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“Do mesmo modo que o metal enferruja com a ociosidade e a agua parada perde
sua pureza, assim a inércia esgota a energia da mente.”
Leonardo da Vinci


https://pensador.uol.com.br/autor/leonardo_da_vinci/

RESUMO

O Brasil € um grande produtor de castanha-do-brasil e os &cidos graxos presentes
podem ser oxidados através de fatores naturais e espontaneos causando a
deterioracdo do alimento e uma consideravel modificacdo no sabor e aroma,
caracteristicamente conhecido como rancificagdo. Além disso, esse produto €
suscetivel a colonizacdo por fungos produtores de aflatoxinas. Na saude podem
causar intoxicacdes e para a economia agricola provocam grandes perdas em
milhdes de dolares anuais. Uma alternativa é o uso de revestimento comestivel que
atua como barreira seletiva contra os fatores determinantes da oxidacdo e
consequentemente evita a producdo de aromas e sabores indesejaveis. O objetivo
dessa pesquisa foi produzir revestimentos composto por zeina, proteina do milho, e
Oleos essenciais (OE) de cravo botdo, melaleuca e pimenta rosa com aplicacédo
direta na castanha buscando obter filmes hidrofobicos. Para a caracterizacdo do
material foi realizado a medida de angulo de contato e microscopia de for¢ca atdmica
(MFA). Foi avaliada a aceitagdo das castanhas revestidas através da analise
sensorial. Apds aceleracdo térmica em estufa a 50°C durante 14, 21 e 28 dias o 6leo
foi extraido e caracterizado por cromatografia gasosa (CG) e o estudo da oxidacéo
lipidica por ressonancia magnética nuclear (RMN de *H). Também foi avaliado a
acdo antifungica dos 6leos essenciais nas concentracbes 0,5, 1 e 1,5%. Os
resultados para a medida de angulo de contato e as imagens por MFA foram
condizentes, mostraram que a capacidade de absorcdo de agua diminui com o
aumento da concentracdo do 6leo de cravo, ou seja, o filme contendo 6leo de cravo
€ mais hidrofébico com concentracdes maiores do OE, por outro lado, o filme
contendo OE de melaleuca é mais hidrofébico em menores concentracdes. A analise
sensorial mostrou que as castanhas revestidas com o material foram bem aceitos
pelos avaliadores. A CG mostrou as variacdes dos &acidos graxos comprovando a
acao oxidativa. As integracdes dos picos de RMN mostraram que o revestimento
contendo pimenta rosa e melaleuca foram eficazes retardando o processo de
oxidacdo. Quanto a agéo antifungica o 6leo de cravo tem acgédo fungicida e o 6leo de

pimenta rosa e melaleuca tem acgéao fungistatica para Aspergillus flavus.

Palavras-chave: revestimento comestivel; biopolimeros; analises sensoriais.



ABSTRACT

Brazil is a major producer of brazil nuts and the fatty acids present can be oxidized
through natural and spontaneous factors causing spoilage of the food and a
considerable modification in taste and aroma, characteristically known as
rancification. In addition, this product is susceptible to colonization by aflatoxin-
producing fungi. In health they can cause intoxications and for the agricultural
economy they cause great losses in millions of annual dollars. An alternative is the
use of edible coating that acts as a selective barrier against the oxidation determining
factors and consequently avoids the production of undesirable flavors and flavors.
The objective of this research was to produce coatings composed of zein, corn
protein, and essential oils (OE) of clove bud, melaleuca and pink pepper with direct
application to the chestnut looking for hydrophobic films. For the characterization of
the material was carried out the measurement of contact angle and atomic force
microscopy (MFA). The acceptance of the coated nuts was evaluated through
sensorial analysis. After thermal acceleration in the oven at 50 ° C for 14, 21 and 28
days the oil was extracted and characterized by gas chromatography (GC) and lipid
oxidation by nuclear magnetic resonance (*H NMR). The antifungal action of
essential oils in 0.5, 1 and 1.5% concentrations was also evaluated. The results for
the contact angle measurement and the MFA images were consistent, showing that
the water absorption capacity decreases with the increase of the clove oil
concentration, that is, the film containing clove oil is more hydrophobic with
concentrations Higher OE, on the other hand, the film containing OE of melaleuca is
more hydrophobic at lower concentrations. The sensorial analysis showed that the
nuts coated with the material were well accepted by the evaluators. GC showed
variations of fatty acids proving oxidative action. Integrations of the NMR peaks
showed that the coating containing pink pepper and melaleuca were effective in
retarding the oxidation process. As for the antifungal action the clove oil has a
fungicide action and the oil of pink pepper and melaleuca has fungistatic action for

Aspergillus flavus.

Keywords: edible coating; biopolymers; sensory analysis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil produz em torno de 40mil toneladas por ano de castanha-do-brasil.
Sua producdo estd concentrada na regido norte do pais, sendo os maiores
produtores os estados do Acre, Amazonas, Pard, Rond6nia, Amapa e Roraima.
Muito apreciada pelo seu sabor, é considerada uma das riquezas do Brasil,
principalmente por ser um alimento fonte de nutrientes como &acidos graxos e
selénio. A maior parte da castanha colhida no Brasil destina-se ao consumo in
natura, com um grande potencial promissor para a indastria de alimentos (Ferreira et
al., 2006; IBGE, 2017).

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H. B. K.) é constituida por 60 a 70%
de lipidios e de 15 a 20% de proteina, além de vitaminas e minerais (FREITAS et al.,
2007).

Devido ao processo de coleta, pode haver uma contaminacdo dessas
castanhas por fungos, uma vez que 0s ouricos sdo normalmente coletados do chéo
da floresta. Um dos fungos mais comuns, o Aspergillus flavus que produz
aflatoxinas, quando ingeridas podem causar efeitos adversos a saude. A atmosfera
amazonica, quente e humida, favorece a propagacao desses fungos, além disso, as
condi¢cdes do extrativismo, transporte e armazenamento inadequados também séo
fatores contribuintes para contaminacéo/producdo de fungos toxigénicos (SILVA &
VENANCIO, 2011; PIMENTEL et al., 2010).

Outro foco preocupante é a oxidacao dos lipidios presente nas castanhas. Um
fenbmeno espontédneo que causa deterioracdo do alimento e uma consideravel
modificacdo no sabor e odor, caracteristicamente conhecido como rancificagdo. Tal
efeito provoca perda de qualidade do produto e rejeicédo por parte dos consumidores
(SILVA et al., 1999). Vérios fatores sdo responsaveis por esse processo como:
temperatura, tempo de armazenamento, luz e principalmente exposi¢cdo ao oxigénio,
fatores os quais sendo controlados retardam o processo oxidativo.

Uma proposta para diminuir a taxa de rancificacdo é o uso de revestimentos
comestiveis. Esses revestimentos apresentam grandes vantagens frente aos filmes
sintéticos, exemplo, a biodegradabilidade, biocompatibilidade, menor impacto
ambiental e principalmente por serem atdxicos, principal caracteristica observada

pelos consumidores, visto que, a satisfacdo dos clientes esta cada vez mais
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relacionada a alimentos que consideram saudaveis e livres de aditivos quimicos
(BOURTTOM et al., 2006; CAMPOS et al.,2011).

Uma alternativa apresentada por Sanchez-Gonzalez et al. (2011) € o uso de
recursos nhaturais, produtos vegetais que possuem propriedades funcionais
adicionais, exemplo o0s Oleos essenciais, compostos naturais que tém sido
extensamente estudados.

Nesta tese utilizamos revestimentos filmogénico composto por zeinas
(proteinas de reserva do milho) e 6leos essenciais que podem ser diretamente
aplicada a superficie da castanha e que, devido as sua propriedade filmogénica
formam uma pelicula que atua como barreira contra a humidade e a passagem de
gases. (SILVA et al., 1999; COLZATO et al., 2011).

Alguns 6leos essenciais possuem componentes com propriedades
antimicrobianas (CAMPOS et al., 2011), que adicionados as embalagens podem
retardar ou impedir o crescimento de microrganismos presentes nos alimentos,
resultando em uma vida de prateleira maior sem oferecer risco a saude dos
consumidores (QUINTAVALLA & VICINI, 2002).

Esses 0Oleos possuem acdo antifingicas, antibacterianas e antioxidantes; sao
provenientes de flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira,
frutas e raizes, sendo obtidos por destilacdo a vapor, cujo método € o mais
comumente utilizado (CAMPOS et al., 2011; SANCHES-GONZALEZ et al., 2011).

Por consequéncia dos valores expostos, esse trabalho é de suma importancia
visto que, teve como objetivo desenvolver um filme comestivel composto por zeina
com adicdo de 6leos essenciais para revestimento de castanhas-do-brasil, com a
finalidade de bloquear a acao oxidativa do ar e inibir ou retardar o crescimento de
Aspergillus flavus.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Castanha-do-brasil

A Floresta Amazobnica dispe da mais notavel e diversificada fonte de
produtos naturais do planeta, dentre elas a castanheira. (ARRUS et al., 2005).

A classificacdo botanica partiu do bardo Humbolt e de seu amigo Aimé
Bonpland, que contaram com a colaboracdo de outro botanico, o aleméo Carl
Sigmund Kunth, juntos decidiram homenagear o quimico francés Claude-Louis
Berthollet. Desses pesquisadores viria 0 nome cientifico da castanheira, uma planta
pertencente a familia Lecythidaceae, género Bertholletia e espécie excelsa,
acrescentando-se 0s sobrenomes dos trés pesquisadores Humboldt, Bonpland e
Kunth abreviados, sendo assim: Bertholletia excelsa H. B. K. (ALMEIDA, 2015)

A castanheira, arvore de grande porte (figura 1), pode atingir até 50 metros de
altura e 2 metros de diametro de base. As folhas possuem de 25 a 35 centimetros

de comprimento e coloracéo verde-escura brilhante.

Figura 1. Porte arbéreo da Bertholletia excelsa. Fonte: Camargo (2010).
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O fruto da castanheira, chamado de ourico (figura 2), possui uma casca
bastante dura, pesa até 1,5kg e contém entre 15 a 25 sementes (améndoas). Esta
parte comestivel do fruto € conhecida comumente como castanha-do-para ou
castanha-do-brasil (FREITAS et al., 2007; SILVA & VENANCIO, 2011).

Figura 2. Foto A: Ourico, Foto B: Ourico com as castanhas. Fonte: (Freitas et al., 2007).

O inicio da floragcdo ocorre, na maioria das espécies, de Outubro a Dezembro
e a frutificacdo varia de acordo com a regido de Janeiro a Marco (CAMARGO, 2010).

ApoOs remocdo dos ouricos, as castanhas sdo submetidas a lavagem e
triagem, com o objetivo de remover aquelas visivelmente deterioradas e atrofiadas,
passando por um processo de secagem e por final armazenamento em depdésito até
a comercializacio (BAQUIAO et al., 2012).

Essa oleaginosa possui elevado valor energético, rica em proteinas e
principalmente alto percentual de selénio, um antioxidante natural muito citado na
prevencédo de doencas cardiovasculares, cancer entre outras patologias (SANTOS,
2012).

Stockler-Pinto et al. (2014) através de seus resultados concluiram que a
castanha-do-brasil como fonte de selénio desempenha um papel importante como
agente anti-inflamatorio e antioxidante.

Entretanto, o comércio da castanha pode ser afetado pela contaminag&o por
fungos produtores de toxinas, uma vez que a regido Amazbnica apresenta
condicbes propicias para o crescimento como temperatura e umidade elevada
(ARRUS, 2005).



2.2 Contaminacao Fungica em Castanhas-do-brasil

A contaminacéo de castanhas-do-brasil teve seu primeiro relato em 1921 por
Spencer, que descreveu a perda entre 10 e 25% das castanhas-do-brasil exportadas
da Amazobnia para os EUA. Identificou-se que a perda pdés-colheita foi ocasionada
pela contaminac&o fungica (SILVA & VENANCIO, 2011).

As fases de desenvolvimento fangico podem ocorrer desde fases no campo,
durante a formacao das sementes, na colheita, na secagem, no armazenamento e
ainda no manuseio e transporte até o consumidor (BAQUIAO, 2012a).

A castanha é suscetivel a contaminacao por diferentes microrganismos, onde
0 solo € o principal reservatério primario de muitos fungos, inclusive os do género
Aspergillus (BAQUIAO, 2012a). Este género é de grande preocupacao, pois alguns
sao produtores de aflatoxinas (AF). H& mais de 300 tipos de micotoxinas, porém as
AF sdo as mais estudadas devido ao seu potencial téxico (KLICH, 2009;
CALDERARI et al., 2013).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por fungos
filamentosos que causam grandes impactos na saude publica; sdo toxicas para 0s
humanos e animais em baixas concentracdes. Além disso, na economia agricola séo
responsaveis por milhdes de ddlares em perdas anuais, pois lotes de alimentos
contaminados séo sistematicamente rejeitados por paises importadores (BENNET &
KLICH, 2003; ZOLLNER et al., 2006; BAQUIAO, 2012a).

As aflatoxinas mais comumente produzidas sédo aflatoxinas B1 (AFB1) e B2
(AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2). AFB1 é particularmente importante, pois é o
composto natural hepatocarcinogénico mais téxico e potente que ja foi
caracterizado, sendo classificado como carcinogénico humano do grupo 1 pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (SILVA & VENANCIO, 2011;
BAQUIAO, 2012a).

As Aflatoxinas Totais (AFT) referem-se a soma dos quatro compostos citados
anteriormente. A ingestdo do alimento contaminado por AF pode causar efeitos
adversos a saude, por exemplo, aumentar o risco de cancer de pulmao e figado e
afetar o sistema imunoldgico, elevando o risco de infecgbes (SILVA & VENANCIO,
2011).

As principais espécies de fungos relacionadas com a produgcdo de

micotoxinas sao Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius
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(BAQUIAO, 2012a). A literatura retrata que o Aspergillus flavus é o fungo
predominantemente isolado nas amostras de castanha-do-brasil (FREIRE et al.,
2000). Reis et al., (2014) estudaram a prevaléncia de Aspergillus sp em castanha-
do-brasil e os resultados mostraram que o Aspergillus flavus foi a principal espécie
encontradas (74,4%).

A pesquisa realizada por Taniwaki et al., (2017) analisaram a biodiversidade
micobidtica em 172 amostras de castanha-do-brasil e mostraram em seus resultados
gue a aflatoxina B foi encontrada em 38% de isolados de A. flavus.

Pacheco et al.,, (2010) avaliaram a presenca de fungos aflatoxigénicos e
aflatoxina em amostras de castanha-do-brasil e concluiram que todas as cepas de
A. flavus séo aflatoxigénicas, sendo necessario um controle efetivo para a

seguranca alimentar na producao de castanha-do-brasil.

2.3 Composicdo do Oleo da Castanha-do-brasil

A castanha é composta por 60-70% de gordura, expressivamente de acidos
graxos, 0s quais sdo apresentados na Tabela 1 cujo levantamento bibliografico
mostra 0s valores em porcentagem para 0s acidos graxos encontrados no 6leo de
castanha-do-brasil (MARTINS, 2014).

O 6leo da castanha também é composto por 15-20% de proteina de boa
qualidade biologica, vitaminas lipossolluveis (A, E), selénio (Se), magnésio (Mg),
fésforo (P), célcio (Ca), ferro (Fe), potassio (K), zinco (Zn) e cobre (Cu). O éleo a
temperatura ambiente é fluido com coloracdo amarelo claro, com aroma e sabor

agradaveis caracteristicos da castanha (MUNIZ et al., 2015).
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Tabela 1. Composicéo percentual dos principais acidos graxos presentes no 6leo bruto da Castanha-

do-brasil.
COMPONENTES Goncalves Ryan Venkata Freita Chunhieng Yang Silva  Santos
et al., etal.,, chalam s et (2008) (2009) etal., et al.,
(2002) (2006) & Sathe  al., (2010)  (2012)
(2006)  (2007)
Acido palmitico 13,15 13,5 - 16,38 13 13,5 13,33 14,24
(C16)
Acido esteéarico 10,36 11,77 9,51 10,84 11 11,77 10,78 11,19
(C18)
Acido oleico 37,42 29,09 28,75 26,98 39,3 29,09 36,21 36,26
C18:1, (w-9)
Acido linoleico 37,75 42,8 45,43 45,01 36,1 42,8 38,28 37,53
(C18:2, w-6)
Acido linolénico - 0,20 0,18 - - 0,20 - 0,076
(C18:3, w-3)
Fonte: adaptado Martins (2014).
Os acidos graxos ocorrem na natureza como substanciam livres e

esterificadas com o glicerol, normalmente formando triglicerideos; componentes dos
Oleos e gorduras comestiveis (VIANNI & BRAZ-FILHO, 1996), ou seja, os Oleos
vegetais sdo constituidos predominantemente por triacilgliceréis, quimicamente séo
ésteres formados a partir do glicerol e acidos graxos e sua estrutura quimica pode
ser observado na figura 3 (RINALDI et al., 2007; COLZATO et al., 2008).

O H——OH H o
R OH—|H o H—10-4

H——oH ()

Figura 3. (a) acido graxo, (b) glicerol e (c) triglicerideo, onde R é a cadeia hidrocarb6nica com
namero de carbonos e de insaturagdes diferentes para cada acido graxo. A posigdo 1, 2 e 3 refere-se
a cada acido graxo no triglicerideo. Fonte: (Colzato et al., 2008)

Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com o tamanho da
cadeia carbonica e por sua saturagdo ou insaturacdo, ou seja, sao caracterizados
pelo nimero de ligacbes existentes entre os atomos de carbono. Quanto ao
tamanho da cadeia carbénica, esses podem ser classificados em acidos graxos de
cadeia curta (de 2 a 4 4&tomos de carbono), cadeia média (de 6 a 10 atomos de
carbono) e cadeia longa (acima de 12 atomos de carbono). Em relacéo a presenca

de ligagbes simples ou duplas, os acidos graxos sao classificados em acidos graxos



8

saturados (sem dupla ligacdo na molécula), mono-insaturados (uma dupla ligacdo na
molécula) ou poli-insaturados (duas ou mais duplas ligagbes na molécula)
(RAPOSO, 2010).

Para a classificagdo dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa é
utilizada a localizacdo da primeira insaturacdo a partir da metila terminal e assim
recebe a nomenclatura 6mega (w). O acido estearico ndo apresenta dupla ligacéo, o
acido linoleico possui a primeira dupla ligagdo no 6° carbono da cadeia, sendo por
isso, o precursor da familia w6; o acido linolénico tem a primeira dupla ligacdo no 3°
carbono da cadeia, sendo o precursor da familia w3 (TSUKAMOTO & TAKAHASHI,
2016).

Portanto, os acidos graxos poli-insaturados compdem familias w-9, w-6 e w-3,
representadas pelos &cidos oleico, linoleico e linolénico, respectivamente (PERINI et
al., 2010).

Outro exemplo de nomenclatura pode ser escrito o niumero de atomos de
carbono seguido de dois pontos e do numero de duplas ligacdes presentes na
molécula. Em seguida identifica-se a posi¢cdo da primeira dupla ligacdo pela letra
grega 6mega. Temos como exemplo o acido graxo oleico C18:1 w-9 (VIANNI &
BRAZ-FILHO, 1996).

As funcbes mais importantes dos acidos graxos sao manter a integridade das
células endoteliais, prevenir aterosclerose e alteracdes cardiovasculares; estimular a
liberacdo de insulina; inibir a vasoconstriccdo, ajuda na coagulacdo sanguinea,
participa no desenvolvimento normal da placenta, crescimento fetal e
desenvolvimento dos neurénios (ANDRADE & CARMO, 2006).

Alimentos contendo &cidos graxos insaturados podem sofrer por exposicao
prolongada ao ar devido a presenca de oxigénio, ocorrendo a oxidagao nas ligacdes
duplas. Visto que, quanto maior o nimero de duplas ligacbes mais susceptivel € o

0leo a degradacéo oxidativa (SILVA et al., 1999).

2.4 Oxidacéao Lipidica

A oxidacdo € responsavel pela deterioragcdo dos alimentos e resulta em
alteracOes indesejaveis de cor, sabor e aroma de ranco e também a consisténcia do
alimento, tornando-o improprio para o consumo (WASOWICZ et al., 2004,
HINNEBURG, DORMAN & HILTUNEN, 2006).
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Este fenbmeno inevitavel e espontadneo envolve uma série de reacodes
guimicas e pode ocorrer por diferentes processos, em funcdo do meio e dos agentes
catalisadores como a hidrolise, oxidacdo ndo enzimatica (foto-oxidacdo e auto-
oxidacdo) e oxidacdo enzimatica, sendo a presenca de oxigénio o fator primordial
para a reacdo de oxidacao lipidica nos alimentos (SILVA et al., 1999; MERRILL et
al., 2008).

Na reacdo hidrolitica ocorre a quebra dos triglicerideos dos lipidios com a
subsequente producdo de acidos graxos livres, ou seja, essas reacdes envolvem a
qguebra dos ésteres das moléculas dos trigliceridios e sdo catalisadas pelas lipases
em presenca de agua e temperatura elevada, resultando na formacéo digliceridios,
monogliceridios e acidos graxos livres e glicerol (BARRERA-ARELLANO, 1998).

Quando a luz e um agente fotosensibilizador, como a clorofila, estao
presentes, a ativacdo do oxigénio em oxigénio singlete pode desempenhar um papel
importante na inducdo da deterioracdo oxidativa. Alternativamente, os metais,
incluindo ferro ou cobre, ou a enzima lipoxigenase, podem atuar no processo pelo
qual a deterioracdo oxidativa é iniciada (FERRARI, 1998; RAMALHO & JORGE,
2006).

A reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os &cidos graxos €
conhecida como auto-oxidacdo. Ela representa o principal mecanismo de oxidacao
de lipidios e prossegue por um mecanismo de radicais livres em cadeia, sendo
favorecido por temperaturas elevadas. E constituida por trés fases principais; a
iniciacdo, propagacao e terminacdo (WASOWICZ et al., 2004; RAMALHO & JORGE,
2006).

Segundo Fogaca & Sant’ana (2009), os radicais livres sdo espécies quimicas
que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados no seu ultimo orbital, o que
os tornam altamente reativos e podem alterar a estrutura e a funcdo de
componentes celulares e extracelulares (BLOMHOFFI et al., 2006).

Sendo assim, na auto-oxidacdo o atomo de hidrogénio adjacente a dupla
ligacdo € retirado do acido graxo (pela exposicdo a luz, calor ou ions metalicos),
formando o radical livre que combina com o oxigénio molecular e forma o radical
peréxido (ROO*), que retira um atomo de hidrogénio de outro acido graxo insaturado
formando um hidroperoxido (ROOH) e outro radical livre (propagacao) (LADIKOS;
LOUGOVOIS, 1990; SILVA et al., 1999).



10

Uma vez iniciada, a reacdo segue em cadeia e somente termina quando
estiverem esgotadas as reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio. Em
outras palavras, este processo chega ao fim com o aparecimento dos produtos
secundérios de oxidacdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos (epoxidos,
compostos volateis e ndo volateis) (LADIKOS; LOUGOVOIS, 1990; FERRARI, 1998;
SILVA et al., 1999).

Uma rota alternativa levando a formacdo de hidroperdxidos, ao invés dos
mecanismos de radicais livres, é através da foto-oxidacdo. Desencadeado
essencialmente pela radiacdo ultravioleta em presenca de moléculas
fotosensibilizadoras, tais como a clorofila, que promovem a transformacdo de
oxigénio triplete (302) em oxigénio singlete (O2), sua forma mais reativa. O oxigénio
singlete reage diretamente com a dupla ligacdo formando hidroperéxidos, que por
degradacdo posterior originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (SILVA et al.,
1999; RAMALHO & JORGE, 2006).

A oxidacédo por via enzimatica ocorre através das enzimas lipoxigenases que
catalisam a adicdo de oxigénio a cadeia de hidrocarboneto poli-insaturada,
resultando na formacdo de peroxidos e hidroperoxidos com duplas ligacdes
conjugadas que podem envolver-se em diferentes reacdes degradativas
semelhantes as observadas no processo de autoxidacdo. (SILVA et al.,, 1999;
RAMALHO & JORGE, 2006).

Portanto, os principais produtos finais da oxidacao lipidica sdo derivados da
decomposicdo de hidroperoxidos, como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos, sendo os aldeidos os responsaveis para os off-flavours (FERRARI,
1998).

Os produtos da oxidacéo lipidica estdo associados a muitas doencas, no
organismo como a formacdo de compostos reativos através da peroxidacdo, que
pode conduzir a alteragcdes na permeabilidade e fluidez da membrana lipidica e
alterar drasticamente a integridade das células, contribuindo para o desenvolvimento
de aterosclerose, alguns tipos de cancer, além da participagcdo no processo de
envelhecimento. Além disso, a ingestdo de Oleos oxidados que contém
hidroperoxidos e aldeidos, também provoca degeneracdo hepatica e renal
(FERREIRA, 1998; WASOWICZ et al., 2004; BARRERA, 2012).

O controle da reacao de oxidagao € um desafio importante, pois a remocao da

pelicula que envolve as castanhas as expde a luz e a umidade, levando a formacgéo



11

de agentes que favorecem o ranco. E conhecido que esta pelicula é rica em
polifendis, fitosterdis e outros antioxidantes que evitam os efeitos adversos da
oxidagédo, por outro lado devido ao alto indice de &cido oleico e linoleico, o dleo de
castanha-do-brasil pode ser muito instavel (LOPEZ-URIARTE et al., 2009;
ZAJDENWERG et al., 2011).

O uso de revestimento comestivel pode contribuir para 0 aumento da vida util
e a qualidade dos alimentos, pois atua como barreira seletiva contra os fatores
determinantes da oxidagdo e consequentemente evita a producdo de aromas e
sabores indesejaveis. Além disso, 0os 0Oleos essenciais podem ser adicionados a
composicao dos revestimentos e por possuirem propriedades antifungicas evitam a
contaminagao e a produgao de micotoxinas. Aplicado diretamente na castanha, o
filme proporciona aos consumidores produto de alta qualidade e livre de aditivos
quimicos (DU et al., 2009).

2.5 Revestimento Comestivel Composto por Zeina e Oleos
Essenciais

A historia relata que no século Xll, na China, ceras foram usadas para revestir
frutas citricas para retardar a perda de agua. No século XV, no Japao, a preservacao
foi feita por uma pelicula a partir do leite de soja fervido e na Inglaterra no século
XVI, foi utilizada gordura animal (banha) para prolongar a vida util dos produtos a
base de carne. Foi emitida uma patente, nos Estados Unidos no século XIX, em
relacdo a preservacdo de produtos de carne por revestimentos de gelatina
(SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).

Os biopolimeros ou bioplasticos sdo materiais biodegradaveis que tém sido
desenvolvidos em forma de filmes ou coberturas para serem aplicados,
principalmente, na industria de alimentos (PAVLATH & ORTS, 2009).

E conhecido como filme o material pré-formado separadamente e aplicado
posteriormente sobre o produto. Pode ser usado para cobrir, envolver ou como
camada de separacdo. A cobertura é definida como uma fina camada de material
aplicado e formado diretamente na superficie do produto que se deseja proteger
(FAKHOURI et al., 2007).

As coberturas sdo suspensfes que podem ser aplicados por pulverizacao,

espalhamento ou imersao e quando secas formam uma camada fina e transparente
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sobre a superficie do alimento. Quando depositados diretamente sobre a superficie
podem ser consumidos junto com o alimento e sao considerados parte do produto
final (SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).

Os revestimentos provenientes de materiais biodegradaveis e renovaveis
podem ser produzidos, por exemplo, a partir da matéria-prima de polissacarideos, o
amido, o alginato, a celulose e a quitosana. As proteinas mais usadas sao as de
origem animal como a caseina, o colageno e a gelatina e as de origem vegetal como
as da soja, do trigo e a zeina do milho (CAMPOS & GERSCHENSON, 2011).

Tem aumentado o interesse para a confeccdo de filmes e coberturas para
alimentos composto por zeina, pois apresenta um apelo ambiental jA que sao
provenientes do milho que é uma fonte renovavel (LAWTON, 2002).

A zeina é denominada proteina de reserva, pois € a reserva que o embrido da
nova planta a ser gerada utilizara durante o processo de germinacédo e a fase inicial
de crescimento antes da fotossintese estar estabelecida. Ela € formada durante o
desenvolvimento da planta e acumula-se no endosperma do gréo, (D’OVIDIO &
MASCI, 2004).

A zeina é hidrofobica, devido a presenca de aminoacidos ndo polares em sua
constituicdo, como leucina, alanina e prolina. Portanto, € insolivel em &gua, a
menos gque a agua seja parte do solvente de diluicdo em outras solu¢des alcodlicas,
sendo o etanol 70% o solvente mais comumente utilizado (FORATO et al., 2013;
PAPALIA & LONDERO, 2015; TURAZAN & KOKINI, 2016).

Para que a zeina apresente eficiéncia em sua aplicacédo de filmes, durante o
seu processamento, € necessario o uso de plastificantes para tornar o material mais
flexivel (FORATO et al., 2013).

Os plastificantes, utilizados neste caso, sdo compostos organicos de baixo
peso molecular que reduzem as forcas intermoleculares ao longo das cadeias do
polimero, proporcionando alta mobilidade molecular e flexibilidade ao revestimento
comestivel (LAWTON, 2004).

Filmes de zeina podem ser produzidos por dissolucdo em uma solucdo de
alcool e a evaporacédo do solvente em superficies inertes. Estes filmes sao rigidos e
frageis por isso necessitam geralmente da adi¢cdo de plastificantes para ajustar as
propriedades mecanicas (EMMAMBUX & STAGDING, 2007).

Os plastificantes comumente adicionados a zeina sdo o glicerol, o poli

(etilenoglicol) e o sorbitol. O uso de acidos graxos, como o &cido oleico, tem sido
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descrito na elaboracédo de peliculas aplicadas na area de alimentos. Entretanto, o
excesso de plastificante pode resultar na reducéo das propriedades mecanicas dos
filmes, e em alguns casos, reducéo da tenséo de superficie (SCRAMIN et al., 2011;
PAPALIA & LONDERO, 2015).

O uso da zeina como matéria-prima e suas propriedades mecanicas e de
barreira para filmes foram estudadas por Wang & Padua (2006), que em seus
resultados mostraram que os filmes & base de zeina misturados com &acido oleico
tinham melhores propriedades de barreira ao vapor de agua e flexibilidade.

Os estudos realizados por Subramanian et al., (2007), teve como objetivo
investigar as caracteristicas de adsorcdo da proteina zeina em superficies
hidrofébicas e hidrofilicas para compreender as mudancas de orientacdo associadas
a estrutura proteica em uma superficie. Observaram que a zeina mostra uma melhor
afinidade em relacéo as superficies hidrofilicas do que as superficies hidrofébicas e
gue os modos de adsorcdo e as mudancas conformacionais sdo diferentes para
cada uma delas. Concluiram que a molécula de zeina adota uma orientacdo
perpendicular em uma superficie hidrofilica, enquanto que em uma superficie
hidrofébica parece ser quase plana, sendo assim essas informacdes podem abrir
possibilidades de usar zeina como um revestimento protetor e impermeéavel para
embalagens de alimentos.

Arcan et al. (2011) avaliaram as propriedades antioxidantes e antibacterianas
de filmes a base de zeina apOs incorporacdo de diferentes acidos fendlicos e
flavondides. A adicdo destes compostos também melhorou a fragilidade e
flexibilidade dos filmes. Enfatizaram ainda que tais resultados abriam uma nova
perspectiva para o uso em embalagens de zeina bioativa flexivel.

Segundo Forato et al. (2013), observaram que os filmes de zeina sem
plastificante sdo frageis, mas a adicdo de 1 e 2% em massa de acido oleico
proporcionou um significativo aumento do médulo de elasticidade. Concluiram que a
presenca de plastificante introduz também irregularidades de superficie e leva a uma
perda das caracteristicas hidrofobicas dessa proteina.

Pena-Serna & Lopes-Filho (2013), prepararam filmes de zeina em solucéo
aguosa de etanol com &cido oleico e glicerol como plastificantes. O objetivo foi
determinar o efeito da adi¢cdo de diferentes concentracdes de glicerol e etanol sobre
as propriedades funcionais e estruturais dos filmes. Concluiram que as propriedades

de barreira de agua e vapor dos filmes foram maiores quando adicionaram uma
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maior concentracao de etanol e menor concentracdo de glicerol. Do mesmo modo, a
opacidade, homogeneidade e estrutura do filme composto foram melhoradas a
medida que o etanol aumentou e a glicerol baixou.

Chen et al. (2014), prepararam filmes de zeina a partir de solugbes alcdolicas
com diferentes concentracbes de etanol e isopropanol, usando glicerol como
plastificante. Observaram a hidrofobicidade, propriedades mecanicas e de
superficie. Os resultados indicaram que o filme preparado com etanol era mais
resistente a tragéo e hidrofébico comparado ao filme com isopropanol.

Portanto, a literatura retrata que o revestimento comestivel a base de zeina
possui propriedades hidrofobicas e a adicdo de 6leo melhora a flexibilidade do filme,
sendo uma alternativa para prolongar a vida de prateleira de alimentos. Além disso,
atua como barreira semipermeavel, com funcédo de inibir ou reduzir a transferéncia
de umidade, oxigénio, dioxido de carbono, lipidios e aromas, também podem
transportar componentes como antioxidantes e antimicrobianos (FAKHOURI et al.,
2007; HERNANDEZ-IZQUIERDO & KROCHTA, 2008; GILLGREN et al.,, 2011,
SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014).

2.5.1 Oleos Essenciais

Oleos essenciais s&0 compostos aromaticos e volateis com baixo peso
molecular. Em temperatura ambiente apresenta aspecto oleoso e podem ser obtidos
a partir de flores, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes,
sendo a destilacdo a vapor o método mais utilizado para extrair o 6leo (BURT,
2004).

Algumas pesquisas reportaram o0 controle antifUngico usando aditivos
alimentares e naturais, tais como os 6leos essenciais. Os 0leos essenciais e seus
constituintes podem atuar como agentes fungistaticos e/ou fungicida, dependendo
das concentracdes utilizadas (ANTUNES & CAVACOB, 2010; TYAGI & MALIK,
2011). Essa atividade é atribuida a acdo das substancias presentes em sua
composicdo como o0s compostos fendlicos, monoterpenos e terpenos
(hidrocarbonetos volateis e insaturados) (CARSON et al., 2006; GILLES et al.,
2010).

Alguns autores discutem que a atividade antifangica dos 6leos essenciais

testados altera a permeabilidade das células, ocasionando o extravasamento do
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citoplasma e também inibem a respiracdo. Este mecanismo foi observado por
trabalhos que mostram que o terpeno eugenol inibe a respiracdo mitocondrial e a
producéo de energia (CACCIONI & GUIZZARDI, 1994; ZAMBONELLI et al., 1996;
CARSON et al., 2006).

A sua incorporacdo em revestimentos de polissacarideos biodegradaveis
representa uma técnica eficaz para controlar a elevada volatilidade destes
compostos; a medida que a matriz de polissacarideos entra em contacto com o
agente bioativo, minimiza as perdas e diminui a velocidade de difusédo para a
superficie do produto, tornando o0 processo mais eficaz na reducdo de
microorganismos do que quando aplicado na superficie do produto através de uma
solucéo de pulverizacdo (CHAFER et al., 2012).

O mecanismo de ac¢do, tanto em bactérias quanto em fungos, envolve tanto a
perda da integridade da membrana acompanhada pela liberacdo de material
intracelular como a inibicdo da respiracéo celular, com a consequente incapacidade
de manter a homeostase associada a alteracdes na morfologia celular (TERZI et al.,
2007).

Além de conferir propriedades antimicrobianas as peliculas comestiveis, a
incorporacao do 6leo essencial também é responsavel por modificar as propriedades
fisicas, isto €, melhora a permeabilidade ao vapor de agua, fornece propriedades de
barreira moderadas aos gases, assim contribui para uma maior vida de prateleira do
alimento (VARGAS et al., 2008; DHALL, 2013).

2.5.2 Oleo Essencial de Melaleuca

Entre o0s Oleos essenciais podemos citar a melaleuca (Melaleuca
alternifolia Cheel), também conhecida por tea tree, arvore-ti e arvore-do-cha. E uma
arvore aroméatica pertencente a familia das mirtaceas (Myrtaceae), originaria da
Australia, e com grande interesse econémico no 6leo que pode ser extraido das
folhas, ramos e caule (SOUZA et al., 2015).

Em relacdo ao método de extracdo do Oleo essencial de melaleuca é feito por
destilacao a vapor das folhas e ramos (CARSON et al., 2006).

O oleo de melaleuca é rico em terpineol, principal constituinte quimico
responsavel por suas propriedades antifungicas e antibacterianas (VIEIRA et al.,
2004).
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Li et al.,, (2016), testaram a acdo antifungica do Oleo de melaleuca para
Aspergillus niger e observaram que com concentracdes crescentes, a taxa de morte
celular e a duracdo da fase de atraso de crescimento aumentaram de forma
correspondente.

Hossain et al., (2016) avaliaram a acdo antifiungica de Oleos essenciais, como
manjericdo, canela, eucalipto, orégano, horteld, melaleuca e tomilho contra
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Penicillium
chrysogenum. Em geral, os 6leos essenciais foram efetivos na reducdo do diametro
da colbnia, porém novas pesquisas sobre seus principais componentes sao
necessarias, assim como uma melhor compreensdo do modo de acado, a fim de
avaliar a sua utilidade na extenséo da vida Gtil dos alimentos embalados.

Carson et al., (2006) em seu trabalho de revisdo afirmam que leveduras,
dermatofitos e outros fungos filamentosos séo suscetiveis a acdo da melaleuca e a
atividade antisséptica ocorre, devido as propriedades quimicas do 6leo romperem a
barreira de permeabilidade da membrana dos microrganismos.

Angelini et al., (2006) testaram a agéo antifingica de alguns 6leos essenciais,
entre eles o de melaleuca, contra sete espécies de fungos entre elas o Aspergillus
niger e Aspergillus terreus e os resultados mostraram que o 6leo de melaleuca

exibiu atividade antimicrobiana de largo espectro.

2.5.3 Oleo Essencial de Pimenta Rosa

A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € uma planta nativa do Brasil,
pertencente a familia Anacardiaceae e possui outros nomes comuns como: aroeira-
vermelha, aroeira-de-remédio, aroeira-mansa, aroeira-branca, aroeira-da-praia,
aroeira-do-sertdo, fruto-de-sabia e arvore-da-pimenta. Seus frutos possuem a
aparéncia de uma pequena pimenta de coloragdo rosa-avermelhada, por isso,
também conhecida por pimenta rosa (LENZI & ORTH, 2004; TORRES et al., 2016).

Tzortzakis & Economakis (2007) identificaram que o composto da Aroeira
(Schinus terebinthifolius), o monoterpeno é o principio ativo contra o crescimento
dos fungos.

Garbin et al., (2014) testaram a acao antifungica de vinte e trés plantas da

regido semi-arida do Brasil, contra Trichophyton rubrum e Trichophyton
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mentagrophytes e seus resultados comprovaram a atividade antifiUngica da pimenta
rosa.

Oliveira Junior et al. (2013) avaliaram o efeito do 6leo essencial do fruto
de Schinus terebinthifolius sobre o crescimento micelial do fungo Colletotrichum
gloeosporioides in vitro. A inibicdo do crescimento do fungo foi diretamente
proporcional a quantidade do 6leo e a maior inibicdo encontrada foi de 79,07% na
concentracéo de 0,50% de Oleo.

Johann et al. (2007), descreveram a propriedade antifingica de extratos de
oito plantas utilizadas na medicina tradicional brasileira foi testada contra cinco
espécies de Candida, com relevancia clinica. O extrato etandlico das folhas de
Schinus terebinthifolius apresentou potencial atividade antifingica contra C. glabrata
e S. schenckii. Na analise fitoquimica preliminar dos extratos de S. terebinthifolius
observou-se a presenca de compostos biologicamente ativos como, flavondides,

triterpenos, esterdides e taninos.

2.5.4 Oleo Essencial de Cravo

Os cravos-da-india (Syzygium aromaticum) sdo os botdes florais secos
aromaticos de uma arvore pertencente a familia Myrtaceae (PAOLI et al., 2007).

Os estudos fitoquimicos do cravo revelam a presenca de até 90% de Oleo
essencial, no qual o eugenol € o componente majoritario. Trata-se de um composto
fendlico com acao fungicida (Pereira et al., 2008).

Alguns trabalhos na literatura mostram a acdo antifingica deste 6leo
essencial. O trabalho realizado por Ribes et al., (2016) teve como objetivo controlar
a deterioracdo fungica de geléias de morango através de uma emulsdo composta
por 6leo essencial de cravo e concluiram que as emulsées podem ser empregadas
para o controle fingico das geléias.

Cisarova et al. (2016) testaram acdo antifungica de quinze Oleos essenciais,
dentre eles o 6leo de cravo. Todos os 6leos essenciais exibiram atividade contra A.
parasiticus e A. flavus.

Bluma & Etcheverry (2008) analisaram cinco 6leos essenciais, incluindo o
cravo e concluiram que a eficacia do 6leo depende principalmente da concentracéo

gue é utilizado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=C%C3%ADsarov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27322876
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Pinto et al, (2009) estudaram a acdo e a composicdo do 6leo de cravo. Os
resultados mostraram um alto teor de eugenol (85,3%) com atividade inibitéria contra
todas as cepas testadas, entre elas Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger.

Portanto, os 6leos essenciais quando adicionados ao processamento com a
zeina, oferece vantagens como matéria-prima para a producdo de filmes e
coberturas que permitem seu uso em alimentos (LAWTON, 2002; SERNA & FILHO,
2015).

Com a visdo de comercializacdo, a aceitagdo de um novo produto deve ser
investigada, pois a qualidade sensorial do alimento favorece a fidelidade do

consumidor em um mercado cada vez mais exigente (TEIXEIRA, 2009).

2.6 Analise Sensorial

A aceitabilidade de um produto foi definida pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas, ABNT (1993), como o grau de aceitacdo de um produto por um
individuo ou populagcdo em termos de propriedades sensoriais. As propriedades
sensoriais sdo influenciadas diretamente pela composicdo quimica e propriedades
fisicas de um produto e sdo percebidas pelos sentidos da visdo, olfato, gosto e tato.

Os testes sensoriais tém como finalidade avaliar a resposta de consumidores
habituais com relacéo a preferéncia e ou aceitacdo de um determinado produto, ou
seja, os testes que melhor avaliam a aceitabilidade de produtos e servicos sao
agueles que utilizam os préprios consumidores desses produtos (MORAES, 2004).

Wang et al. (2017), submeteram amostras de amendoim torrado de diferentes
variedades a percepcdes sensoriais e concluiram que dos dezessete atributos
sensoriais 0 sabor era 0 aspecto mais importante para os avaliadores.

Grosso et al. (2017) avaliaram a estabilidade de nozes nao revestidas e
revestidas com metil celulose e proteina do soro do leite durante 210 dias de
armazenamento em temperatura ambiente. As amostras foram periodicamente
removidas do armazenamento para realizar uma analise sensorial descritiva. Todas
as amostras exibiram diferencas significativas nos seus atributos sensoriais
inicialmente e apds o armazenamento e concluiram que os indices de intensidade
para sabores oxidados aumentaram durante o armazenamento.

Belviso et al. (2017) avaliaram entre seus estudos a percepc¢do sensorial de

avelas torradas em tratamentos com temperaturas diferentes (ar quente a 120°C por
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20 minutos e 170°C por 40 minutos). Observaram diferencas sensoriais significativas
somente quando a temperatura de torrefacéo era alta.

Magnuson et al. (2016) exploraram as diferencas sensoriais entre 8 diferentes
cultivares de nozes cruas e tostadas. Avaliaram a intensidade de 20 atributos de
sabor usando andlise descritiva. Os resultados mostraram que as intensidades de 10
dos 20 atributos de sabor foram maiores para as nozes torradas. Concluiram que a
pesquisa oferece aos produtores e os fabricantes de produtos de nozes um melhor
entendimento sobre as diferencas de sabor tanto em estados crus quanto em
torrados.

Portanto, a andlise da aceitacdo é de extrema importancia, pois reflete a
intensidade em que consumidores gostam ou desgostam de determinado produto,
sendo realizado por um determinado nimero de pessoas representativas do publico
gue se deseja atingir (MORAES, 2004).

2.7 Técnicas Usadas para Caracterizacao do Material
2.7.1 Medida de Angulo de Contato

Essa medida é usada para indicar o grau de hidrofobicidade ou hidrofilicidade
de superficie de uma amostra.

Quando uma gota de liquido é colocada sobre uma superficie sélida (figura 4)
forma-se uma interface tripla entre o sdlido, o liquido e o vapor, cuja posicdo de
equilibrio depende das forcas associadas as trés tensdes interfaciais. O angulo de
contato (6) é designado entre a superficie sélida e a tangente a superficie do liquido
num ponto da linha de contato com o soélido (PASCH et al., 2005; SU et al., 2010).

Figura 4. Angulo de contato entre o liquido e a superficie. yS é a energia de superficie do sélido; yLv
tensao superficial do liquido em equilibrio com o vapor; e ySL é a energia da interface soélido-liquido.
Fonte: (Peroval et al., 2002).
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A hidrofobicidade de uma amostra pode ser medida através do depdsito de
uma gota de agua, com o auxilio de uma seringa, sobre a superficie do material que
se deseja estudar. Um angulo de contato tende a 0° quando h& afinidade quimica
entre a superficie e o liquido, ocorrendo o espalhamento completo do liquido no
sélido. Quando o angulo de contato tende a 180° o liquido ndo apresenta qualquer
interacdo com a superficie (WANG; FU; WANG, 2009).

Filmes biodegraddveis podem ser analisados através dessa medida,
avaliando assim sua polaridade e o seu carater hidrofilico por meio do
acompanhamento de sua variacdo desde o contato inicial da gota até um tempo pré-
determinado de 300 segundos (ALMEIDA, 2010). Essa técnica foi utilizada por
Forato et al. (2013), e Scramin et al. (2011) para avaliar a hidrofobicidade de filmes a

base de zeina.

2.7.2 Microscopia de Forca Atomica (MFA)

O MFA atua através de uma sonda percorrendo a superficie do material de
interesse de estudo, e pode ser operado em diferentes modos. (FERREIRA, 2006;
HERRMANN et al., 1997).

Essa técnica microscépica € usada para entender a topografia de superficies
em micro e nanoescala e em alta resolucdo, sendo possivel a modelagem 3D da
superficie através das interacdes entre a amostra e a ponta do cantilever que
escaneia a regiao (TURAZAN & KOKINI, 2016).

O principio de funcionamento baseia-se em imagens geradas através da
atracdo e repulsdo entre a superficie da amostra e a sonda, (ponta piramidal
localizada na parte inferior de uma haste flexivel- o cantilever), ou seja, através
dessas forcas de atracdo ou repulsdo da sonda pela amostra, o cantilever é puxado
para cima ou para baixo e essa variacdo de altura é monitorada por um feixe de
laser e um detector de posi¢ao (Herrmann et al., 1997; FERREIRA, 2006;).

A varredura é feita por intermédio de um sistema piezoelétrico capaz de
realizar movimentos nas posicdes x, y e z, com precisdo de angstrons (A). Este
deslocamento é controlado por um sistema otico de alinhamento onde um feixe a
laser incide em um espelho, localizado na parte superior do cantilever, e um
fotodetector cuja responsabilidade é medir as variacdes de posicao e de intensidade

da luz produzidas pelas deflexdes desta sonda, corrige a posicdo do mesmo,
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mantendo-o em contato com a amostra durante a varredura. Os diferentes tipos de
“relevo geografico” encontrados sobre a superficie da amostra fazem com que a
interagcdo mude. Essas diferencas, captadas pelo detector, sdo armazenadas e
processadas por um software, que as transformam em imagens topograficas da
superficie bi ou tridimensionais. O principio de funcionamento foi esquematizado por
Herrmann et al. (1997) (figura 5). A forca mais comumente associada com esta
microscopia na deflexdo do cantilever é a forca de van der Waals e forcas
eletrostaticas (Herrmann et al., 1997; FERREIRA, 2006).

Lager

Cantiléver
¢ agulha

Computador e
controlador da
realimentagio

Sistema piezoelétrico
tubular de vamedura

Figura 5. Esquema de funcionamento do microscépio de forca atdbmica. Fonte: (Herrmann et
al.,1997).

Os modos de produzir as imagens, também chamados modos de varredura
ou de operacédo, referem-se a distancia mantida entre a sonda e a amostra, no
momento da varredura, e as formas de movimentar a ponteira sobre a superficie a
ser estudada. A técnica de MFA pode ser operada em trés modos diferentes:
contato, ndo-contato e contato intermitente (“tapping”. A escolha do modo
apropriado depende da aplicacao especifica que se deseja fazer (FERREIRA, 2006).

Portanto, a MFA é frequentemente utilizada para caracterizar a superficie de
filmes de zeina e outros produtos a base de biopolimeros. Este método também
permite compreender as interacdes entre a zeina e outras substancias (Turazan &
Kokini, 2016).
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Esta técnica foi utilizada por SUBRAMANIAN & SAMPATH, (2007) para
estudar as caracteristicas topograficas dos depoésitos de zeina em uma base de

ouro.

2.8 Cromatografia Gasosa (CG) para Anélise de Acidos Graxos

Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados utilizando-se a
técnica denominada “Cromatografia Gasosa” (COLLINS et al., 1997).

A cromatografia é uma técnica de separacdo de espécies quimicas
semelhantes, ou seja, € aplicada na separacdo e determinacdo de componentes em
varios tipos de amostras. Além disso, ela pode ser empregada para a identificacédo
qualitativa e quantitativa das espécies separadas (SKOOG et al., 2006).

O conceito de cromatografia foi enunciado pela primeira vez em 1941 por
Martin e Synge, contudo, mais de uma década se passou antes que o valor da
cromatografia fosse demonstrado experimentalmente e que essa técnica passasse a
ser empregada como uma ferramenta rotineira no laboratério. Em 1955, o primeiro
instrumento comercial para a cromatografia surgiu no mercado (SKOOG et al.,
2006).

De modo geral o processo de analise ocorre pela passagem da amostra por
duas fases: uma estacionaria (fixa) de grande area superficial e outra fase movel. A
fase mével, denominada de gas de arraste, € o material que se desloca pela fase
estacionaria, arrastando os componentes da amostra. Entdo, apds transitar pela fase
estacionaria, os componentes da amostra se separam e sao identificados pelo
detector, do primeiro componente menos retido ao Ultimo mais retido pela fase
estacionaria (COLLINS et al., 1997; LANCAS & McNAIR, 1982).

A composicdo de Oleos comestiveis pode ser determinada através de
cromatografia gasosa analisando os acidos graxos que o compdem (JORGE &
LUZIA, 2012).

Muniz et al. (2015) usaram a técnica de CG para caracterizar o 6leo extraido
de Bertholletia excelsa H.B.K. e os resultados indicaram que o 6leo contém &cidos
graxos poli-insaturados em grande proporcao.

Esche et al. (2013) analisaram a composi¢cdo e o conteudo de constituintes
lipidicos em dez diferentes tipos de nozes, entre elas a castanha-do-brasil. A

abordagem aplicada foi baseada em cromatografia.
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Ryan et al. (2006) através da CG determinaram a composi¢cdo de acidos
graxos em noz pecan, pistache e castanha de caju. E concluiram que o acido

linoleico (C18: 2) foi 0 acido graxo poli-insaturado majoritarios.

2.8.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
para Avaliacdo da Oxidacéo Lipidica

O termo ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sua origem a partir de
caracteristicas de certos atomos no estado fundamental que, na presenca de um
campo magnético, tornam-se ressonantes a frequéncia magnética do campo
(MADUREIRA et al., 2010).

A historia da (RMN) teve inicio com o fisico Isidor Isaac Rabi em 1937, que
propds uma nova técnica capaz de determinar a intensidade dos momentos
magneéticos nucleares. Em 1946, avancando os estudos iniciados por Rabi, a equipe
do fisico Edward Mills Purcell e outra equipe liderada pelo fisico Félix Bloch, as
equipes trabalharam de forma independente, publicaram artigos anunciando que
haviam descoberto o efeito da ressonancia magnética. Desde entdo, a RMN tem se
mostrado ferramenta muito Util nas distintas areas, como agricultura, piscicultura,
guimica, médica, farmacéutica, etc. A RMN é uma técnica rapida, ndo destrutiva
(n&o ionizante) e néo invasiva (sem meio de contraste) que pode ser utilizada em
diferentes analises, de diferentes materiais e em estados sélido e liquido (BLOCH et
al., 1946; PURCELL et al., 1946; MARTINEZ et al., 2003; HAGE & IWASAKI, 2009).

Johnson & Shoolery, (1962) foram os pioneiros com a publicacdo do trabalho
“‘Determinagédo da insaturagdo e peso molecular médio das gorduras naturais por
ressonancia magnética nuclear”. Os pesquisadores relataram os sinais de RMN de
1H tipicos de Oleos vegetais.

A RMN é uma técnica espectroscépica, ou seja, baseia-se no estudo da
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. Explora a capacidade de
isétopos atbmicos (1H, 13C, 15N, 31P) absorver e reemitir a Radiacdo de
Radiofrequéncia (RF) quando colocados sob fortes campos magnéticos
(WHISHART, 2013).

E utilizada para analisar 6leos, gorduras e lipideos alimentares, onde as
informacgdes sao fornecidas pelo equipamento em um curto periodo de tempo. O

espectro de RMN fornece uma série de sinais (picos) cujas frequéncias podem ser
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relacionadas a natureza quimica dos atomos de hidrogénios (grupos metil,
metilenos, etc.) e cujas intensidades sdo proporcionais ao numero de hidrogénios
que produzem o sinal. (GUILLEN & RUIZ, 2001).

Portanto, a ressonancia magnética nuclear é, basicamente, a exploracdo dos
isétopos que interagem com o campo magnético. Esta exploracédo se da através da
exibicdo por nucleos de determinados elementos quimicos que, quando submetidos
a um campo magnético forte e excitados por ondas de radio em uma determinada
frequéncia, emitem comprimento de onda de radio, que podera ser captado por uma
antena e com auxilio de um software apropriado, ser convertido em imagem (HAGE
& IWASAKI, 2009).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H é uma ferramenta
atil para monitorar os produtos de oxidacdo em Oleos comestiveis. Colzato et al.
(2009) através dessa técnica, observaram os produtos primarios da oxidacdo como
os hidroperoéxidos e os dienos conjugados em 0Oleos de canola, azeite de oliva e de
macadamia.

Colzato et al. (2011), através desta técnica, estudaram a eficacia de
revestimentos comestiveis a base de zeina no bloqueio da oxidacdo de Oleos de

nozes macadamia.
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3 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver formulacdes filmogénicas a base de
zeina com adicdo de Oleos essenciais como plastificantes aplicadas sobre
castanhas-do-brasil, visando bloquear a acéo oxidativa e posteriormente avaliar a
acdo antifungica dos Oleos e a aceitacdo do produto revestido.

3.1 Objetivos Especificos

= Preparar solucdes filmogénicas a base de zeina com adigcéo de plastificante,
Oleos essenciais de cravo botédo, pimenta rosa e melaleuca nas concentracdes 0,5, 1
e 1,5%;

» Produzir amostras dos filmes e caracteriza-los através da medida de angulo
de contato e microscopia de forga atdmica;

» Revestir Castanhas-do-brasil com a solucéo filmogénica a 0,5% de 6leo
essencial de cravo botdo, pimenta rosa e melaleuca, para serem submetidos a um
processo de oxidagao acelerada em estufa;

= Analisar a acdo oxidativa através da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear,;

= Quantificar os acidos graxos majoritarios por Cromatografia Gasosa;

= Avaliar a aceitacdo de preferencia do produto através da analise sensorial,

» Estudar a acdo antifungica utilizando 6leos essenciais nas concentracdes

0,5; 1,0 e 1,5% para Aspergillus flavus.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

Foram utilizados para essa pesquisa 0s principais materiais: Zeina: adquirida
da empresa Sigma-Aldrich; Oleos Essenciais: pimenta rosa, cravo botdo e
melaleuca foram adquiridos comercialmente pela destilaria Bauru (especificacdes
dos 6leos no Anexo A, B e C respectivamente); Castanhas-do-brasil: fornecida pela

empresa EcoNut®, em embalagens a vacuo.

4.2 Preparo da Zeina

Previamente foi necessario remover o 6leo presente na zeina, utilizando o
extrator soxhlet, com hexano por 24 horas. Apés este processo, filtrou-se a solucdo
utilizando filtro de papel com auxilio de sistema de vacuo e o material retido no filtro
foi seco em capela de exaustdo quimica em temperatura ambiente. Com a zeina
completamente seca, 0 material esta pronto para o preparo da solugéo filmogénica
(Adaptado FORATO, 2000; FORATO et al., 2003).

4.3 Preparo das Solu¢gées Composta por Zeina e Oleos Essenciais

Para o preparo foi pesado e transferido para um becker 0,8g de zeina,
adicionado em seguida 20mL de éalcool 70%, obtendo assim a concentracdo de 4%
de zeina para todas as solucdes, onde variou-se as concentracdes de plastificante; o
Oleo essencial de cravo botdo, pimenta rosa e melaleuca; sendo adicionado a
solucéo nas concentracfes de 0,5, 1 e 1,5%, para cada 6leo. A solugéo ficou sob
agitacdo magnética, em temperatura ambiente, durante 2 horas para garantir a

homogeneizacéo.

4.4 Producao dos Corpos de Prova

Para obter amostras dos filmes nas trés concentracdes para cada Oleo
descrito anteriormente, foi depositado 40mL da solug&o filmogénica em placa de
Petri descartavel sem tampa e deixadas em repouso dentro do dessecador com
silica gel até a evaporacdo do alcool. Apos evaporacéo total do solvente formou-se
uma pelicula que facilmente se descolou, a qual foi submetida a medidas de angulo

de contato e microscopia de forca atdbmica para caracterizacéo do filme.
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4.5 Caracterizacéo dos Filmes
4.5.1 Medida de Angulo de Contato

Com essa técnica foi possivel avaliar a hidrofobicidade dos filmes. Estes,
apos serem destacados da placa de Petri foram cortados em pequenos retangulos
(2cm) e fixados em uma fita dupla face sobre uma placa de acrilico. As medi¢cdes
foram realizadas com o auxilio de uma seringa preenchida com agua foi liberado
uma gota (=z3uL) sobre a superficie da pelicula. As imagens foram captadas em
tempo real com intervalos de 60 segundos e o angulo formado na superficie foi
calculado pelo software FTA32 Image Software utilizando o equipamento CAN101
da KSV Instruments. Para os diferentes filmes, foram feitas pelo menos cinco

medidas em diferentes posi¢des da superficie do filme e a média foi tomada.

4.5.2 Microscopia de Forca Atdmica

Com as imagens obtidas na microscopia de forca atémica foi possivel avaliar
a topografia e uniformidade das amostras, portanto foi utilizado o microscopio de
forca atbmica modelo Flex, fabricado pela Nanosurf. Os cantileveres utilizados foram
adquiridos da Budget Sensors, modelo Tap 150G, com frequéncia de ressonancia
em torno de 130KHz. As imagens foram obtidas em modo vibracional, em alguns
casos chamado "tapping"” ou "near contact".

4.6 Revestimento das Castanhas para Oxidacdo Acelerada em
Estufa e Andlise Sensorial

Para submeter as castanhas a oxidacdo acelerada em estufa e o teste da
analise sensorial, as amostras passaram previamente pelo processo de
revestimento. Seguindo-se:

» Solucdo filmogénica utilizada para o revestimento: zeina 4% com a
concentracdo 0,5% de cada 0Oleo essencial (cravo, pimenta e melaleuca), tendo o
alcool 70% como solvente.

= As castanhas foram uma a uma imersas na solugdo por 3 segundos, em
seguida foram dispostas em um suporte e permaneceram em temperatura ambiente
(28°C) por 1 hora para secagem e evaporacao do solvente, formando assim uma

pelicula ndo aparente aos olhos nus.
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4.6.1 Oxidagdo Acelerada em Estufa

ApGs o recobrimento, as castanhas ja secas foram armazenadas em placa de
Petri juntamente com o controle (amostras ndo revestidas) e incubadas em estufa
com ar circulante Eletrolab® modelo EL101/4 a 50°C com o objetivo de acelerar a
oxidagdo. O periodo de incubacéo foi 14, 21 e 28 dias. Passado a incubagdo, as
castanhas foram retiradas periodicamente da estufa para extracdo do Oleo e
posteriormente foram submetidas a andlise de Cromatografia Gasosa e
Ressonancia Magnética Nuclear para quantificacdo dos acidos graxos majoritarios e

avaliagcdo da oxidacao.

4.6.2 Analise Sensorial

4.6.2.1 Matéria-prima

Os testes sensoriais foram realizados em periodos de armazenamento
diferentes, sendo o primeiro teste realizado com castanhas nédo revestidas controle
(A) e revestidas com pimenta rosa (B) e cravo botéo (C), seguindo o procedimento
de revestimento descrito anteriormente em 4.4. As castanhas foram armazenadas
em sacos plasticos com fechos herméticos e permaneceram em temperatura
ambiente e cinco dias apds o revestimento as amostras foram analisadas. A matéria
prima para o revestimento de melaleuca ndo estava disponivel no primeiro periodo,
portanto foi realizado no segundo periodo de armazenamento, sendo o segundo
teste realizado com castanhas sem revestimento controle (A), com pimenta rosa (B),
com cravo botdo (C) e com acréscimo do revestimento com melaleuca (D). As

amostras foram armazenadas em estufa com ar circulante a 50°C por 30 dias.

4.6.2.2 CondicOes dos Testes Sensoriais

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica para Pesquisa em Seres
Humanos, o qual foi aprovado com o numero do CAAE: 62744316.3.0000.5504
(Anexo D).

O primeiro teste sensorial, apos 5 dias de armazenamento, foi realizado no
Laboratério de Analise Sensorial no Centro de Ciéncias Agrarias/UFSCar Araras em
cabines individuais utilizando luz branca com 35 avaliadores. O segundo, realizado

apos 30 dias, na Embrapa Instrumentacdo da cidade de S&o Carlos com 30
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avaliadores nao treinados. Em ambos os testes cada avaliador recebeu duas
unidades de castanhas de cada tratamento que foram servidas em copinhos
plasticos codificados e uma ficha para o teste de ordenacdo de diferenca e
preferencia das castanhas.

4.6.2.3 Andlise Sensorial de Ordenacdo de Diferenca e
Preferéncia

Foi utilizado o teste de ordenacao de diferenca e preferéncia (ABNT, 1994)
em relacdo a cor (clara-escura), brilho (fraco-forte), aroma doce (menos-mais),
aroma oleoso (menos-mais), sabor doce (menos-mais), sabor oleoso (menos-mais),
crocancia (menos-mais) e dureza (menos-mais) e para ordenacdo de preferéncia
(menos preferida — mais preferida). Todos os atributos foram ordenados em ordem
crescente (figura 6).

ATRIBUTO DESCRICAO DO ATRIBUTO

Favor ordenar as amostras em ordem
COR crescente da cor - +
(mais clara - mais escura)

Favor ordenar as amostras em ordem
BRILHO crescente o brilho - +
(menos brilho - mais brilho)

Favor ordenar as amostras em ordem
AROMADOCE | crescente o aroma doce - +
(menos doce — mais doce)

AROMA Favor ordenar as amostras em ordem
OLEOSO crescente o aroma oleoso - +
(Nenhum — muite oleoso)

Favor ordenar as amostras em ordem
GOSTO DOCE | crescente o sabor doce - +
(menos doce — mais doce)

SAROR Favor ordenar as amostras em ordem
OLEOSO crescente o sattor oleoso - +
(nenhum —muito oleoso)

Favor ordenar as amostras em ordem
CROCANCIA | crescente a crocincia - +
(menos crocante - mais crocante)
Favor ordenar as amostras em ordem
DUREZA crescente 3 dureza - +
(menos dura - mais dura)

Agora, avali#ds amostras de ordena-as em crescente de acordo com sua preferéneia, ou seja, da amostra menos preferida para a mais preferida.
]

Figura 6. Modelo de ficha utilizada no teste de ordenacao de diferenca e preferéncia das castanhas.

4.6.2.4 Analise Estatistica

As interpretacbes dos dados obtidos nos testes de ordenacdo foram
realizadas de acordo com o teste de Friedman (1987) utilizando a Tabela de Newell;
MacFarlane (1987) para verificar se ha ou ndo diferenca significativa entre amostras

em nivel de 5% de significancia (Anexo E).
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4.7 Extracdo do Oleo das Castanhas-do-brasil

De acordo com as retiradas 14, 21 e 28 dias as castanhas foram removidas
da estufa para a extracdo do 6leo, que ocorreu em triplicata para as amostras
revestidas, o controle (ndo revestido e submetido a temperatura) e o padrdo
(castanha nédo revestida e ndo submetida a temperatura). As castanhas foram
moidas manualmente com o auxilio de um moinho de Almofariz e transferidas para
um becker. Dentro da cabine de exaustéo foi adicionado 40mL de Cloroférmio, em
seguida foi coberto com filme plastico para evitar evaporacdo do solvente e deixado
em agitador magnético por 2 horas. Apos o periodo de agitacdo as amostras foram
filtradas a vacuo; a castanha retida no papel filtro foi descartada e a parte liquida que
continha o solvente e o 6leo da castanha permaneceu sob agitacdo constante para
total evaporacao do cloroféormio, restando assim o 6leo puro da castanha, o qual foi

estudado através da Cromatografia Gasosa e Ressonancia Magnética Nuclear.

4.8 Testes Realizados com o Oleo Extraido

4.8.1 Analise de Acidos Graxos em Oleo da Castanha-do-brasil

Para analise do teor de acidos graxos foi submetidos o 6leo de castanha
antes do tratamento térmico (TO) e apds tratamento térmico (T28). Foi desenvolvida
e otimizada uma metodologia de separacdo por cromatografia gasosa (GC) e os
analitos foram quantificados empregando metodologia validada por cromatografia
gasosa acoplada a um detector espectrométrico de massas (GC-MS). A analise foi
realizada em conjunto com o prof. Dr. Stanislau Bogusz Junior no laboratério de
quimica da Universidade de Sdo Paulo - USP Séo Carlos. O 6leo da castanha foi
submetido ao processo de derivatizacdo com trifluoreto de boro em metanol sob
atmosfera de nitrogénio, conforme estabelecido por JOSEPH & ACKMAN (1992)
como seguiu: foram pesados em frasco ambar 25mg de 6leo, apds foram
adicionados 1000uL de Trifluoreto de boro (BF3) em metanol e o frasco foi fechado
com tampa de rosca. Apos a mistura foi aquecido em banho-maria a 100°C por 30
minutos para que ocorresse a derivatizagdo. Em seguida, o frasco de reacao foi
resfriado em &gua corrente e entdo foram adicionados 1000uL de iso-octano. O vial
foi entdo agitado em voértex por 1 minuto seguido da adicdo de 500uL de solugéo
saturada de Cloreto de Sodio (NaCl). A amostra foi agitada por 1 minuto em vortex

e, apos separacdo de fases, transferiu-se 800uL da fase organica para um vial
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ambar. Os FAME (Fatty acid methyl ester) foram separados e quantificados em um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massa quadrupolar, marca
Shimadzu, modelo GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao). O cromatégrafo era dotado
de um auto-injetor, marca Shimadzu, modelo AOC-20i/s (Shimadzu, Kyoto, Japao).
A separacdo dos analitos ocorreu em uma coluna capilar de silica fundida HP5-MS
(30 m x 0,25 pm x 0,25 mm d.i.). Os parametros e condi¢cdes do teste encontra-se

em Anexo F.

4.8.2 Avaliacdo da Oxidacéo Lipidica

Com o objetivo de observar a oxidagcdo da castanha-do-brasil, foram
realizados experimentos, em triplicata, de ressonancia magnética nuclear de H.
Estas andlises foram realizadas em um espectrémetro de RMN Bruker modelo BZN
600’70 ASCEND ™, operando na frequéncia de 600 MHz para o nlcleo H. A
preparacdo das amostras foram realizadas com 500uL de Cloroférmio deuterado e
100pL do o6leo da castanha contendo tragos de Tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna, em tubos de RMN de 5 mm de diametro. Os 6leos submetidos
aos testes sdo referentes a: castanhas ndo revestidas e ndo submetidas a
temperatura de 50°C (Padrdo); castanhas ndo revestidas, mas submetidas a
temperatura de 50°C (Controle); castanhas revestidas contendo a concentracéo

0,5% de 6leo essencial de pimenta rosa, cravo botdo ou melaleuca.

4.9 Acédo Antifungica dos Oleos Essenciais

Os testes in vitro para observar o crescimento micelial do Aspergillus flavus e
a acao inibitéria dos 6leos cravo botdo, pimenta rosa e melaleuca foram realizados
em triplicata.

O meio de cultura Agar Sabouraud Glicose (Oxoid) (Anexo G) foi autoclavado
a 1 atm (121 °C) por 20 minutos e, antes da solidificacdo, a uma temperatura de
aproximadamente 45 °C, foram acrescentados para cada 0leo as concentracdes
0,5, 1 e 1,5%. Apés homogeneizacao, foi vertido em placa de Petri e o controle foi
representado pelo meio de cultura sem adicional de dleo essencial.

Apbs a solidificacdo do meio, com o auxilio de uma agulha bacteriologica o
fungo foi transferido para a placa de Petri através de trés pontos na placa. As placas

inoculadas e os controles foram incubados em estufa a temperatura de 30°C. Apés o
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periodo de 3, 7 e 15 dias, os testes foram retirados da estufa para avaliacdo do
crescimento vegetativo e com uma régua comum foi anotado o diametro das
coldnias.

O célculo para porcentagem de inibicdo foi realizado através da férmula:
Porcentagem de Inibicdo = (C-T)/C x 100 Sendo: C = média do diametro da colbnia

(mm) do controle e T = média do diametro da col6nia (mm) da placa teste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Corpos de Prova

Os filmes obtidos com a solu¢do contendo concentracdo de 4% de zeina e
adicdo de Oleos de pimenta rosa e melaleuca se desprenderam facilmente de suas
bases nas trés concentracdes (0,5, 1 e 1,5%), porém as amostras contendo cravo
botdo nas concentracbes 1 e 1,5% ficaram aderidas a base, por isso foi necessario
modificar a solucao filmogénica para 8% de zeina.

ApGs aumentar a concentracdo de zeina para 8% para as amostras contendo
cravo botao foi possivel remove-las da base.

As figuras 7 A e B sao referentes a peliculas destacadas da base. Para os
trés plastificantes os resultados macroscopicos foram semelhantes. As peliculas

apresentaram-se transparentes, levemente brilhantes e quebradi¢cas ao manuseio.

Figura 7. A e B. Peliculas de zeina contendo 6leo essencial como plastificante.
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5.2 Medida de Angulo de Contato

A partir da média de 5 medidas realizadas nas diferentes formulagfes foram
produzidos diversos gréficos (figura 8 a 16). Para os filmes contendo 8% de zeina e
incorporados com Oleo essencial de cravo observou-se que a capacidade de
absorcdo de agua diminui com o aumento das concentracdes do Oleo, ou seja, €
observado maior angulo com o aumento da concentracdo do 6leo. Para as amostras
contendo 4% de zeina e incorporadas com o 6leo de pimenta rosa, os resultados
indicam uma variacdo muito pequena apenas para concentracao de 1,5%. Os filmes
contendo 4% de zeina e incorporados com Oleo essencial de melaleuca
apresentaram um comportamento contrario aos filmes contendo 6leo de cravo. As
menores concentracdes de 6leo de melaleuca apresentaram maior hidrofobicidade.
Sendo assim, de todos os tratamentos e concentracdes, o 6leo de melaleuca com
concentracdo de 0,5% e 1% apresentaram melhores resultados, uma vez que

busca-se que os filmes tenham caréater hidrofobico.
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Figura 8. Medida de angulo de contato em relagcdo ao tempo. Filmes contendo 8% de zeina e 0,5%
de 6leo essencial de cravo botéo.
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Figura 9. Medida de angulo de contato em relagdo ao tempo. Filmes contendo 8% de zeina, e 1% de
6leo essencial de cravo botéo.
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Figura 10. Medida de angulo de contato em relacdo ao tempo. Filmes contendo 8% de zeina e 1,5%
de 6leo essencial de cravo botéo.
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Figura 11. Medida de angulo de contato em relagdo ao tempo. Filmes contendo 4% de zeina e 0,5%
de 6leo essencial de pimenta rosa.
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Figura 12. Medida de &ngulo de contato em relagdo ao tempo. Filmes contendo 4% de zeina e 1% de
Oleo essencial de pimenta rosa.
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Figura 13. Medida de angulo de contato em relacdo ao tempo. Filmes contendo 4% de zeina e 1,5%
de 6leo essencial de pimenta rosa.
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Oleo essencial de melaleuca.
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Figura 16. Medida de angulo de contato em relacdo ao tempo. Filmes contendo 4% de zeina e 1,5%

de 6leo essencial de melaleuca.

Tihminlioglu et al.

(2010) afirma que a hidrofobicidade de superficie dos

filmes de zeina depende da formulagcdo do mesmo, incluindo concentracéo de zeina,

concentracdo de plastificante e o tipo de plastificante. Em nossos resultados
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podemos observar que a concentracdo de zeina néo interferiu na hidrofobicidade do
material, visto que, filmes com concentracdo 8 e 4% de zeina mostraram-se
hidrofébicos, entretanto a variagdo, dependendo da origem do 6leo, aumentou ou
dimininuiu a hidrofobicidade. Quanto maior a concentracdo de 6leo de cravo ou de
pimenta rosa menos afinidade pela agua o material possui, ja o 6leo de melaleuca
guanto maior a concentracao mais hidrofilico € o material.

Park et al. (2012) desenvolveram filmes multicamadas de polietileno e zeina
incorporados com agentes antioxidantes (timol, carvacrol e eugenol) e
polietilenoglicol como plastificante. Observaram em seus resultados que as peliculas
contendo antioxidantes (independentemente do tipo de agente antioxidante utilizado
a uma concentracdo de 3%); apresentaram melhores propriedades de barreira a
agua quando comparadas as peliculas laminadas com zeina simples.

Os mesmos autores explicam que o timol, o carvacrol e o eugenol (compostos
principais de Oleos essenciais de ocorréncia natural no tomilho, orégano e cravo),
sdo fortemente hidrofébicos e interrompem a penetracdo de moléculas de agua. A
presenca destes componentes deve ser a razdo pela qual o 6leo de cravo
apresentou menor capacidade de absorcdo de agua.

De acordo com Sanchez-Gonzalez et al., (2011a), o mesmo comportamento
foi observado quando os Oleos essenciais (bergamota, limado ou 6leo melaleuca)
foram incorporados em filmes compostos por quitosana e hidroxipropilmetilcelulose.
Eles relataram que os valores de permeabilidade de vapor de agua dos filmes
compostos apresentaram uma diminuicdo com o0 aumento da concentracdo de

agente antioxidante hidrofébico.

5.3 Microscopia de Forca Atdmica (MFA)

Com o auxilio da microscopia foi possivel mapear a superficie do filme de
zeina composto por Oleos essenciais e assim obter imagens da topografia. As
figuras 17 e 18 mostram as imagens topograficas dos filmes contendo 4% de zeina
com 0,5% de 6leos essenciais de melaleuca e pimenta, respectivamente. As figuras
19 mostram as imagens topograficas do filme contendo 8% de zeina com 0,5% de
Oleo essencial de cravo e a figura 19B revela pontos escuros indicativo de orificios.

Todas as imagens mostraram que 0 material apresenta uma matriz continua com
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poucas caracteristicas de superficie, onde os orificios indicaram um possivel
caminho livre para passagem de gases.

73nm
0nm

Figura 17. Imagem de MFA da topografia do fiime contendo 4% de zeina + 0,5% de dleo de
melaleuca. A) imagem 3D e B) imagem 2D.

Figura 18. Imagem de MFA da topografia do filme contendo 4% de zeina + de 0,5% de Oleo de
pimenta rosa. A) imagem 3D e B) imagem 2D.

39.3nm

350

0.15 ym

0.00 pm

Figura 19. Imagem de MFA da topografia do filme contendo 8% de zeina + 0,5% de 6leo de cravo
botéo. A) imagem 3D e B) imagem 2D.
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Portanto, o material contendo 4% de zeina e 0,5% de O6leo essencial de
melaleuca apresentou-se homogéneo e com poucos orificios, sendo estas
caracteristicas responsaveis pela diminuigdo significativa das trocas gasosas. Esse
resultado é condizente com o resultado da medida de angulo de contato, onde o
filme é mais hidrofébico com menores concentracbes do Oleo essencial de
melaleuca na composi¢cao do material.

Por outro lado, o filme contendo 8% de zeina e 0,5% de 6leo essencial de
cravo apresentou-se homogéneo e com muitos orificios, sendo responséavel pelo
aumento das trocas gasosas. Esse resultado condiz com o resultado da medida de
angulo de contato, onde o filme é mais hidrofilico com menores concentracdes do

Oleo essencial de cravo na composicao do material.

5.4 Anédlise Sensorial das Castanhas

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados referentes as castanhas que
foram analisadas apds cinco dias do recobrimento.

Para os resultados (3 amostras e 35 respostas) constatou-se que, para que
haja diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5% de significancia, a
diferenca entre o somatorio de cada par de amostras deve ser igual ou maior que 20
(ABNT, 1994). Os resultados da andlise sensorial mostraram que as castanhas
diferiram nos atributos sensoriais cor, brilho e aroma doce (p<0,05).

Verificou-se que para o atributo cor, a castanha do grupo controle apresentou
cor mais clara e diferenca significativa das demais, cuja coloracédo foi, na avaliacao
de ordenacdo, mais escura. Essa diferenca na coloracdo pode ser justificada pelo
revestimento, ja que as amostras revestidas nao diferem entre si.

Quanto ao brilho, o revestimento contendo pimenta rosa apresentou uma
diferenca significativa comparada ao controle, ou seja, tal revestimento proporciona
um pouco mais de brilho ao produto.

O aroma doce foi significativamente maior para castanha revestida contendo
0leo de cravo na formulacao.

Em relacdo ao aroma oleoso, gosto doce, sabor oleoso, crocancia e textura
nao apresentou diferenca significativa entre os tratamentos e a amostra controle. As

amostras revestidas e sem revestimentos ndao apresentaram diferenca significativa
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no atributo preferéncia, indicando que as castanhas revestidas foram bem aceitas

em relacdo a castanha controle.

Tabela 2. Resultados dos testes de ordenacéo de diferenca e preferéncia das castanhas revestidas e
ndo revestidas no periodo de 5 dias.

Atributos Controle Pimenta Rosa Cravo Botéo
Cor 50a 71b 89b
Brilho 57a 78b 75ab
Aroma doce 53a 65a 92b
Aroma oleoso 76a 64a 70a
Gosto doce 65a 70a 75a
Sabor oleoso 69a 74a 67a
Crocancia 76a 69a 65a
Dureza 78a 69a 63a
Preferéncia 71a 62a 77a

Valores seguidos de letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente (p<0,05). Diferenca
minima = 20.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados referentes as castanhas
analisadas apés 30 dias em armazenagem a 50°C. O aumento da temperatura teve
como objetivo acelerar o processo de rancificacdo da castanha.

Para os resultados (4 amostras e 30 respostas) constatou-se que, para que
haja diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5% de significancia, a
diferenca entre o somatorio de cada par de amostras deve ser igual ou maior que 26
(ABNT, 1994). Os resultados da andlise sensorial mostraram que as castanhas
diferiram nos atributos sensoriais cor e aroma doce (p<0,05).

Para o atributo cor somente a amostra revestida com o cravo diferiu
significativamente das outras amostras, apresentando-se mais escuras. Apos 30
dias o brilho nédo sofreu alteracdo; mostrando que o revestimento ndo causou
alteracdo para essa caracteristica.

O revestimento de cravo para o aroma doce, nao diferiu do aroma da
melaleuca, mas apresentou diferenca significativa comparado ao controle. As duas
outras amostras, pimenta rosa e melaleuca, néo diferiram do controle.

Quanto ao aroma e sabor oleoso as somatdrias foram maiores para o

controle, porém entre as quatro amostras ndo houve diferenca significativa.
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Apoés 30 dias o gosto doce ndo apresentou diferenca significativa entre as
amostras, portanto, o revestimento ndo causa alteracdo significativa no gosto. Em
relacdo a crocancia e dureza nao houve diferenca significativa, dado relevante pois o
revestimento ndo provocou alteracdo para essas duas caracteristicas, quando
comparado a amostras nao revestidas.

Para preferéncia ndo houve diferenca significativa, portanto, as amostras

revestidas sdo bem aceitas tanto quando a amostra néo revestida.

Tabela 3. Somatéria dos atributos sensoriais avaliados no teste sensorial de ordenacgdo de diferenca
e preferéncia das castanhas no periodo de 30 dias a 50°C

. Aroma Aroma Gosto Sabor Croc. Textura
Castanhas Cor Brilho Pref.
doce oleoso doce oleoso

Controle 58b 63a 65b 8la 75a 82a 74a 69a 80a

100a 89a 9l1a 73a ©7a 68a 75a 82a 454

Cravo
89a 65a 70a 6la
Pimenta 66b 68a 64b 67a 78a
68a 75a 71la 68a
Melaleuca 66b  70a 70ab 69a 60a

Valores seguidos de letras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p<0,05). Diferenca
minima = 26.

Observou-se que apos 5 dias o aroma oleoso, sabor oleoso, crocancia,
textura e preferéncia ndo diferiram significativamente e mesmo apdés 30 dias esses
atributos ndo apresentaram alteracdes significativas. Os resultados mostram que o
revestimento ndo causaram modificacdes para essas caracteristicas e que o produto

revestido foi bem aceito pelos julgadores.
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5.5 Analise de Acidos Graxos em Oleo de Castanha-do-brasil

Na tabela 4 encontram-se os resultados quantitativos dos teores de &cidos
graxos para os tratamentos TO (castanhas sem tratamento e ndo submetidas a 50°C
no tempo 0) e T28 (castanhas sem tratamento e submetidas a 50°C por 28 dias).
Como pode ser observado no tratamento T28 houve perdas dos &cidos graxos
C14:0, C16:0, C18:2, C18:1, C18:0 e C20:0.

Tabela 4. Resultados quantitativos expressos em pg mL™ e em variacdo % para os ésteres metilicos
de acidos graxos presentes no 6leo de castanha amostras TO e T28.

Composto TOpug mLt  T28ugmL?t Variacédo %
Miristico C14:0 2,70 2,00 -25,93
Palmitoleico C16:1 4,60 5,15 11,96
Palmitico C16:0 273,32 251,51 -7,98
Linoleico C18:2 935,77 807,34 -13,72
Oleico C18:1 685,60 645,70 -5,82
Esteéarico C18:0 343,17 333,99 -2,68
Araquidénico C20:0 1,87 1,7 9,1

*valores negativos de Variacdo % indicam perdas nas quantidades de acidos graxos com o tempo de
armazenamento, enquanto que valores positivos indicam aumento nas quantidades dos acidos
graxos com o armazenamento.

Portanto, os valores em porcentagem para os acidos graxos encontrados no
Oleo de castanha bruta foram: miristico (0,12%), palmitoleico (0,20%), palmitico
(12,1%), linoleico (41,6%), oleico (30,5%), estearico (15,3%) e araquiddnico (0,08%).
Esses valores sdo coerentes com a literatura e podem ser comparados com 0sS
valores encontrados por Yang (2009) principalmente para os acidos graxos
majoritarios, 42,8 e 29,09% para o linoleico e oleico, respectivamente.

Em geral, entre os 4cidos graxos insaturados, com excecdo do palmitoleico,
pode-se observar que o linoleico teve uma maior perda apés tratamento térmico.
Essa perda dos acidos graxos com o tempo de armazenamento em temperatura
elevada é justificada pelo processo de oxidacdo. A literatura explica que quanto
maior o numero de duplas ligacdes mais susceptivel é o 6leo a degradacgéo oxidativa
(SILVA et al., 1999; Belviso et al., 2017).
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No entanto, foi encontrada uma exce¢do ao comportamento a cima referido,
em que houve o aumento de acido palmitoleico. Provavelmente maiores contetdos
de &cido linoleico foram afetados a esta temperatura elevada, aumentando a
porcentagem de &cido graxo insaturado (Amaral et al., 2006).

5.6 Estudo da Oxidacéo Lipidica por RMN de *H
5.6.1 Anélise dos Oleos Pré-oxidacéo

Como ja relatado os Oleos vegetais sdo compostos por triacilglicerois,
componentes principais dos 0leos. O espectro de RMN de 'H de qualquer 6leo
vegetal comestivel mostra pelo menos nove sinais de intensidade significativa e, em
alguns casos, dez sinais. Estes sinais sdo referentes a protons dos componentes
principais, isto €, dos triglicerideos (GULLEN & RUIZ, 2003).

Tais sinais podem ser observados na figura 20, a qual apresenta 0 espectro
de RMN de 'H para o 6leo da castanha-do-brasil antes da submissao as condi¢cdes
oxidativas (dia 0- Padréo). E indicando acima deste as atribui¢cées dos sinais. O sinal
de numero 1 em 0,9 ppm é referente aos hidrogénios da metila; o nUmero 2, entre
1,4 e 1,2 ppm é referente aos hidrogénios de grupos metilenos das cadeias
alifaticas; o numero 3; entre 1,7 e 1,5 ppm, aos hidrogénios do carbono y do éster; o
namero 4, entre 2,1 e 1,9 ppm, aos hidrogénios ligados aos carbonos [ da dupla
ligacdo entre carbonos; o sinal de niumero 5, entre 2,3 e 2,2 ppm, aos hidrogénios de
carbonos B do éster; o numero 6 é referente aos hidrogénios presentes no acido
linoléico. O sinal 7, entre 4,3 e 4,1 ppm séao referentes aos hidrogénios ligados aos
carbonos do glicerol; o sinal 8 corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono de
éster; e o sinal 9, entre 5,4 e 5,3 aos hidrogénios ligados aos carbonos que formam
duplas ligacdes. Entre 6,4 a 5,7, ao sistema de dienos conjugados. As atribuicdes
dos sinais da figura 22 pode ser visualizado na Tabela 5 (FORATO et al., 2000;
GUILLEN & RUIZ, 2001; COLZATO et al., 2009; COSTA-SINGH et al., 2012).
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2 0 fppm]

Figura 20. Espectro de RMN de tH (600 MHz) do 6leo da castanha-do-brasil, antes da submissao as
condicdes oxidativas (dia 0- Padrao). Os nimeros de 1 a 9 sdo as atribuicdes dos sinais, sendo o

Tetrametilsilano (TMS) como referéncia.

Tabela 5. Atribuicdo dos picos do espectro de H1

Deslocamento  quimico Atribuicio

(ppm)

0,90-0,80 —CH3 grupos acil

1,40-1,15 -(CH,), - grupos acil
1,70-1,50 -OCO-CH,-CH, - grupos acil
2,10-1,90 -CH,-CH=CH- grupos acil
2,35-2,20 -OCO-CH,- grupos acil
2,59-2,43 > CH-OOH- (hidroperéxidos)
2,80-2,70 =HC-CH,-CH=

4,32-4,10 -CH,OCOR- glicerol
5,26-5,20 > CHOCOR

5,40-5,26 -CH=CH- grupos acil

5,705 6,00; 6,13; 6,36

-CH=CH-CH=CH- (sistema de dienos
conjugados)

Fonte: Guillén & Ruiz (2001).

O resultado desta pesquisa para o Oleo de castanha-do-brasil no dia 0-Padrao

€ consistente com a literatura. Colzato et al., (2009), em seus estudos sobre analise

comparativa dos espectros de RMN de 'H de O6leos comestiveis oxidados,

apresentou o espectro de azeite de oliva indicando as atribuicdes dos sinais aos

ndcleos de hidrogénio na estrutura do triglicerideo, como mostra a figura 21.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H do azeite de oliva, mostrando a atribuicdo de sinais na
estrutura dos triacilglicliceréis (COLZATO et al., 2009).

Portanto, o espectro obtido para o 6leo de castanha-do-brasil, sem passar
pelo processo de oxidacdo térmica em estufa é similar ao espectro referente ao
triglicerideo do Oleo de azeite de oliva, nos quais 0s mesmos sinais identificados

estao presentes.

5.6.2 Andlise dos Oleos apds Tratamento Térmico em Estufa

E bem conhecido que ao longo do processo oxidativo ocorrem diferentes
reacoes; € indicado pela literatura que dienos conjugados e hidroperéxidos sao 0s
principais produtos iniciais da reacéo; que resultam da oxidacdo de &acidos graxos
insaturados e demonstraram deslocamentos quimicos nas regides de 6,0 e 8,5 ppm
so espectro de RMN (COLZATO et al., 2011).

Desta forma, buscou-se identificar sinais nestas regides que ao longo do
tempo de oxidacdo alterem a intensidade do sinal. As figuras 22 A e B mostram as
regides de interesse dos espectros de RMN de 'H, dos éleos de castanha-do-brasil
nao revestidas com o filme de zeina. As regifes de 6,6 a 5,5ppm e de 9 a 8ppm sao
atribuidas a dienos conjugados e hidroperoxidos, respectivamente. Pode-se
observar em A e B que o Padrdo, ndo submetido a condi¢cdes de oxidacao,
apresenta sinais de baixa intensidade, ja os sinais observados nos controles séo de
intensidades maiores, indicando que apoés tratamento térmico ocorreu a oxidagao

dos 6leos.
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Controles (castanhas nao revestidas)
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Figura 22. Expansdo do espectro de RMN de !H para os Oleos da castanha-do-brasil sem
revestimento. A, regido de 6,6 a 5,6ppm atribuidos a dienos conjugados e B regido de 9 a 8ppm
atribuidos a hidroperéxidos.
As figuras 23 A e B mostram a expanséo dos espectros de RMN de H, dos
Oleos de castanha-do-brasil ndo revestidas (controle) e revestidas com o filme de
zeina e Oleos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), apds 14 dias de tratamento
térmico em estufa. As regides de 6,6 a 5,5ppm e de 9 a 8ppm sé&o atribuidas a
dienos conjugados e hidroperoxidos, respectivamente. Pode-se observar em A e B
gue houve a formacao dos subprodutos de oxidacdo tanto para o controle quanto
para as amostras revestidas com o filme.
14 Dias
Controle
l ‘
Controle , ., MM ten M’ pienca T_—
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Figura 23. Expanséo do espectro de RMN de 'H para os 6leos da castanha-do-brasil ndo revestidas
(controle) e revestidas com o filme de zeina e 6leos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), apos 14
dias de tratamento térmico em estufa. Em (A), regido de 6,6 a 5,6ppm atribuidos a dienos conjugados
e em (B), regido de 9 a 8ppm atribuidos a hidroperoxidos.
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As figuras 24 A e B mostram a expansdo dos espectros de RMN de H, dos
Oleos de castanha-do-brasil ndo revestidas (controle) e revestidas com o filme de
zeina e Oleos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), ap0s 21 dias de tratamento
térmico em estufa. As regides de 6,6 a 5,5ppm e de 9 a 8ppm sé&o atribuidas a
dienos conjugados e hidroperoxidos, respectivamente. Podemos observar em A e B
que houve a formacao dos subprodutos de oxidacédo tanto para o controle quanto

para as amostras revestidas com o filme.

.
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Figura 24. Expanséo do espectro de RMN de 'H para os 6leos da castanha-do-brasil ndo revestidas
(controle) e revestidas com o filme de zeina e éleos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), apés 21
dias de tratamento térmico em estufa. Em (A), regido de 6,6 a 5,6ppm atribuidos a dienos conjugados
e em (B), regido de 9 a 8ppm atribuidos a hidroperoxidos.
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As figuras 25 A e B mostram a expanséo dos espectros de RMN de *H, dos
oleos de castanha-do-brasil ndo revestidas (controle) e revestidas com o filme de
zeina e 6leos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), apds 28 dias de tratamento
térmico em estufa. As regides de 6,6 a 55ppm e de 9 a 8ppm sdo atribuidas a
dienos conjugados e hidroperoxidos, respectivamente. Podemos observar em A e B
que houve a formacdo dos subprodutos de oxidagédo tanto para o controle quanto

para as amostras revestidas com o filme.
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Figura 25. Expanséo do espectro de RMN de *H para os 6leos da castanha-do-brasil ndo revestidas
(controle) e revestidas com o filme de zeina e 6leos essenciais (melaleuca, cravo e pimenta), apos 28
dias de tratamento térmico em estufa. Em (A), regido de 6,6 a 5,6ppm atribuidos a dienos conjugados
e em (B), regido de 9 a 8ppm atribuidos a hidroperdxidos.

De forma geral, em todas as amostras, os sinais de oxidagdo foram
observados, por isso foi necessario fazer uma analise por integracdo comparativa de
picos.

Foi calculado a integral dos principais picos nas regides de oxidagao (6,6 a
5,6ppm e de 9 a 8ppm), através do software Free TopSpin processing e através da
média foi calculado a porcentagem de inibicdo da oxidacdo através da férmula:
Porcentagem de Inibicdo = (C-T)/C x 100. Onde, C € média das integrais do controle
e T é a média das integrais do teste, sendo o controle representado por castanhas

nao revestidas pelo filme de zeina.
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A figura 26 mostra a taxa de inibi¢do das amostras que foram recobertas com os filmes
de zeina contendo a concentracdo 0,5% dos Oleos de pimenta rosa, melaleuca e cravo.
Podemos observar que o filme contendo 6leo de pimenta rosa foi mais eficaz em 14 dias, cuja
taxa de inibicdo foi de 44%. O filme contendo 6leo de melaleuca foi 0 Unico que inibiu a
oxidagdo em 14, 21 e 28 dias. O filme de zeina contendo dleo de cravo nédo foi eficaz contra a
oxidacdo; os valores negativos significa que a area do teste foi maior comparado a area do

controle.

Porcentagem de Inibicao da Oxidacao
50%

40%

30%

20%

10% 1Io

o : i

14 Dias-0,80% -mﬁu Dias 28 Dias0,80%
10% -15,60%

-20%
mPimenta mMelaleuca m Cravo
Figura 26. Porcentagem de inibi¢cdo da oxidac@o apds 14, 21 e 28 dias. O filme de zeina contendo
Oleo de pimenta rosa apresentou melhor inibicdo da oxidacdo em 14 dias. O filme de zeina contendo

Oleo de melaleuca apresentou inibicdo em 14, 21 e 28 dias. O filme de zeina contendo 6leo de cravo
nao foi eficaz contra a oxidagéo.

Portanto, pode ser observado picos indicativos de oxidacdo nas regides
atribuidas a dienos conjugados e hidroperoxidos, sendo observado tanto nas
castanhas ndo revestidas como também nas castanhas revestidas com os trés
tratamentos (zeina adicionados de 0,5% de 6leos essenciais de melaleuca, cravo e
pimenta). Entretanto, ap0s integracdo dos picos foi observado que os filmes de
zeina contendo a concentracdo de 0,5% de 6leo de pimenta rosa e melaleuca foram

eficazes contra a oxidacao.
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5.7 Acéo Antifungica dos Oleos Esséncias

A partir da média e desvio padrdo dos experimentos realizados em triplicata
da inibicdo do crescimento micelial para Aspergillus flavus, foram feitos os graficos
(Figura 27, 28 e 29).

A porcentagem indicada € a concentracao dos Oleos essenciais incorporados
ao agar Saboraud e as barras representam o desvio padréo referente a cada média
do resultado. Pode ser observado que o Oleo de cravo apresentou a melhor acdo
antifingica, pois inibiu 100% do crescimento micelial. Este tratamento foi
acompanhado ao longo dos dias e a taxa de inibicdo permaneceu em 100%. Para o
Oleo de pimenta rosa a melhor acdo antifingica, de 41%, ocorreu em 3 dias com a
concentracdo de 1,5%. Apds 7 dias as concentracbes de 0,5% e 1% de Oleo de
pimenta favoreceram o crescimento micelial, por isso o valor negativo. O
crescimento micelial prosseguiu e atingiu o tamanho maximo. Para o Oleo de
melaleuca a melhor acdo ocorreu com 1,5%, cujo efeito foi observado apos 15 dias,
ja a concentracdo de 0,5% foi perdendo o efeito com o passar dos dias chegando a

menor taxa de 12% de inibicdo.

Taxa de Inibicido (Cravo Botio)
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Figura 27. Porcentagem de inibicdo para Aspergillu flavus ap6s 3, 7 e 15 dias de incubacgdo para as
trés concentracdes de Oleo essencial de cravo botdo, sendo utilizado o controle positivo sem adicao
de tratamento.
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Taxa de Inibicdo (Pimenta Rosa)
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Figura 28. Porcentagem de inibicao para Aspergillu flavus apos 3, 7 e 15 dias de incubacgéo para as
trés concentracdes de 6leo essencial de pimenta rosa, sendo utilizado o controle positivo sem adi¢éo
de tratamento

Taxa de Inibicao (Melaleuca)
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Figura 29. Porcentagem de inibicdo para Aspergillu flavus ap6s 3, 7 e 15 dias de incubac¢éo para as
trés concentracfes de 6leo essencial de melaleuca, sendo utilizado o controle positivo sem adi¢édo de
tratamento.

Li et al., (2016) afirmam que com concentragdes crescentes, a taxa de morte
celular e a duragdo da fase de atraso de crescimento aumentam de forma
correspondente.
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6 CONCLUSOES

- O odleo de cravo adicionado a solucdo composta por 4% de zeina provocou uma
mudanca na estrutura do material, apresentando uma maior afinidade pela base,
consequentemente n&do se descolou da mesma. Esta aderéncia os substrato pode
ser indicativo de que o material se adsorva bem sobre as castanhas.

- Quanto a hidrofobicidade, quanto maior a concentracdo de 6leo de cravo e de
pimenta rosa mais hidrofobico é o filme, por outro lado quanto maior a concentragéo
de dleo de melaleuca mais hidrofilico é o filme, ou seja, a propriedade hidrofilica ou

hidrofébica depende da composic¢éo do oleo.

- O estudo da topografia de superficie revelou um material homogéneo com
presenca de poros que podem facilitar a passagem de gases e umidade.

- A andlise sensorial mostrou que os revestimentos ndo alteraram a crocancia e a
textura das castanhas. O produto revestido com o material composto por zeina e 0s
trés tipos de 6leos essenciais foram bem aceitos pelos avaliadores.

- A cromatografia gasosa comprovou que 0s acidos graxos majoritario sdo o linoleico
e oleico. Por essa técnica pode ser observado a degradacdo dos acidos graxo apos

28 dias, indicando o processo oxidativo dos 6leos.

- O estudo realizado por RMN com Oleos extraidos das castanhas indicou a
possibilidade de acompanhar a oxidacéo através dos sinais referentes aos sistemas
de dienos conjugados, na regido de 6,0 a 9 ppm. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear mostraram evidéncias comprovando o processo oxidativo tanto
das castanhas revestidas quanto das nao revestidas. Entretanto, por integracdo dos
picos o revestimento contendo pimenta rosa e melaleuca foram eficazes retardando

0 processo de oxidacdo comparado ao controle.

- Quanto a acao antifingica o 6leo de cravo tem acdo fungicida e 6leo de pimenta

rosa tem acgéo fungistatica.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

- Produzir novas formulacdes com diferentes 06leos essenciais e diferentes

concentracoes.

- Revestir castanhas com as novas formulacdes e assim submete-las a oxidacéo

acelerada, para posterior avaliacdo da oxidacao lipidica através de RMN 1H.

- Realizar testes por cromatografia gasosa e acompanhar as variacdes dos acidos

graxos nas amostras tratadas.
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Anexo A — Ficha Técnica Oleo de Pimenta Rosa

O

 DESTILARIA
' BAURU |
. FICHA TECNICA
PRODUTO : OLEO DE PIMENTA ROSA
(NOME CIENTIFICO : SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS )
CAS i L : 8006-82-4
COMPANHIA ........ : DESTILARIA BAURU 7
ORIGEM .................... : BRASIL
LOTE : DBAM-PRSCH 280116
ENVASE : Janeiro 2016
VALIDADE : Janeiro 2018
Propriedades Organolépticas

APARENCIA : Liquido Limpido Amarelo Claro
ODOR : Caracteristico de Spice

Fisico Quimico Propriedades
DENSIDADE (20°C ) : 0,895

INDICE DE REFRACAO (20°C) : 1.490
INDICE DE ACIDEZ ( mg KOH/g) : Maximo 2

ALFA PINENO ( G.C) : 15- 25 % ( Area %)

ARMAZENAGEM : Manter recipiente bem fechado , armazenado em local
fresco e arejado , ao abrigo da luz

PRAZO VALIDADE : Sob condicdes normais de armazenagem : 24 meses ,
ap6s fabricagéo .

EMBALAGEM :Bombonas Plasticas de Polietileno , nas seguintes
capacidades : 05 Lt /25 Lt / 50 Lt / 190 Lt

CRQ 0453779
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Anexo B— Ficha Técnica Oleo de Cravo Botdo

9,

 DESTILARIA
BAURU
, CERTIFICADO DE ANALISE
PRODUTO : OLEO DE CRAVO BOTAO
COMPANIA : DESTILARIA BAURU LTDA
ORIGEM : BRASIL
LOTE ) : DBSNST-CRBT 0316
FABRICACAO : MARCO 2016
VALIDADE : MARCO 2018
Propriedades Organolépticas
APARENCIA : Liquido Limpido, Amarelo Claro ‘a Marrom
ODOR : Caracteristico
Fisico Quimico Propriedades
!JENSIDADE (20° C) : 1,038-1,060 Resultado :( 1,044 )
INDICE_DE REFRACAO (20°C) : 1,525- 1,545 Resultado : ( 1,532)
ROTACAO OPTICA 10 a-3°(Resultado: 0)
INDICE DE ACIDEZ ( mg KOH/g) : Maximo 3
§OLUBILIDADE Alcool 80% : Soltvel até 3 Partes
ALCOOL TOTAL ( EUGENOL ) 1 70% ‘a 90 % ( Resultado : 85,13 % )
CARIOFLIENO ............ooooooooovoeeeee, : Max. 15 (Resultado : 11,00 %)

ARMAZENAGEM : Manter recipiente bem fechado , armazenado em local
fresco e arejado , ao abrigo da luz .

PRAZO VALIDADE : Sob condigées normais de armazenagem : 24 meses
apés fabricacéo .

H

EMBALAGEM :Bombonas Plasticas de Polietileno , nas seguintes
capacidades : 01 Lt / 05 Lt /20 Lt /50 Lt /190 Lt, Net.

Temperatura recomendada para armazenagem : Méaximo 25° C

CRQ - 04403511
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Anexo C — Ficha Técnica Oleo de Melaleuca

O

' DESTILARIA
B

AURU |
T FICHA TECNICA DE PRODUTO

PRODUTO : OLEO DE MELALEUCA ( TEA TREE )
COMPANIA : DESTILARIA BAURU LTDA
ORIGEM : BRASIL
LOTE 3 : DBLFF-MLCN 030316
FABRICACAO : 03/03/2016
VALIDADE : 03/03/2018

Propriedades Organolépticas
APARENCIA : Liquido Limpido, Sem Cor ‘A Amarelo Claro
ODOR : Caracteristico , Picante

Fisico Quimico Propriedades
DENSIDADE (20° C) : 0,890
INDICE DE REFRACAO (20°C) 11,477
ROTACAO OTICA (°) £ 498"
INDICE DE ACIDEZ ( mg KOH/g) : Maximo 2
SOLUBILIDADE Alcool 80% : Insoluvel Agua ,Soluvel Ethanol
TERPINOLENO( G.C) : 3,56% (Area %)
Y- TERPINENO : 19,85 % ( Area %)
TERPINEN-4 -OL (G.C) : 32,50 %( Area %)

ARMAZENAGEM : Manter recipiente bem fechado , armazenado em local
fresco e arejado , ao abrigo da luz

PRAZO VALIDADE : Sob condicées normais de armazenagem : 24 meses ,
apos fabricacéo .

EMBALAGEM :Bombonas Plasticas de Polietileno , nas seguintes
capacidades : 01 LT /05 LT /20 LT /50 LT / 180 LT, NET.

CRQ 0453779
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Anexo E - Valores criticos para comparacao com os modulos das diferencas entre as somas das
ordens do teste de ordenacédo, a 5% de significancia.

~

Ne de . _ n° de amostras ou tratamentos ,
~ julgamentos 3 4 5 6 7 8 2 W 11 1)
5 8 11 14 17 21 24 27 30 34 37
6 9 12 15 19 22 26 30 34 37 42
7 10 13 17 20 24 28 32 36 40 44
8 10 14 18 22 26 30 34 38 43 47
9 10 15 19 23 27 32 36 41 46 50
10 11 15 20 24 29 34 38 43 48 53
11 11 16 21 25 30 35 40 45 51 56
12 12 17 22 27 32 37 42 48 53 58
13 12 18 23 28 33 39 44 50 55 61
14 13 18 24 29 34 40 46 52 Vi 63
15 13 19 24 30 36 42 47 53 59 66
16 14 19 25 51 37 42 49 55 61 67
17 14 20 26 32 38 A4 50 56 63 69
18 15 20 26 32 39 45 51 59 65 71
19 15 21 27 33 40 46 53 60 66 7o
20 15 21 28 34 41 47 54 61 68 75
21 16 22 28 35 42 49 56 63 70 {74
22 16 22 29 36 43 50 57 64 71 79
23 16 23 30 37 44 51 58 65 73 80
24 17 23 30 37 45 52 59 67 74 82
25 17 24 31 38 46 53 61 68 76 84
26 17 24 32 39 46 54 62 70 77 85
27 18 25 32 40 47 55 63 71 79 87
28 18 25 33 40 48 56 64 4 80 89
29 18 26 33 41 49 57 65 73 82 90
30 19 26 34 42 50 58 66 75 83 92
31 19 27 34 42 51 59 67 76 85 93
a2 19 27 35 43 51 60 68 77 85 )
33 20 27 36 44 52 61 70 78 87 96
34 20 28 36 44 53 62 71 79 89 98
35 20 28 37 45 54 63 72 81 90 99
36 20 29 37 46 55 63 73 82 91 100
37 21 29 38 46 55 64 74 83 92 102
38 21 29 38 47 56 65 75 84 94 103
39 21 30 39 48 57 66 76 85 95 105
40 2 30 39 48 57 67 76 86 96 106
41 22 31 40 49 58 68 77 87 97 107
42 22 31 40 49 59 69 78 89 98 109
43 22 31 41 50 60 69 79 89 99 110
44 22 32 41 51 60 70 80 90 101 111
45 23 32 41 51 61 7! 81 91 102 112
46 23 32 42 52 62 72 82 92 103 114
47 23 53 42 52 62 72 83 95 104 115
48 23 33 43 53 63 73 84 94 105 116
49 24 33 43 53 64 74 85 95 106 117
50 24 34 44 54 64 75 85 95 107 118
55 25 35 46 56 67 78 90 101 112 124
60 26 37 48 59 70 82 94 105 117 130
65 27 38 50 61 73 85 97 110 122 135
70 28 40 52 64 76 88 101 114 127 140
75 29 41 53 66 79 91 105 118 131 145
80 30 42 55 68 81 94 108 122 136 150
85 31 44 57 70 84 97 111 125 140 154
90 32 45 58 72 86 100 114 129 144 159
100 34 47 61 76 91 105 121 136 151 167

Fonte: ABNT — NBR 13170, 1994.
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Anexo F - Analise de Acidos Graxos em Oleo de Castanha-do-brasil

cedido por prof. Dr. Stanislau Bogusz Junior

- Condi¢cdes Cromatograficas

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram: injetor a 260 °C, modo
splitless; gas de arraste hélio a 0,6 mL min; rampa de temperatura: 100 °C por 0,5
minutos, com incremento de 3 °C min! até 260 °C, interface a 260 °C e fonte de
ionizacao por elétrons (+70 eV) a 200° C. A identificacdo dos FAME foi realizada
com uso dos seguintes padrfes auténticos de ésteres metilicos de acidos graxos:
C14:0 (miristato de metila), C16:1 (palmitoleato de metila), C16:0 (palmitato de
metila), C18:0 (estearato de metila), C18:1 (oleato de metila), C18:2 (linoleato de
metila), C20:0 (eicosanoato de metila). O padrao interno utilizado nas analises foi o
FAME C23:0 (tricosanoato de metila). Na Tabela 1 podem ser observados os ions
monitorados para cada éster metilico de acido graxo presente na composi¢cdo do
Oleo de Castanha do Para.

Tabela 1. lons monitorados para quantificacdo no modo SIM por GC-MS.

lons monitorados*

Composto QP-SIM
C14:0 (miristato de metila) 74+89+242
C16:1 (palmitoleato de metila) 74 +147+270
C16:0 (palmitato de metila) 74 +221+268
C18:2 (linoleato de metila) 67+93+164+265
C18:1 (oleato de metila) 55+ 93+194+265
C18:0 (estearato de metila) 74+255+298
C20:0 (eicosanoato de metila) 74+175+ 236

* 0 primeiro ion é o que foi utilizado para quantificacdo e os demais para
identificacéo.
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Além disso, para fins de confirmacdo da identidade dos analitos os seus
espectros de massa foram comparados com o0s espectros de massa da biblioteca
NIST 2008 com similaridade minima de 90%.

1. Validacao de metodologia por GC-MS

Para garantir a qualidade dos resultados da analise de FAME por GC-MS, foi
realizada a validacdo analitica do método de analise. Foram avaliados os seguintes
parametros: linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, (ANVISA,
2003).

Para validacéo da linearidade foram construidas trés curvas de calibracdo no
solvente. Os niveis estudados foram 0,5; 1,0; 2,5; 7,5; 15; 25 e 50 ug/mL. A
linearidade do método foi avaliada a partir da equacdo da regressdo linear
determinada pelo método dos minimos quadrados ordinarios. O coeficiente de
correlacdo linear (r) foi usado como parametro para avaliar a adequacao da reta
como modelo mateméatico (ANVISA, 2003).

A estimativa do limite de deteccdo (LD) foi calculada segundo a ANVISA
(2003) pela seguinte equacao:

_ DPa*3
IC

LD

Em que: DPa é a estimativa do desvio padrdo da interceptacao (coeficiente
linear) das curvas construidas em solvente e IC = inclinacdo da curva de calibracéo
(coeficiente angular).

O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado segundo a RE 899/2003 da

ANVISA pela seguinte equacao:
B DPa=10
- IC

La

Em que: DPa é a estimativa do desvio padrdo da interceptacdo (coeficiente
linear) das curvas construidas em solvente e IC = inclinagéo da curva de calibragédo
(coeficiente angular).

Abaixo, na Tabela 2 encontram-se as figuras de mérito obtidas para
Linearidade, limite de deteccéo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) para ésteres

metilicos de acidos graxos em 6leo de Castanha do Para por GC-MS.
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Tabela 2. Linearidade, limite de deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ)
para ésteres metilicos de acidos graxos em 6leo de Castanha do Pard por GC-MS.

Composto r Equacéo LOD LOQ

(ugmL™)  (ug mL)

C14:0 0,9984 y=0,0667x +0,0421 0,08 0,25
Cle:1 0,9984 y =0,012x + 0,01 0,08 0,25
C16:0 0,9934 y = 0,0983x + 0,2066 0,15 0,52
C18:2 0,9973 y =0,0178x + 0,0141 0,10 0,33
Ci8:1 0,9898 y = 0,0147x + 0,0382 0,19 0,64
C18:0 0,9944 y = 0,0557x + 0,0968 0,14 0,47
C20:0 0,9983 y = 0,0497x + 0,0778 0,14 0,47

Referencias

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucédo - Resolugéo - RE n°
899, de 29 de maio de 2003. "Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos"
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Anexo G - Composicao do meio de cultura Agar Sabouraud glicose

g/litro
Peptona.....ccooii 10
DEXIIOS . i 40





