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1. INTRODUCAO

Embalagens ativas séo utilizadas na industria alimenticia com o objetivo
nao somente de conter e proteger alimentos, mas também de manté-los seguros
e prolongar sua vida util. Essas embalagens podem interagir com o alimento de
maneira direta ou indireta, como, por exemplo, pela acdo de compostos volateis
como agentes antimicrobianos. Devido a grande demanda por inovagdes no setor
alimenticio, técnicas para producdo dessas embalagens ativas vem sendo
estudadas. A técnica de electrospinning apresenta grande potencial para
encapsulacdo de compostos volateis, protegendo-os contra elementos deletérios
prolongando sua acdo como bioativo. Essa técnica apresenta vantagens, como
nao serem utilizadas altas temperaturas durante o processo (0 que € importante
ao se incorporar compostos volateis ao material polimérico) e produzir materiais
em escala nanométrica (com grande relagcéo area superficial/volume). Além disso,
as nanofibras podem ser provenientes de polimeros naturais, como o amido,
formando uma embalagem ativa biodegradavel ndo causando danos ambientais
quando descartadas (BHUSHANI & ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; WEN et
al., 2016).

Entre os compostos volateis com propriedades bioativas, os O6leos
essenciais ou seus compostos sdo largamente utilizados como agentes
antimicrobianos. O carvacrol € o principal componente dos 6leos de orégano ou
tomilho. Sua acdo ocorre ao acumular-se na membrana celular de uma bactéria,
resultando em um aumento de cerca de 90% na permeabilidade celular do
microrganismo, impedindo assim seu desenvolvimento e causando desidratacéo
nas células bacterianas. Assim, seu uso em embalagens ativas como agente
antimicrobiano pode ser eficaz na inibicdo de microrganismos patogénicos e que
causam doengas transmitidas por alimentos (ALTAN, AYTAC, & UYAR, 2018).

Neste contexto visando a producdo de um material biodegradavel com
atividade antimicrobiana para potencial formacdo de uma embalagem ativa que
possa vir a ser aplicada no setor alimenticio, o objetivo deste estudo foi produzir
nanofibras de amido de batata solGvel incorporadas com carvacrol e a avaliagédo
de sua morfologia, distribuicdo de tamanho e atividade antimicrobiana.

2. METODOLOGIA

Para producédo das nanofibras foi preparada uma solucdo polimérica com 5
g (50%, p/v) de amido de batata soltuvel (Sigma-Aldrich, CAS 9005-25-8) em 10
mL de &cido férmico (75% em Milli-Q, v/v) sob agitacdo por 24 h. Apés, o
carvacrol (= 98% pureza, Sigma-Aldrich, CAS 499-75-2) foi incorporado a solucao
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na concentracdo de 30% (v/p, em base seca), permanecendo sob agitacédo por 15
min. As nanofibras foram produzidas pela técnica de electrospinning utilizando-se
um fluxo de alimentac&o de 0,6 mL/h, alta voltagem de 25kV e distancia de 20 cm
do coletor a ponta da agulha. Nanofibras sem o carvacrol (0%) foram utilizadas
como controle. A avaliacdo da morfologia das nanofibras foi realizada por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV, Jeol, JISM-6610LV, EUA) e utilizando
as micrografias obtidas foi medida a distribuicdo de tamanho em 50 nanofibras
pelo software ImageJ (versédo 2015).

Para avaliacdo antimicrobiana do carvacrol foi realizado um ensaio em micro
atmosfera de acordo com GHABRAIE et al. (2016), com modificacfes. Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028),
Escherichia coli O:157 H:7 (NCTC 12900) e Staphylococcus aureus (ATCC
25933) foram inoculadas em Trypticase Soy Agar (TSA, K25-610052, KASVI,
Italia). O carvacrol foi entdo inoculado nas concentracdes de 20, 30 e 40% em
discos estéreis posicionados em placas de petri que foram incubadas a 37 °C por
24 h. A atividade antimicrobiana do carvacrol foi expressa em mm de zona de
inibicdo. Para avaliacdo das nanofibras de amido com carvacrol na concentracéo
de 30%, foi utilizada a mesma metodologia sendo agora as nanofibras colocadas
na tampa das placas de petri e os resultados expressos em porcentagem reducao
de crescimento das bactérias, calculada pela diferenca entre as células viaveis no
ensaio das nanofibras controle (Nanofibras 0%) e das nanofibras com carvacrol
(Nanofibras 30%).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia e a distribuicdo de tamanho das nanofibras de amido de batata
soltivel com e sem carvacrol sdo apresentadas na Figura 1. Pode-se observar que
as nanofibras sem carvacrol (controle, 0%) apresentaram-se fundidas e na forma
de fita. Isso pode ser atribuido ao curto estiramento da solucdo durante o
processo de formacdo de nanofibras por electrospinning. J& as nanofibras com
incorporacdo de carvacrol (30%) apresentaram morfologia homogénea, com
forma cilindrica e orientadas aleatoriamente. Assim, pode-se dizer que a adi¢cédo
de carvacrol aprimorou a morfologia das nanofibras ocorrendo uma melhor
volatilizacdo do solvente no processo. A adicdo de carvacrol ndo influenciou na
distribuicdo de tamanho das nanofibras, sendo que as sem carvacrol
apresentaram valores de diametro minimo de 69,1 nm, maximo de 123,9 nm e
médio de 95,1 nm. As nanofibras com carvacrol apresentaram valores minimo,
maximo e médio de 60,9, 124,5 e 93,5 nm, respectivamente. Assim, podem ser
consideradas nanofibras uma vez que apresentam diametros de até 100 nm.
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Figura 1. Morfologia e distribuicdo de tamanho das nanofibras de amido de
batata soluvel sem carvacrol (a, b) e nanofibras com 30% de carvacrol (c, d).
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Na Tabela 1 pode ser observada a atividade antimicrobiana avaliada pelo
ensaio de micro atmosfera do carvacrol e das nanofibras com 30% de carvacrol.
Um aumento gradual no didametro das zonas de inibicdo foi observado com o
aumento na concentragdo de carvacrol. Dentre as concentra¢cdes de carvacrol
observadas de 20, 30 e 40% a de 30% foi a menor capaz de gerar zonas de
inibicdo contra as quatro bactérias patogénicas estudadas, assim foram
produzidas nanofibras de amido com a incorporacdo de carvacrol nessa
contracdo. Essas fibras reduziram a viabilidade das bactérias em 89,0%, 68,0%,
62,0% e 49,0% para L. monocytogenes, S. Typhimurium, E. coli e S. aureus,
respectivamente. As nanofibras apresentam grande area superficial em relacéo
ao seu volume o que auxilia na liberacdo controlada do agente antimicrobiano
prevenindo ou retardando o crescimento de microrganismos.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana do carvacrol em diferentes concentracdes (20,
30 e 40%) e das nanofibras incorporadas com 30% de carvacrol.

L. monocytogenes S. aureus S. Typhimurium  E. coli O:157 H:7
Carvacrol (%) * (ATCC 7644) (ATCC 7644) (ATCC 14028) (NCTC 12900)

Diametro das zonas de inibicdo (mm)

20 - 215+25 16,8 +6,5 20,5+0,5
30 155+0,5 225+25 20,0+0,0 25,0+2,0
40 190+1,0 245+0,5 21,5+0,5 28,0+2,0

L. monocytogenes S. aureus S. Typhimurium E. coli O:157 H:7

Nanofibras com  \\rcc7644)  (ATCC 7644) (ATCC 14028)  (NCTC 12900)

carvacrol (%) ? — . .
(%) Reducéo do crescimento bacteriano (%)

30 89,0+ 8,6 49,0 +0,8 68,0 £ 6,6 62,0+4,0

Resultados expressos em médias (n=3) + desvio padrao

1 Concentracgédo de carvacrol no ensaio de micro atmosfera

2 Concentracéo de carvacrol nas nanofibras de amido no ensaio de micro
atmosfera

3. CONCLUSOES

A incorporacdo de carvacrol em nanofiboras de amido aprimorou a
morfologia das nanofibras apresentando didmetros na ordem de nandmetros
(Dmedio de 93,5 nm). O carvacrol apresentou elevada atividade antimicrobiana pela
acao volatil avaliada em micro atmosfera. Quando incorporado nas nanofibras
apresentou percentuais de reducdo de crescimento bacteriano satisfatorios,
principalmente para a bactéria S. aureus na qual uma reducdo de 50% é
suficiente para inibir seu crescimento até concentracfes que nao permitam a
formacdo de enterotoxinas. Assim, as nanofibras de amido com carvacrol
apresentam potencial para serem aplicadas na formacdo de embalagens ativas
de alimentos.
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