esta degradacéo se iniciou na faixa de 200-250 °C. Esse resultado demonstra que 0s
carvacrol (mesmo com haixos valores de EE) foi protegido nas nanofibras retardando a sua temperatura de degradacao.
Além disso, as nanofibras de amido/carvacrol mostraram trés estagios de degradacdo (Figura 1) sendo um referente a
perda de 4gua em aproximadamente 100 °C, um relacionado a degradacéo do carvacrol (200-250 °C) e, por fim, um em
250-300 °C, da degradacédo do amido de batata soltvel.

Figura 1. Curvas de DTG das nanofibras de amido/carvacrol.
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A atividade antioxidante frente ao radical ABTS do carvacrol livre é apresentada na Figura 2. Este apresentou
alta atividade antioxidante com 92,9% de inibic8o a oxidacdo, o que esta de acordo com o resultado relatado por Ramos
et al. (2014).
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Figura 2. Atividade antioxidante das nanofibras de amido/carvacrol.
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A atividade antioxidante das nanofibras (Figura 2) variou de 18,9 a 83,1% (p < 0,05) de inibigdo ao radical
ABTSe«+, aumentando a medida que as concentracdes de carvacrol aumentaram de 0 a 40% (v/p). As nanofibras de amido
com 30 e 40% (v/p) de carvacrol apresentaram alta atividade antioxidante com 76,2 e 83,1% de inibi¢do a oxidagéo.
Mesmo apresentando valores baixos de EE, as nanofibras apesentaram satisfatéria atividade antioxidante frente ao radical
avaliado, com valores acima de 76%. Homayouni et al. (2017) avaliaram as atividades antioxidantes de dispersdes feitas
de tapioca gelatinizadas e amido de tapioca incorporados com carvacrol e também relatou que a adi¢do de carvacrol
aumenta a atividade antioxidante. Os mesmos autores afirmaram que a capacidade de eliminagdo radical do ABTS++
indica presenca de 4tomos de hidrogénio do carvacrol e sua capacidade de doar elétrons para o radical.

Problemas como oxidacéo lipidica e crescimento microbiano sdo os principais responsaveis pela deterioracéo
dos alimentos (MADSEN; BERTELSEN, 1995). Logo, a adi¢do de antioxidantes da inddstria visa evitar a degradacédo
térmica durante o processamento, entretanto, antioxidantes sintéticos sdo os mais usados em produtos alimenticios
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014). Uma solugdo plausivel para esses problemas seria 0 uso de antioxidantes naturais, que
ndo sdo prejudiciais para salde humana. Portanto, a partir dos resultados da atividade antioxidante, é possivel sugerir que
as nanofibras de amido incorporadas com carvacrol produzidas no atual estudo apresentaram grande potencial para uso
em embalagem de alimentos, especialmente em embalagens ativas.

4 CONCLUSAO

A eficiéncia de encapsulacdo das nanofibras apresentou baixos valores de 26,8% e 27,0% para as nanofibras com
30 e 40% (v/p), respectivamente. Entretanto, o carvacrol foi protegido, o que pode ser sugerido pela quantidade de
carvacrol apresentadas mesmo apds a aplicacdo dos tratamentos com altas temperaturas. Assim, as nanofibras de
amido/carvacrol mostraram alta estabilidade térmica e um aumento na temperatura de degradacdo. Foi obtida alta
atividade antioxidante com valores acima de 70% de inibi¢do a oxidag8o do radical ABTS. Portanto, as nanofibras de
amido/carvacrol produzidas apresentaram grande potencial para uso em embalagens ativas de alimentos.
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