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RESUMO

O pao € um dos principais constituintes da dieta de muitas pessoas em todo o mundo, e
por ser um produto com alta perecibilidade, a deteriorac@o proveniente de microrganismos
resulta em perdas econdmicas expressivas. Com a crescente busca por uma alimentacao
sauddvel, a substituicdao de ingredientes e aditivos sintéticos por compostos naturais, que
apresentem caracteristicas funcionais semelhantes, torna-se uma alternativa para esse es-
tilo de vida. O dleo essencial de orégano (OEO) (Origanum vulgare) é considerado um
antimicrobiano natural por inibir o crescimento de microrganismos, entretanto, 0s com-
postos que conferem essa caracteristica ao 6leo sdao volateis e se degradam facilmente
quando expostos a temperaturas elevadas, sendo a microencapsulacao uma técnica utili-
zada com a finalidade de proteger esses compostos e garantir seus efeitos desejados. Neste
trabalho, o 6leo essencial de orégano foi microencapsulado utilizando 62,5% e 37,5% de
goma ardbica e maltodextrina, respectivamente, como materiais de parede, com a finali-
dade de gerar uma camada protetora ao 6leo, reduzindo sua volatilidade e suscetibilidade
a degradacdo, sendo avaliada a eficiéncia de encapsulacdo e a determinacao das propri-
edades térmicas das microcapsulas. Paes de forma foram produzidos com 0,1%, 0,2% e
0,5% de microcépsulas contendo OEO e comparadas com formulagdo contendo 0,1% e
0,2% do antifingico artificial propionato de cdlcio. Foi realizada a andlise de crescimento
fungico, andlise de textura, volume especifico e andlise sensorial dos paes. Como resul-
tados, obteve-se alta eficiéncia de encapsulagdo do OEO (84,2%), o potencial antiftingico
em paes foi comprovada por andlise visual ao longo de 15 dias, os resultados do perfil
de textura demonstraram maiores variagdes devido ao processo natural de retrogradacao
do amido, enquanto o volume especifico ndo apresentou diferenga significativa entre as
formulacdes. Em relacdo a andlise sensorial dos paes, observou-se que paes com 0,1%
microcapsulas de OEO obtiveram acima de 85% de aceitacdo global.

Palavras-chave: Microencapsulagdo. Oleo Essencial de Orégano. Pies de Forma. Ativi-

dade Antiftingica.



Evaluation of Antifungal Potential of Microcapsules Containing Oregano Essential

Qil in Bread

ABSTRACT

Bread is a major constituent of the diet of many people around the world, and as a prod-
uct with high perishability, spoilage from microorganisms results in significant economic
losses. The growing trend for healthy food, lead the replacement of ingredients and syn-
thetic additives with natural compounds that have similar functional characteristics as an
alternative to this lifestyle. Oregano Essential Oil (Origanum vulgare) is considered a
natural antimicrobial for its qualities in inhibiting microbiological growth, however, the
compounds that confer this quality to the oil are volatile and easily degrade when exposed
to high temperatures. For this reason, the technique of microencapsulation might protect
these compounds and ensure their desired effects. The oregano essential oil was microen-
capsulated using 62.5% and 37.5% of gum arabic and maltodextrin, respectively, as wall
materials, in order to generate a protective oil layer and reduce volatility and suscepti-
bility to degradation. Encapsulation efficiency and thermal properties of microcapsules
were evaluated. Breads were produced with 0.1%, 0.2% and 0.5 % of OEO-containing
microcapsules and were compared with formulation containing 0.1% and 0.2% of artifi-
cial antifungal calcium propionate. Analyses of fungal growth, texture, specific volume
and sensory analysis of the bread samples were performed. High OEO encapsulation ef-
ficiency (84.2%) was obtained and the antifungal potential in the samples was confirmed
by analysis over 15 days. The texture profile analysis showed greater variations due to the
natural process of starch retrogradation, while the specific volume did not show signifi-
cant difference between the formulations. Regarding sensory evaluation of breads, it was
observed that breads with 0.1% of OEO microcapsules obtained above 85% of acceptance

index.

Keywords: Microencapsulation. Oregano Essential Oil. Bread. Antifungal Activity.
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1 INTRODUCAO

A fabricagdo de pao, desde seu primordio exclusivamente artesanal, acompanhou
o desenvolvimento da espécie humana, sendo mencionado no decurso da histéria como
produto de grande importancia para diferentes povos, nas mais diversas regides do mundo.
Tal heranca € evidenciada atualmente com o destaque que a inddstria de produtos panifica-
dos ocupa na alimentacao humana, sendo, atualmente, um dos produtos mais consumidos
internacionalmente (NASCIMENTO et al., 2019).

O intercambio cultural proporcionou aos consumidores que se tornassem cada vez
mais cosmopolitas, com as influéncias das viagens internacionais e do intercambio cul-
tural, resultou numa apreciacdo mais ampla dos diferentes tipos de pao. No entanto, o
consumo em grandes propor¢des evidencia a problemdtica do desperdicio, que, muitas
vezes, é decorrente da acdo microbiana. Estima-se que, somente devido a acdo de fungos,
10% da producdo anual de paes é desperdicada (FREIRE, 2011), resultando em perdas
expressivas ao setor.

Atualmente, o campo da alimentacdo € regulado por consumidores que anseiam
por produtos que contribuam para o equilibrio da satide e valorizacdo do meio ambiente
(PORTILHO; CASTANEDA; CASTRO, 2011). Nesse contexto, a industria alimenticia
investiga a utilizacdo de produtos naturais que conciliem as tendéncias mercadolégicas
com a reducdo de desperdicios, sem se abnegar dos lucros.

O potencial antimicrobiano de 6leos essenciais ¢ amplamente conhecido na litera-
tura (CARDOSO et al., 2019), se tornando uma boa op¢ao para a substituicdo de aditivos
quimicos em alimentos em prol da saudabilidade, visando englobar as tendéncias deseja-
das pelo consumidor para garantir um alimento seguro.

Dada a facilidade de degradacao e volatilidade dos compostos presentes em 6leos
essenciais (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993), o microencapsulamento prévio constitui uma
alternativa interessante de prote¢do desses compostos durante o processamento de pro-
dutos alimenticios, podendo conferir a liberagdo gradual dos componentes que possuem
efeito antimicrobiano (ALMEIDA et al., 2017), sendo o encapsulamento utilizando ato-
mizador (spray dryer) uma técnica relativamente barata e a mais comumente utilizada
para encapsulacdo de ingredientes alimenticios (ZARDO, 2014).

Em vista dos argumentos apresentados, o presente trabalho se propde a analisar o
potencial antiftingico do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) encapsulado em

paes de forma visando compreender a viabilidade em termos tecnoldgicos e sensoriais,



assim como as limitacdes dessa operacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a substitui¢do do conservante artificial
propionato de célcio por microcdpsulas contendo diferentes concentracdes de 6leo essen-

cial de orégano em paes de forma, como agente de acdo antiftingica.

2.2 Objetivos Especificos

e Microencapsular 6leo essencial de orégano, por Spray Dryer, utilizando maltodex-
trina e goma ardbica como materiais de parede;

e Analisar as microcdpsulas geradas quanto a eficiéncia de encapsulamento e propri-
edades térmicas;

e Elaborar pades de forma com 0,1%, 0,2% e 0,5% de microcapsula contendo 6leo
essencial de orégano em substitui¢do a formulagdes contendo 0,1% e 0,2% de pro-
pionato de célcio;

e Realizar andlise sensorial do produto para verificar a aceitacao por parte do consu-
midor;

e Acompanhar visualmente o aparecimento de fungos filamentosos nos paes embala-

dos com diferentes agentes antimicrobianos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panificacao

P3o é um importante constituinte da dieta em muitos paises e € consumido diari-
amente na maior parte do mundo, especialmente pela populacdo ocidental, a exemplo do
Brasil, que apresentou faturamento no setor de 90,1 bilhdes no ano de 2017 (ABIP, 2018).
Por apresentar alta atividade de dgua e, associado a isto, condicdes ideais de pH, tempe-
ratura, umidade elevada no armazenamento e, por muitas vezes, inadequadas condi¢des
de higiene durante a fabricag¢do, o pao é considerado uma mercadoria perecivel, sendo
melhor o seu consumo fresco (BELLO et al., 2007) pela retencdo de todos os atributos
que tinha quando saido do forno.

Produtos de panificacdo servem como uma importante fonte de nutrientes, pro-
porcionando grande parte da ingestdo caldrica necessdria, se tornando um item essencial
na alimentacdo de muitas pessoas (RAVIMANNAN; SEVVEL; SAARUTHARSHAN,
2016). Pelo fato de possuir grande perecibilidade torna-se providencial a utilizacdo de
métodos que visam prolongar a vida de prateleira deste produto. A vida ttil de produtos
de padaria isentos de conservantes e armazenados em condi¢des ambiente € de 3 a 4 dias
(LEGAN, 1993) e a deterioragdo ¢ iniciada, geralmente, pds-processamento. O pao re-
cém saido do forno € isento de mofo ou esporos que possam contaminar a massa devido a
inativagao térmica resultante do forneamento (SANTOS et al., 2015). Ap6s, o pao torna-
se passivel de contaminagdo devido, principalmente, aos esporos de fungos presentes no
ambiente pos-cozimento, durante as operacoes de resfriamento, corte, embalagem ou du-
rante o armazenamento. Estima-se que 1g de farinha contenha em torno de 8000 esporos
de mofo e o nivel de esporos de fungos no ar nas industrias de panificacdo possa variar
entre 100 e 2500 esporos/m?® (SANTOS et al., 2015).

Apesar de essencialmente presente na mesa dos brasileiros, o pao € um produto
altamente perecivel, facilmente contaminado por microrganismos deteriorantes e produ-
tores de toxinas prejudiciais a saude (FREIRE, 2011) e de compostos potencialmente aler-
génicos (GUTIERREZ et al., 2009). O crescimento fingico repele a inten¢cdo de compra
pelo produto, caracterizando-se assim em um problema econdmico para a inddstria.

Em func¢ao do crescente interesse por produtos que retardem o envelhecimento e
a contaminacao de paes, novas tecnologias tém sido desenvolvidas e pesquisadas visando

a reducdo de efeitos indesejdveis do processo de panificacio e de prejuizos a saude do
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consumidor, resultando em melhorias na qualidade do produto final e na diminui¢ido do

desperdicio de alimentos.

3.2 Antimicrobianos Usados em Panificacao

O pao é composto basicamente de farinha de trigo, 4gua, fermento biolégico e
sal (GANDRA et al., 2008). Porém, geralmente, estes ndo sdo os unicos ingredientes
que um pao apresenta, € com o avango da tecnologia a gama de produtos que podem ser
adicionados para melhorar as caracteristicas da massa durante o processamento € bastante
ampla, traduzindo em melhorias de coloracio, textura, aroma e vida ttil dos produtos.

A legislacdo brasileira estabelece a fun¢do dos conservantes em alimentos como
substancias que impedem ou retardam a alteragdo provocada por microrganismos ou enzi-
mas (ANVISA, 1997). A escolha do agente conservante deve ser baseada no seu espectro
antimicrobiano, condi¢des de manuseio, processo, estocagem e propriedades quimicas e
fisicas dos produtos, tendo em vista que ndo se pode empregar conservantes almejando
corrigir falhas ou problemas sanitdrios do processo (BRITO, 2011).

No segmento de aditivos com objetivo conservante em panificacdo, acidos orga-
nicos fracos, como 4cido propidnico e sorbico, sio comumente adicionados como con-
servantes quimicos para suprimir o crescimento de microrganismos indesejados e para
prolongar a vida util dos produtos de panificagdo (AXEL, 2015). Os sais de potdssio, sO-
dio ou célcio sdo preferencialmente utilizados devido a sua maior solubilidade em dgua e
pela sua acdo efetiva no controle de bolores (SEBRAE, 2019). De acordo com a resolugao
04 de 24 de novembro de 1988, o limite maximo de utilizacio de propionato de célcio em
produtos de panificacdo é 0,2% sobre o peso da farinha de trigo utilizada na formulacao
do produto (ANVISA, 1998).

Reduzir a deterioragdo em paes é uma questdo desafiadora em padarias, € mesmo
que vérias solugdes estejam disponiveis, a deterioracdo microbioldgica do pao ainda causa
uma perda de até 20% da producao ao ano (RYAN; BELLO; ARENDT, 2008). Por isso,
atualmente, conservantes sintéticos sao amplamente utilizados nos mais variados produtos
de panificagdo. No geral, a industria utiliza a concentragdo maxima (0,2%) permitida
pela legislacdo de sorbato ou propionato para inibir a atividade fungica, mas isso também
pode alterar as propriedades sensoriais do produto (AXEL, 2015) e, além disso, gerar
efeitos colaterais eventualmente toxicos (PEREIRA et al., 2002). O estudo realizado

por Tiirkoglu (2008) em células de cebola (Allium cepa) revelou que o propionato de
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calcio, propionato de sédio e o propionato de potdssio possuem efeitos cromotdxicos,
pois inibiram a sintese de DNA devido a reducdo da atividade mitética, impossibilitando
que a célula entre em mitose, resultando em anormalidades nas raizes de A. cepa, como
por exemplo, o aparecimento de micronucleos e células binucleadas, o que significa que
estes propionatos induzem quebras cromossomicas.

Sais de propionato, que sdo usados comumente na industria alimentar, comprova-
damente causam irritabilidade, inquietacdo, desatencdo e distirbios do sono em criangas
(DENGATE; RUBEN, 2002). Outro problema € a utilizacdo prolongada de um mesmo
conservante, pois pode acarretar o desenvolvimento de resisténcia a esses produtos quimi-
cos (LEVINSKAITE, 2012). Tendo em vista isso, minimizar as concentragdes desses adi-
tivos adicionados aos alimentos processados reduziria as reagdes adversas (DENGATE;
RUBEN, 2002).

Devido as desvantagens apresentadas referentes ao uso de conservantes quimicos,
evidencia-se uma lacuna a ser explorada por pesquisadores, visando encontrar alternativas
de agentes seguros com o intuito de controlar os microrganismos deteriorantes em paes,
garantindo a satide do consumidor. O uso de conservantes naturais € uma pratica que visa
reduzir o teor ou substituir o uso desses aditivos sintéticos e cria alternativas complemen-
tares aos métodos tradicionais de conservagdo de panificados. As tendéncias na inddstria
de panificacdo incluiram o desejo de alimentos de alta qualidade, que sdo minimamente
processados e ndo contenham conservantes quimicos, aumentando assim o interesse pelo

uso de conservantes naturais (RYAN; BELLO; ARENDT, 2008).

3.3 Antimicrobianos Naturais Usados em Panificacao

Segundo o estudo Brasil Foods Trends 2020 (FIESP, 2010), com base em fatores
de demanda, considerando mudancas no cendrio nacional e mundial e comportamento
de consumidores, as tendéncias em consumo de alimentos sdo: sensorialidade e prazer,
saudabilidade e bem-estar, conveniéncia e praticidade, confiabilidade, sustentabilidade
e ética. A busca por este novo estilo de vida passa primordialmente pela alimentagcao
baseada em produtos saudaveis, que tragam beneficios para a saide. Com isso, uma
grande tendéncia € a preferéncia por alimentos, ingredientes e aditivos naturais (MELO
et al., 2004).

Com o aumento do nimero de pessoas que rejeitam o uso de aditivos sintéticos,

incluindo antioxidantes (DAVIDOVIC et al., 2010), somado a crescente demanda por
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alimentos naturais, as industrias estdo pesquisando novos métodos para a obtencdo de
melhoria das caracteristicas como maciez, textura e maior vida de prateleira dos paes
(GANDRA et al., 2008), geralmente obtidas com a utilizac¢do de aditivos quimicos. Nesse
contexto, visando unir saudabilidade e o uso de coadjuvantes tecnoldgicos naturais, in-
dustrias do ramo de alimentos buscam desenvolver produtos com alta qualidade sensorial
agregando algum diferencial em relag@o a produtos convencionais, como o uso de alterna-
tivas naturais aos aditivos alimentares na prevencao ao crescimento de bactérias e fungos
(BELLETTI et al., 2004).

As propriedades conservativas das plantas € percebida ha séculos, pois uma grande
variedade de ervas e especiarias sdo utilizadas para prolongar a vida util dos alimentos
(DEANS; RITCHIE, 1987). Como alternativa natural pode-se citar os 6leos essenciais e
compostos aromaticos naturais, visto que sdo capazes de reduzir ou controlar a prolife-
racdo de microrganismos e melhorar a vida util de alimentos (LANCIOTTI et al., 2004).
Além disso, muitos compostos naturais trazem efeitos benéficos para a satide do consu-
midor ou possuem valor nutricional importante.

Deans e Ritchie (1987) ao avaliarem a propriedade antibacteriana de cinquenta
Oleos vegetais contra vinte e cinco géneros de bactérias concluiram que a substitui¢do
de aditivos sintéticos por naturais dependerd fundamentalmente da determinagdo de uma
concentracdo ideal. E, segundo Shelef (1984), concentrag¢des entre 0,5% a 1% de especia-
rias sdo normalmente empregadas para real¢car o aroma e sabor em produtos alimenticios.

Debonne et al. (2018) avaliaram a influéncia da adicdo de 6leos naturais de cassis,
cominho preto, tomilho e gérmen de trigo em paes. A influéncia dos 6leos foi testada
nas propriedades de absorcdo de 4gua e amassamento da massa, elasticidade, gelatiniza-
cdo do amido e atividade fungica e foram comparados com uma formulag@o controle sem
6leo. Foi observado um aumento da vida 1til de até 3 dias para o produto elaborado com
6leo natural de gérmen de trigo e 20 dias para o elaborado com 6leo natural de tomilho.
Entretanto, este ultimo apresentou diminui¢do na consisténcia da massa. Rizzello et al.
(2015) quando avaliaram paes com substituicdo de farinha de trigo por farinha de ervilha
observaram semelhante propriedade antiftingica entre as formulacdes contendo farinha de
ervilha e a formulag@o contendo propionato de cdlcio, devido a a¢do antiflingica proveni-
ente das proteinas da ervilha.

Suhr e Nielsen (2003) avaliaram a atividade antifingica de 6leos essenciais ex-
traidos da laranja, sdlvia, louro, canela, cravo, erva-cidreira, mostarda, tomilho e alecrim.

Para isso utilizaram duas metodologias: uma produzindo um meio de cultura dgar a base
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de pao de centeio que foi suplementado com 100 e 250uL de 6leo essencial e fungos de
deterioracdo do pao de centeio inoculados, e outra metodologia na qual o pao de centeio
foi exposto 2 um ambiente fechado contendo 136 e 272uL.~! de 6leo essencial vol4til no
ar, sem contato direto com o pao. O primeiro método demonstrou que o 6leo essencial de
tomilho é o melhor inibidor de crescimento geral, seguido de cravo e canela, enquanto que
pelo método volatil a mostarda e a erva-cidreira foram os 6leos mais eficazes, concluindo
que os efeitos antifiingicos dos 6leos essenciais dependem do método de aplicacao.

ANGELICO et al. (2015) avaliaram, in vitro, a atividade fungitéxica dos extra-
tos de alho, gengibre, orégano, cravo, canela e tomilho sobre o crescimento micelial e
esporulacdo de colonias jovens (7 a 10 dias) dos fungos Aspergillus ochraceus, Penicil-
lium roqueforti, Rhizopus stolonifer, caracteristicos de paes artesanais e como resultados
obtiveram evidéncias no controle do crescimento micelial e esporulacdo dos fungos es-
tudados, sendo o extrato de orégano mais eficiente na inibicdo do A. ochraceus e do P.
roqueforti, pois apresentou baixa contagem de esporos para esses microrganismos.

Kringel (2019) encapsulou 6leo essencial de laranja com ciclodextrinas e avaliou
a atividade antiftingica in vitro contra seis isolados de Aspergillus spp., bem como a ativi-
dade antifungica in sifu do 6leo, na forma livre e encapsulada, em bolos. Como resultados
obteve que o 6leo essencial de laranja aumentou a estabilidade microbiolégica de bolos,
inibindo em 100% o crescimento dos isolados de Aspergillus, atrasando a contaminacao
fingica de 30 para 150 dias em bolos industrializados.

Nesse contexto, pesquisadores ao longo dos anos tém estudado a adi¢ao de com-
postos extraidos de 6leos essenciais de diferentes plantas em alimentos, objetivando a
utilizacdo destes como antimicrobianos (CLEMENTE; AZNAR; NERIN, 2019). A lite-
ratura cientifica na drea da ciéncia e tecnologia de alimentos tem mostrado um enfoque
no estudo do potencial antimicrobiano de dleos essenciais, sendo considerado como um
procedimento natural capaz de prover a extensao da vida util e satisfatéria seguranca mi-
crobioldgica de alimentos (TRAJANO et al., 2009). Ou seja, o universo de produtos
naturais € bastante diversificado e estd em plena expansdo ou permitindo o estudo de
compostos que possam ser adicionados durante processamento como uma tecnologia de
barreira, ou possibilitando substituir produtos artificiais, que possuem limites de utiliza-
cdo restringidos devido ao seu cardter reconhecidamente prejudiciais a saide (MORRIS,
2019).

Problemas crescentes com resisténcia microbiana e um aumento na producao de

alimentos minimamente processados, associados as politicas de imagem verde das indus-
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trias de alimentos estimulam as preocupagdes em oferecer um alimento seguro através da
utilizacdo de conservantes naturais (SUHR; NIELSEN, 2003). E importante ressaltar que
a resolucao nimero 382 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 5 de agosto de
1999, que regulamenta o uso de aditivos alimentares, suas fungdes e limites maximos nao

restringe o uso de condimentos vegetais e especiarias (ANVISA, 1999).

3.3.1 Oleo Essencial de Orégano (OEO)

Oleos essenciais sdo compostos voldteis aromaticos produzidos por diversas plan-
tas e podem ser encontrados em diferentes partes, incluindo raizes, troncos, cascas, cau-
les, folhas, flores e frutas (CUI et al., 2019). Sdo compostos secundarios produzidos pelas
plantas em resposta a fatores estressantes, ou seja, desempenham papel de defesa e, por-
tanto, as condi¢des de crescimento da planta podem afetar o rendimento e o contetido de
6leo essencial (CALO et al., 2015).

O orégano (Origanum vulgare) pertence a familia Lamiaceae, possui mais de 900
espécies ao redor do mundo (KORDALI et al., 2008), € uma erva perene, nativa do medi-
terraneo, que possui grande importancia na culindria, utilizada como agente flavorizante,
sendo o 6leo essencial de orégano (OEQO) reconhecido como seguro pela FDA (HYLD-
GAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Possui diversas propriedades, tais como, antimi-
crobiana (ARAUJO; LONGO, 2016), anti-inflamatoéria, antifingica (ZANANDREA et
al., 2004), antioxidante, herbicida e inseticida (KORDALI et al., 2008).

Dentre os mais de 200 componentes presentes no 6leo essencial de orégano (CAE-
TANO, 2016), destacam-se os constituintes majoritarios timol e carvacrol (FIGUEREDO;
CHALCHAT; PASQUIER, 2006) (Figura 3.1), dois monoterpenos fendlicos aromaticos
grandes responsaveis pelas propriedades antimicrobianas apresentadas pelo OEO (CUI et
al., 2019).

Passarinho et al. (2014) desenvolveram sachés contendo 6leo essencial de orégano,
aplicaram em embalagens contendo paes e avaliaram o crescimento flngico in vitro e in
situ ao longo de quinze dias de andlise. Como resultados, atestaram o efeito antiftingico,
além de observarem redug¢do nas taxas de crescimento de leveduras e bolores no pao fati-
ado, indicando a aplica¢do potencial de sachés produzidos com 6leo essencial de orégano
como um sistema de embalagem antimicrobiana para a preservacgdo de fatias de pao.

Embora tenha a agdo antimicrobiana comprovada, geralmente sdo necessarias con-

centracdes muito maiores dos 6leos essenciais, comparativamente a antimicrobianos arti-
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ficiais, para que se atinja a mesma eficiéncia quando aplicado em alimentos. Aproximada-
mente cem variedades de dleos essenciais sdo utilizados como substincias aromatizantes
e flavorizantes em alimentos (SMITH et al., 2005) e, de acordo com Shelef (1984), a
concentracao utilizada para a manifestacio dos efeitos antimicrobianos dos 6leos essen-
ciais €, geralmente, maior do que a concentracdo utilizada para conferir realce em sabor
e aroma em alimentos. Tendo em vista isso, a técnica de microencapsulamento pode ser

ideal para mascarar o excessivo acréscimo indesejavel em caracteristicas organolépticas.

Figura 3.1: Estrutura do timol e carvacrol, principais constituintes do OEO.

OH

OH

Timol Carvacrol

Fonte: (BOTREL et al., 2015)

3.4 Microencapsulamento

Microencapsulamento € definido como uma tecnologia de empacotamento de subs-
tancias (ALMEIDA et al., 2017), tais como ingredientes alimenticios, enzimas, células,
compostos bioativos, produtos farmacéuticos, entre outros (DESAI; PARK, 2005). As
substincias de interesse sdo revestidas por uma camada polimérica com funcio protetora,
que isolam a substancia ativa do meio externo e evitam os efeitos indesejados da sua ex-
posicdo ao ambiente (ZARDO, 2014). Na industria de alimentos, a microcdpsula, em sua
forma mais simples, consiste em uma pequena esfera do ingrediente, aditivo ou substan-
cia ativa de interesse, compondo o ntcleo interno, que pode apresentar-se nos estados
s6lido, liquido ou gasoso (VENKATESAN et al., 2009) envolta por material encapsulante
comestivel (AZEREDO, 2008), de modo que se forme um sistema semelhante ao modelo
celular, no qual o citoplasma € envolto e protegido por uma membrana que controla a

entrada e saida de material na célula (ZARDO, 2014).
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Segundo Silva et al. (2014), as capsulas sdo classificadas por tamanho em trés
categorias: macro (> 5000 pm), micro (0,2 - 5000 pm) e nano (< 0,2 pm), podendo ser
separadas em dois grupos: microcdpsulas e microesferas. Ou seja, o empacotamento de
moléculas dentro de um ntcleo ou a disper¢do do material incorporado ao encapsulante,

respectivamente. A figura 3.2 representa alguns dos principais modelos de microcdpsulas.

Figura 3.2: Alguns modelos de microcdpsulas. (A): matriz; (B): microcdpsula simples;
(C): irregular; (D): duas paredes; (E): varios ntcleos; (F): agrupamento de microcapsulas

QA) O‘B) O(C)
O(D) e(a O(F)

Fonte: (AZEREDO, 2008)

Relativo aos beneficios de utilizar a técnica de encapsulamento de compostos,
pode-se citar: 1) prote¢do do produto encapsulado aos fatores ambientais (umidade, tem-
peratura, radiacdo e interagdes quimicas com outros compostos); ii) diminui¢do da taxa
de evaporacdo do componente encapsulado, reduzindo a perda do composto para o ambi-
ente em que estd inserido; iii) melhora da solubilidade; iv) liberacdo gradativa do material
do nicleo, sob condic¢des especificas, evitando a perda de compostos durante o proces-
samento; v) mascaramento das caracteristicas organolépticas indesejaveis (AZEREDO,
2008).

Dentre os diversos métodos de microencapsulagdo (Tabela 3.1), deve-se escolher o
que for reprodutivel em escala industrial, e, sobretudo, minimizar a reducdo da atividade
do composto encapsulado (SILVA et al., 2003). Nesse contexto destaca-se o uso do spray
dryer, tecnologia lider em industrias de alimentos devido ao baixo custo e disponibilidade

de equipamentos comparado com outros métodos (ALMEIDA et al., 2017).
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Tabela 3.1: Principais métodos de produgao de microcdpsulas

Métodos Fisicos Métodos Quimicos Métodos Fisico-Quimicos
Spray drying Inclusao Coacervacgao
Spray chilling Polimerizacao Envolvimento por
Cobertura por spray em lipossomas
leito fluidizado Separagdo em fase
Extrusdo organica

Extrusdo centrifuga em
multiplos orificios
Liofilizacao

Fonte: (ZUANON, 2012)

A secagem por spray drying (Figura 3.3), também conhecida como atomizagao,
consiste na transformac¢do de um material fluido em particulas secas (pd), devido a rdpida
perda de umidade da goticula de fluido aspergida por meio de bicos atomizadores, atra-
vés da passagem por um meio de secagem aquecido, resultando em particulas secas que
sao recolhidas no ciclone (ZUANON, 2012). Dentre as varidveis do processo, pode-se
citar as temperaturas de entrada e saida do secador, o tempo de residéncia e a tempera-
tura de alimentacdo, resultando na obtencdo de diferentes formas de material seco que
podem ser obtidas através da secagem (ZARDO, 2014). Spray drying também € utilizado
na inddstria alimentar de forma a assegurar a estabilidade microbiolégica dos produtos,
devido a reducdo da atividade de 4gua do produto (CARVALHO, 2009), além de facilitar
0 manuseio, transporte € armazenamento (BOGER; GEORGETTI; KUROZAWA, 2018).

A tecnologia de microencapsulacdo é bem desenvolvida e aceita nas industrias
farmaceéutica, quimica e cosmética (SILVA et al., 2014). As industrias de alimentos e in-
gredientes foram recentemente reconhecidas como dreas de crescimento potencialmente
significativas para a tecnologia (PEREIRA et al., 2018). A microencapsulagdo tem o po-
tencial de oferecer novas solugdes para entrega e protecao aprimoradas de ingredientes
nos alimentos. H4 um numero crescente de oportunidades na industria de alimentos, em
que maiores demandas estdo sendo feitas sobre a integridade das cdpsulas para fornecer
entrega controlada do material do nicleo no momento e no local mais dispersos (AU-
GUSTIN; SANGUANSRI, 2008).

Referente a composicdo do material que compde a estrutura de parede da mi-
crocdpsula, existe uma ampla variedade de op¢des comestiveis (Tabela 3.2) que podem

ser utilizadas sozinhas ou combinadas, dependendo da técnica de microencapsulacao uti-
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Figura 3.3: Representagcao do processo de encapsulagdo por spray dryer.
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Camara de
secagem
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Fonte: (ZARDO, 2014)

lizada (FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012). A goma ardbica € um agente
encapsulante notavelmente eficaz por causa de sua propriedade coloidal estabilizadora,
produzindo emulsdes estdveis com a maioria dos 6leos em uma ampla faixa de pH e com-
pativel com a maioria dos demais materiais encapsulantes (YANG; XIAO; DING, 2009).
A maioria destes encapsulantes por si s6 ndo possuem propriedades interfaciais necessa-
rias para boa eficiéncia de microencapsulacao e, portanto, sdo frequentemente associados
a outros materiais de encapsulamento, como gomas, proteinas e carboidratos (YOSHII et
al.,2001). Dentre os carboidratos pode-se citar a maltodextrina, que € de grande utilizagao
no processo de secagem por atomizacao devido a suas caracteristicas fisicas, como alta
solubilidade e baixa viscosidade em altas concentragdes de sélidos (GOUBET; QUERE;
VOILLEY, 1998). Destaca-se também a utilizacdo de uma combinacdo de materiais,
a fim de se obter melhores resultados de eficiéncia e rendimento na microencapsulagcdo
(PEREIRA et al., 2018), minimizando a perda de 6leos essenciais volateis. Por exemplo,
Costa et al. (2013) demonstraram ao analisar trés componentes encapsulantes (maltodex-
trina, goma ardbica e amido modificado), em dez combinacdes com propor¢des diferentes
de cada uma, objetivando analisar com qual combinagdo se obtém maior quantidade do
componente de interesse encapsulado, o carvacrol. Como resultado, a médxima concentra-

cdo de carvacrol foi detectada sem a presenca do amido modificado, apenas com 62,5%



de goma ardbica e 37,5% de maltodextrina como agentes encapsulantes.
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Tabela 3.2: Principais agentes encapsulantes utilizados na industria de alimentos.

Carboidratos Celuloses Gomas Lipideos Proteinas

Maltodextrinas  Carboxi metilcelulose Goma arébica Ceras Gluten
Amido Metilcelulose Agar Parafina Caseina
Xarope de milho Etilcelulose Alginato de sédio Triestearina Gelatina
Dextrana Nitrocelulose Carragena Acido estedrico Albumina

Sacarose Acetilcelulose Diglicerideos = Hemoglobina
Ciclodextrinas Monoglicerideos Peptideos
Oleos
Gordura
Fonte: (SOUSA et al., 2015)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das Microcapsulas

Oleo essencial de orégano (marca Quinari, Ponta Grossa) foi adquirido em loja
especializada. Para compor o material de parede se utilizou goma ardbica e maltodex-
trina nas concentragdes de 62,5% e 37,5%, respectivamente, por representarem as con-
centragdes que Costa et al. (2013) indicaram apresentar a maior retengdo do componente
carvacrol encapsulado. As condi¢des do processo foram baseadas em testes prelimina-
res conforme Boger, Georgetti e Kurozawa (2018). Para tanto, o material de parede foi
dissolvido em 500 mL de agua destilada e acrescentado o 6leo essencial de orégano a
solucdo que, posteriormente, foi homogeneizada em Ultra-Turrax (IKA Ultra Turrax®)
digital, modelo T25, Staufen, Alemanha) a 18000 rpm por 5 minutos. A emulsio 6leo-
em-agua resultante foi alimentada na camara de secagem usando uma bomba peristaltica
e bombeada através de um atomizador em escala de laboratério do tipo Mini-Spray-Dryer
(LM MSDi 1.0, LABMAQ, Brasil), com um bico de pulverizacdo com orificio de 0,7
mm de diametro. As temperaturas do ar de entrada e saida do processo foram de 180°C e
105°C, respectivamente, e o fluxo de alimentacdo mantido em 350 mL/h. Também foram

produzidas microcapsulas vazias, sem a adicdo do OEO, como controle.

4.2 Caracterizacao das Microparticulas

4.2.1 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial de orégano foi avaliada através
da determinacdo do 6leo encapsulado e 6leo livre das microparticulas. Para isso, foi
realizada a derivatizacdo do 6leo em ésteres metilicos, para torni-lo volétil e aumentar
sua estabilidade, permitindo sua identificacio utilizando cromatégrafo gasoso (CG-FID,
SHIMADZU, modelo GC-2010 Plus, Quioto, Japao) com detector de ioniza¢cao de chama
acoplado.

O teor total e livre de 6leo essencial de orégano foi determinado através da ex-
tracdo do 6leo reproduzindo metodologia utilizada por (CAMPO, 2018). Para romper o
material de parede das microparticulas, 40 mL de 4cido cloridrico 4 N foram adiciona-

dos em 0,5g de microparticulas e agitados em vortex (IKA®) vortex, modelo VG 3S32,
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Carolina do Norte, EUA) durante 1 minuto. Visando a reten¢cdo do 6leo liberado, 20
mL de hexano foram adicionados e a solu¢do foi agitada em vortex por mais 1 minuto.
A solugdo resultante foi transferida para erlenmeyers e deixadas sob agitacdo em shaker
(CERTOMAT®) shaker, modelo MO II, Alemanha) durante 4 horas para que houvesse a
migracdo do 6leo da amostra para o hexano. Foi realizada a separacao do 6leo em funil
de separagdo e as amostras foram transferidas para um tubo de ensaio, secas em corrente
de nitrogénio e congeladas a — 18°C até o uso.

Para determina¢do do 6leo livre (ndo encapsulado), 20 mL de hexano foram adi-
cionados as microparticulas e agitados em vortex por 1 minuto para o dleo livre migrar
para o solvente. Posteriormente, o solvente contendo o 6leo livre foi separado dos demais
constituintes em um funil de separacio, onde foram feitas lavagens com solu¢do saturada
de NaCl até o hexano ficar com aparéncia limpida. Apds, a amostra foi transferida para
um tubo e seca em corrente de nitrogénio.

A microparticula contendo o leo essencial de orégano foi saponificada utilizando
uma soluc@o metandlica de NaOH 0,5 N. O teor de ésteres metilicos foi identificado atra-
vés de comparagdo do tempo de retengdo com o padrao FAME (FAME MIX Supelco®)
37, Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), que foi utilizado como padrdo externo. Como
padrdo interno, utilizou-se 2,6-dit-butil-p-hidroxitolueno (BHT) a uma concentracdo de
0,5mg/mL. Os ésteres metilicos foram quantificados através de normalizacao de drea. As
injecoes foram realizadas em triplicata e o processamento e aquisi¢ao dos resultados fo-
ram realizados pelo software GC solution.

Foi realizada a comparacdo do tempo de retengdo dos compostos com o FAME

MIX e a eficiéncia de encapsulacdo foi determinada segundo a equagao:

Tf—Tfaq
-4 "I

EE(%) 7

00 4.1)

Onde: Tf (mg/g) é o contetido de dleo total extraido da microparticula e Tfaq

(mg/g) € o conteudo de dleo livre ndo encapsulado.

4.2.2 Propriedades Térmicas

Foram avaliadas as propriedades térmicas das microparticulas de OEO, das micro-

capsulas vazias e do OEO puro com analisador termogravimétrico (Perkin Elmer, modelo
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Pyris 1, Waltham, EUA) (Figura 4.1) sob uma atmosfera de nitrogénio. Em torno de
10-15 mg de amostra foram submetidas a aquecimento de 25°C a 600°C a uma taxa de

20°C/min, e a perda de massa (%) foi avaliada em fun¢ao da temperatura.

Figura 4.1: Analisador termogravimétrico.

Fonte: O Autor

4.3 Producao do Pao

Os paes foram produzidos no Laboratério de Panificagcdo cereais do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos ICTA - UFRGS (Porto Alegre, Brasil), de acordo com
o trabalho de Pinilla, Thys e Brandelli (2019). Foram produzidas cinco formulacdes de
pao, duas contendo o antifingico comercial propionato de célcio, nas concentracdes de
0,1 € 0,2%, isentos de antifingicos naturais, enquanto as outras trés formulag¢des produzi-
das continham somente o 6leo essencial de orégano microencapsulado como componente
antifingico da massa, nas concentragdes de 0,1, 0,2 € 0,5%.

Cada formulacdo continha 500g farinha de trigo (Roseflor alimentos, Caxias do
Sul, Brasil), 15g 6leo vegetal (Klemm Cia, Santa Cruz do Sul, Brasil), 10g fermento
bioldgico (Fleischmann, Petrépolis, Brasil), 10g sal, 25g agtcar e 0,045g acido ascérbico
(Granolab, Araucaria, Brasil). Os ingredientes foram misturados por 15 minutos em mas-

seira (Britinia, Curitiba), cortados em pedacos de 180g, boleados, extrusados (G. Paniz,
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modelo 90334, Brasil) e modelados manualmente. As massas foram dispostas em formas
padrao e colocadas em fermentadora a 30°C, 85% U.R, durante 1 hora. O forneamento
foi realizado em forno (Tedesco ITT150E) a 220°C durante 9 minutos, em seguida os
paes foram retirados do forno e deixados por 1 hora em racks de resfriamento para serem

embalados.

4.3.1 Analise de Crescimento Fingico

A presenca de bolores visiveis na superficie do pao é considerado o ponto critico
de avaliacdo de deterioracdo para os consumidores (PINILLA; THYS; BRANDELLI,
2019). Sendo assim, as amostras de pao contendo propionato de calcio (0,1% e 0,2%) e
6leo essencial de orégano (0,1%, 0,2% e 0,5%) foram monitoradas conforme o método
de desafio ambiente, descrito por Axel et al. (2015), baseado na anélise de crescimento
fingico como porcentagem da area total de cada fatia de pao, ao longo de 15 dias de

armazenamento.

4.3.2 Textura

Para avalia¢do das propriedades de textura do miolo, foram analisadas a coesi-
vidade, elasticidade (mm), firmeza (g), resiliéncia, gomosidade (g) e mastigabilidade
(gf.mmfl) dos paes, utilizando-se texturdmetro (Stable Micro Systems, modelo TA.XT?24i,
Godalming, Reino Unido) (Figura 4.2), de acordo com (AACC, 2000). Para anélise dos

resultados foi utilizado o programa Exponent Lite.
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Figura 4.2: TexturOmetro.

J ¥,

Fonte: O Autor

4.3.3 Volume Especifico

O volume dos paes foi determinada em triplicata, pelo método de deslocamento de
sementes de paingo, conforme (ALMEIDA, 2006) e a massa, utilizando-se balanca semi-
analitica. O volume especifico foi determinado pela relagdo volume/massa e foi expresso
em cm?®/g. A determinacdo do volume especifico dos paes foi realizada em triplicata, 1

hora apds a saida do forno.

(4.2)

(%
ve = —
m

Onde: ve (cm?/m) é o volume especifico, v (cm?) é o volume e m (g) é a massa do

pao.

4.3.4 Analise Sensorial

O teste aplicado para a andlise sensorial foi o de aceitacdo de atributos por escala
hedodnica, sendo conduzido no Laboratdrio de Analise Sensorial do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram avaliados



29

cinco formulag¢des de pao, duas formulagdes contendo o conservante propionato de célcio,
em concentragdes de 0,1 e 0,2% e, também foram testadas duas formulagdes substituindo
o propionato de cdlcio nas mesmas propor¢des para microcdpsulas de dleo essencial de
orégano (0,1 e 0,2%). Além disso, foi avaliada uma terceira formulacido contendo maior
concentracdo de microcédpsula (0,5%), pois por ser um produto natural estimou-se que
fosse necessdria uma quantidade maior para apresentar um efeito semelhante ao produto
sintético.

A avaliacdo sensorial foi realizada por 50 provadores nao treinados, recrutados
entre os alunos e servidores do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da UFRGS, com faixa
etaria variando entre 19 e 40 anos, sendo 35 do sexo feminino e 15 do sexo masculino.
Os testes foram conduzidos em cabines individuais onde os avaliadores receberam uma
amostra de cada uma das cinco formulagdes do produto, cortadas utilizando gabarito, para
obter fatias de igual tamanho, identificadas com um cédigo de trés nimeros aleatdrios, e
uma ficha (Apéndice 1). Foram avaliados os seguintes atributos: aparéncia, cor, aroma,
textura, sabor, sabor residual e aceitagdo global de acordo com a escala hedonica (de 1
- Desgostel muitissimo a 9 - Gostel muitissimo). Para andlise estatistica foi utilizada

ANOVA fator duplo sem repeticdo e teste de Tukey para diferenca das médias.

4.4 Analise Estatistica

Os dados observados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) com nivel
de confianga de 95% (p < 0.05) e teste Tukey usando o software Statistica 13.0 (Statosoft,
USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das Microparticulas

5.1.1 Eficiéncia de Encapsulacao

A obtenc¢do de valores elevados de eficiéncia de encapsulacdo pode ser alcancada
pela escolha correta do método de obtencdo das microcdpsulas (LOPES, 2018), sendo de-
pendente das substancias a serem encapsuladas, das caracteristicas do material de parede,
do componente do nucleo (AUGUSTIN; HEMAR, 2009) e das suas devidas concentra-
coes utilizadas (UMBELINO; ROSSI; CARDELLO, 2009).

As microcédpsulas elaboradas apresentaram alta eficiéncia de encapsulagdo (84,8%),
resultado semelhante ao relatado por Rosa et al. (2019) que utilizaram nanocdpsulas de
zeina contendo 6leo essencial de orégano. Para aplicacio em pades como conservante,
e observaram eficiéncia de encapsulagdo entre 80 e 90%. Os resultados aqui apresenta-
dos foram superiores ao encontrado por Costa et al. (2013) que, ao encapsular OEO com
74,5% de goma arabica, 12,7% de amido modificado e 12,7% de maltodextrina, relatou

eficiéncia de encapsulacao de 77,39%.

5.1.2 Propriedades Térmicas

Através dos resultados gerados pela andlise termogravimétrica (Figura 5.1), observa-
se uma boa estabilidade para o OEO até temperaturas proximas de 100°C e uma ripida
decomposicao até 200°C. Enquanto que, tanto a microcdpsula contendo OEO, quanto a
microcdpsula vazia demonstraram boa estabilidade quando avaliadas sob temperaturas su-
periores a utilizada na producdo dos paes (220°C). Sob temperaturas proximas a 240°C,
em torno de 90% dos componentes das amostras encapsuladas se mantiveram preserva-
dos, fazendo essa técnica uma alternativa recomendada para manutencdo dos compostos
antifingicos presentes no OEO. Laroque et al. (2018), ao desenvolverem filme antimi-
crobiano de acetato de celulose adicionado com carvacrol, constataram a diminui¢ao da
estabilidade térmica com o aumento da concentracao, e relacionaram a degradacgdo do car-
vacrol a temperaturas proximas de 200°C, indicando que o carvacrol possui a capacidade
de interagir a nivel molecular formando liga¢gdes de hidrogénio com o polimero da estru-

tura, ao se intercalar entre as cadeias de acetato de celulose e, consequentemente, reduzir
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a interacdo polimero-polimero, diminuindo o ponto de ebulicdo desse componente, que,
em condi¢des normais, € igual a 238°C (ARFA et al., 2006).

Bolzan et al. (2015) também realizaram a andlise termogravimétrica do OEO e
obtiveram resultados que apontam que a primeira variacdo de massa ocorre em 75°C,
aonde sdo liberados os compostos mais volateis, representando 20% do peso total do
6leo. A maior variacdo de massa ocorre a 100°C, e a queima total do 6leo ocorreu a
177°C. Portanto, esses resultados comprovam a importancia de encapsular o OEO quando

exposto em condigdes tais como a temperatura de forneamento dos paes.

Figura 5.1: Andlise térmica.(A): Microcdpsula vazia ; (B): Microcdpsula contendo OEO;
(C): OEO

Weght % (%)

191 100 200 300 600 700 800

400 500
Tempesature (*C)

Fonte: O Autor

5.2 Caracterizaciao do Pao

5.2.1 Analise de Crescimento Fingico

O crescimento flingico é dependente de diversas varidveis, entre elas as condicdes

ambientais, como temperatura e umidade, além de condi¢des inerentes ao processamento,
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representada pelas boas praticas de fabricacio. O método escolhido para a andlise de
crescimento fingico torna possivel a comparacao visual entre as formula¢des produzidas
sob mesmas condi¢cdes ambientais e de processamento. Existem varios métodos descritos
na literatura visando mensurar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais, porém, a
auséncia de métodos padronizados dificulta a comparagdo entre os estudos e inviabiliza a
sua reprodutibilidade (NASCIMENTO et al., 2007).

Ainda que o mecanismo de acdo dos dleos essenciais ndo tenha sido completa-
mente elucidado, acredita-se que devido a hidrofobicidade haja interagdo com a fracao
lipidica da membrana celular de microrganismos, tornando-as mais permeaveis, resul-
tando em vazamento de fons e dificultando o transporte de substincias importantes para
as células, ocasionando a morte celular (BURT, 2004).

Tendo em vista isso, importa, portanto, observar graficamente que, com a utiliza-
cdo de 0,2% de propionato de cdlcio (Figura 5.2-A) obteve-se os melhores resultados, pois
as fatias de pdes permaneceram isentas de crescimento flingico (drea branca do gréfico)
até o sétimo dia de andlise, onde 2 fatias apresentaram até 10% de crescimento flingico
(4rea com listras verticais do gréfico). Ao nono dia de andlise 2 fatias apresentaram de
10 a 24% de bolores (4rea em cinza do grafico) e somente no décimo terceiro dia surgiu
uma fatia com mais de 50% de bolores (4drea em preto do grifico). Apds 15 dias de anélise
ainda haviam 2 fatias contendo quantidade inferior a 10% de crescimento flingico, 3 fatias
apresentavam de 10 a 24%, outras 3 fatias apresentavam de 24 a 50% (area com listras
horizontais do grafico) e 4 fatias apresentavam mais de 50% de crescimento flingico.

Em relagdo a concentracdo reduzida (0,1%) de propionato de célcio (Figura 5.2-
B), observa-se o aparecimento de bolor na primeira fatia no quarto dia de anélise e, no
décimo terceiro dia, todas as fatias ja apresentavam quantidade superior a 50% de bolores,
sendo este resultado superior quando comparado a formulag¢do contendo 0,1% de micro-
capsula de OEO (Figura 5.2-D) que no décimo dia de andlise ja possuia todas as fatias
cobertas por bolores.

Quando comparamos 0,1% de microcapsula contendo OEO (Figura 5.2-D) com
0,2% de microcapsula contendo OEO (Figura 5.2-C), tem-se melhores resultados anti-
fingicos para a formulagdo com maior concentragdo de OEO, entretanto, ambas apre-
sentaram eficiéncia menor quando comparadas a 0,1% de propionato de cdlcio (Figura

5.2-B).
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Figura 5.2: Gréficos gerados através do acompanhamento visual do aparecimento de bo-
lores em 12 fatias de pao contendo propionato de célcio ou OEO microencapsulado como
agente de conservacao.

Formulagdes com 0,2% (A) e 0,1% (B) de Formulagdes com 0,2% (C)e 0,1% (D) de
Propionato de Calcio microcapsulas de OEO

A &

Cuantidade de Fatias
Quantidade de Fatias

Quantidade de Fatias
Quantidade de Fatias

Area branca: isento de bolores; Area hachurada vertical: < 10% de bolores; Area cinza
sélida: entre 10 a 24% de bolores; Area hachurada horizontal: entre 25 a 49% de bolores;
Area preta: > que 50% de bolores.

Referente a formulagdo de 0,5% de microcapsula contendo OEO (Figura 5.3),
houve evidenciada atividade antiftingica, pois conseguiu alongar até o ultimo dia de an4-
lise o aparecimento de menos de 50% de bolores em pelo menos uma fatia, resultado

superior, portanto, quando comparado a menor concentragdo de aditivo sintético.

Figura 5.3: Formulagdao com 0,5% de microcdpsula contendo OEO.

12

10

Quantidade de Fatias

Dias
Area branca: isento de bolores; Area hachurada vertical: < 10% de bolores; Area cinza
sélida: entre 10 a 24% de bolores; Area hachurada horizontal: entre 25 a 49% de bolores:;
Area preta: > que 50% de bolores.
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Visando a validacao do efeito antifiingico do dleo essencial de orégano, necessita-
se deter o conhecimento que cinge as particularidades do 6leo a ser testado. Fatores
como clima, solo, adubag¢ao, uso de agrotéxicos, irrigacdo, técnica de extracdo e tratos
culturais fornecem as caracteristicas finais do 6leo essencial, resultando em alteracdes na
atividade antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007). Como evidenciado por Silva et al.
(2010), que analisaram 5 marcas comerciais de 6leos essenciais de orégano provenientes
de diferentes partes do mundo e observaram a atividade antimicrobiana potencializada em
OEO provenientes da regiao do Mediterraneo.

E necessario a padronizagio das condi¢des de cultivo e extragio do OEO, para
elucidar a verdadeira atividade bioldgica, bem como fazer uma comparagdo direta en-
tre os exemplares de OEO disponiveis comercialmente. Sabe-se que a eficacia da agdo
antimicrobiana de OEO varia conforme a concentracao de timol e carvacrol, e estes sao
dependentes de fatores abidticos (NASCIMENTO et al., 2007). Ainda, Chorianopou-
los et al. (2004) aduzem que presenca de alguns componentes presentes no OEO, em
concentragdes menores, podem provocar reagdes antagdnicas ou sinérgicas para o efeito
antimicrobiano, por isso, torna-se fundamental conhecer o perfil do OEO utilizado para
obter os resultados desejados frente a inibicdo microbiana.

A figura 5.4 traz uma comparacao entre as fatias de pao contendo as trés diferentes
concentracdes de microcapsulas de OEQ, apds 7 dias de andlise, sendo possivel notar que,
com o aumento da concentracdo do antifiingico natural, houve resposta proporcional no

crescimento de bolores, ou seja, foi atestada a inibicao.

Figura 5.4: Fatias de paes elaborados com 0,1% (A), 0,2% (B) e 0,5% (C) de microcap-
sulas de OEQ, ap6s 7 dias. }

N A s

Fonte: O Autor

A figura 5.5 ilustra a comparagdo realizada entre fatias dos paes com diferentes
concentracdes de microcdpsula de OEO e de propionato de cdlcio. Pode-se perceber que,
a figura elucida o que foi observado na metodologia empregada, sendo a concentragcdo de

0,5% de microcédpsula de OEO um intermedidrio entre as duas formula¢des com aditivo



35

sintético.

Figura 5.5: Fatias de paes elaborados com 0,5% de microcdpsulas de OEO (A), 0,1% de
propionato de calcio (B) e 0,2% de propionato de célcio (C), apds 7 dias.
N o INTHETRN

,,,,,,

Pereira et al. (2006) avaliaram os efeitos inibitérios de cinco dleos essenciais, den-
tre eles o0 OEO, nas concentragdes de 500, 1000, 1500 e 2000 mg/mL sobre o desenvol-
vimento de alguns fungos comuns em produtos de panificacdo, tais como o Fusarium
sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus. O meio contendo as
diferentes concentracdes dos 6leos essenciais foi vertido em placas de Petri e o in6culo
transferido para o centro das placas. A incubagdo ocorreu com temperatura de 25°C, e
fotoperiodo de 12 horas, durante 7 dias. Apds este periodo de desenvolvimento foram
efetuadas medigOes ortogonais do didmetro das coldnias tendo como referéncia o desen-
volvimento da placa controle contendo apenas os fungos desenvolvendo sob o meio de
cultura sem adi¢do dos Oleos essenciais. Concluiram que o OEO inibiu o desenvolvi-
mento dos fungos testados em todas as concentragdes exceto o fungo A. niger que teve o

seu desenvolvimento micelial inibido a partir da concentracdao de 1000 mg/mL.

5.2.2 Textura

O tamanho das microcdpsulas afeta a textura. Sendo assim, a adicao de particulas
grandes (> 50 pm) € indesejavel na maioria dos casos (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007).
Homayouni et al. (2007), ao encapsularem probidticos com alginato de cdlcio, consta-
taram que o tamanho da esfera encapsulada em menos de 100 pm seria vantajoso para
manutencdo de textura e permitiria adi¢do dessas microcdpsulas em um grande nimero
de alimentos. Determinar o perfil de textura é importante em avaliacdes de consisténcia

e estabilidade, pois fornece informagdes sobre a estrutura do produto (SHOEMAKER et
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al., 1992).

A tabela 5.1 apresenta os valores de coesividade do miolo das fatias de pao avalia-
das. Pode-se perceber a manutencdo da coesividade entre as formulagcdes até o quarto dia
de andlise e, além disso, uma diminui¢do desse parametro com o tempo de estocagem.

Coesividade € a extensdo ao qual um material pode ser deformado antes da rup-
tura (SILVA et al., 2009) e indica o quanto a massa estd unida, ligada, e como a massa
ird aderir em uma superficie de contato, por exemplo (AQUINO, 2012). A manutencio
da coesividade em derivados de trigo estd relacionada principalmente as interacdes mole-
culares dos componentes, principalmente pontes de hidrogénio (ESTELLER; LANNES,
2005).

Tabela 5.1: Parametro de coesividade dos paes avaliados.

dia 0 dia 4 dia 8 dia 14
0.1% PROP 0,90+0,054@ 0,69+0,0652 0,5540,1358:4 0,63+0,0152
0.2% PROP 0,914-0,024: 0,64+0,035:2 0,55+0,1284 0,61+0,0154
0.1% OEO 0,914-0,034:4 0,6340,035:4 0,54+0,03¢ 0,50+0,02¢?
0.2% OEO 0,924-0,014:2 0,7440,015 0,62+0,01¢ 0,58+0,03¢@
0.5% OEO 0,94+0,084@ 0,70+0,045:2 0,5740,025:2 0,57+0,018@

Letras iguais ndo diferem estatisticamente.
?Letras maidsculas representam comparacdo entre os dias de avaliagdo.
3Letras mindsculas representam comparagio entre as formulagdes.

A tabela 5.2 apresenta os valores de elasticidade (mm) do miolo das fatias dos paes
elaborados. Houve alterag@o significativa nos valores de elasticidade apenas para as for-
mulacdes contendo OEO ao longo dos dias de andlise, no entanto, entre as formulagdes,
nao houve diferencgas significativas.

A elasticidade € uma propriedade importante em massa de pao, porque € conside-
rada um requisito para reter os gases formados pela fermentacao (AQUINO, 2012). Com
o decorrer da vida util dos produtos de panificacdo, tem-se, normalmente, uma redugao
da elasticidade (ESTELLER; LANNES, 2005).

Arfa et al. (2007) relataram que o carvacrol pode interagir com a molécula de
proteina através de ligacOes ndo covalentes, como ligacdes hidrofébicas, considerando
o cardter hidrofébico desse composto aromatico, e Gallina et al. (2008) relataram que a
elasticidade € dependente da estrutura e do arranjo entre as moléculas de proteinas, sendo
que estes rearranjos sao evidenciados durante a estocagem, ou seja, essa interacao € capaz
de justificar a diferenca resultante da adicao de microcdpsulas de OEO constatada entre

os dias de anélise.
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Tabela 5.2: Parametro de elasticidade (mm) dos paes avaliados.
dia 0 dia 4 dia 8 dia 14
0.1% PROP 1,1540,014¢ 1,2140,054¢  1,134+0,014¢  1,2240,024¢
0.2% PROP 1,1240,014 1,200,014 1,0840,094*  1,204:0,00*¢
0.1% OEO 1,1240,025¢ 1,1840,014¢  1,0940,00%¢  1,1440,015?
0.2% OEO 1,1540,0248¢  12340,014¢  1,134+0,01%¢  1,2140,014
0.5% OEO 1,1740,0348e  1,2240,004¢  1,11£0,00%¢  1,2240,014

*Letras iguais ndo diferem estatisticamente.
SLetras maitisculas representam comparacdo entre os dias de avaliacdo.
®Letras mindsculas representam comparacdo entre as formulacdes.

A tabela 5.3 fornece os resultados de firmeza (g) dos paes, ou seja, a forca apli-
cada para proporcionar deformacio ou rompimento da amostra, sendo relacionada com
a formulacdo do pao (ESTELLER; LANNES, 2005). Observa-se que a adicdo de mi-
crocdpsulas conferiram maior firmeza ao pao, onde quanto maior foi o acréscimo na for-
mulagdo, maior a firmeza do pdo. Também evidenciou-se que a medida que o tempo de
armazenamento aumentou, a firmeza dos pdes aumentaram gradativamente. O aumento
da firmeza durante a estocagem normalmente ocorre em paes devido a retrogradacao do
amido, desnaturagdo das proteinas e redugdo da dgua na massa apds a cocg¢do (ESTEL-
LER; AMARAL; LANNES, 2004).

PEREIRA (1998) ao analisar o perfil de textura em paes de queijo afirmou que
o envelhecimento é ocasionado pelo rearranjo das moléculas de amido devido a forma-
cdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias adjacentes dos grupos hidroxilas. Visto
que Laroque et al. (2018) constataram a capacidade do carvacrol em formar ligagdes de
hidrogénio, pode-se inferir que esse componente, assim como os demais componentes
presentes no OEO que possuem anel aromético e grupos fendlicos hidrofilicos, sdo capa-
zes de formar pontes de hidrogénio (BOLZAN et al., 2015), afetando a textura dos paes
e a vida de prateleira dos produtos de panificacdo, provocando endurecimento e resseca-
mento dos mesmos, e, consequentemente, influenciando nos resultados de gomosidade e

mastigabilidade.
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Tabela 5.3: Parametro de firmeza (g) dos paes avaliados.

dia 0 dia 4 dia 8 dia 14
0.1% PROP  1101,4+7,8%  2727,24130,0%% 3359,5+318,05¢  4174,5+10,6"¢
0.2% PROP  808,14+46,399%  2294,94-249,7890  3281,84:10,748%  3779,84:456,84:>
0.1% OEO  622,4414,6P° 2088,5+4,3¢0  2669,8+195,45%  4428,6+375,84ab
0.2% OEO  970,3+£57,4P2  2661,7497,79%  4063,44222,7%¢  5227,94+171,24:9
0.5% OEO  1034,04+81,2P:9%  2781,14£196,8%%  4229,3+134,089  5469,94150,34¢

"Letras iguais ndo diferem estatisticamente.
8Letras maidsculas representam comparacdo entre os dias de avaliagio.
9Letras mindsculas representam comparacio entre as formulacdes.

Resiliéncia ¢ uma medida de quao bem um produto luta para recuperar sua posi¢ao
original apds aplicada uma for¢a (TRINH; GLASGOW et al., 2012). A tabela 5.4 fornece
os resultados de resili€éncia dos pdes, a qual pode-se observar que até o oitavo dia de
andlise ndo houve diferenca significativa entre as formulacdes e, ao longo da andlise,
houve diferenca significativa entre os dias avaliados.

Durante o processamento e armazenamento dos paes, as mudancas ocorridas na
estrutura do amido influenciam profundamente as suas propriedades funcionais e fisi-
ologicas (COLONNA; LELOUP; BULEON, 1992). A principal mudanca que ocorre
durante o armazenamento é devido a retrogradacdo do amido, fendbmeno no qual as mo-
léculas do amido vao perdendo energia e as ligacdes de hidrogénio tornam-se mais fortes
(ABATTI; JUNIOR, 201 1), e, como a resiliéncia mede a resposta da massa apds a com-
pressdo, o produto retrogradado apresenta menor resiliéncia, pois as cadeias de amilose
estdo mais disponiveis para se rearranjarem durante o armazenamento do alimento, re-
sultando em perda de dgua do sistema e endurecimento do produto final (MUNHOZ;

WEBER; CHANG, 2004).

Tabela 5.4: Pardmetro de resiliéncia dos paes avaliados.

dia 0 dia 4 dia 8 dia 14
0.1% PROP  0,23+£0,014¢  0,10£0,01%2  0,07£0,01¢¢ 0,08+0,00¢?
0.2% PROP  0,26+0,014¢  0,10+0,01%¢  0,08+0,01%¢  0,09+0,007
0.1% OEO  027+0,10%¢  0,1140,005¢  0,08+0,007*  0,10+0,00%*
0.2% OEO  0,24+0,024¢  0,1140,005¢  0,08+£0,01%¢  0,0940,0052
0.5% OEO  0,24+0,004¢  0,10+0,00%¢  0,07+£0,00%¢  0,08+0,00¢"

10 etras iguais ndo diferem estatisticamente.
Letras maidsculas representam comparagio entre os dias de avaliagio.

12Letras mintisculas representam comparacio entre as formulagdes.
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Gomosidade se traduz como a energia requerida para desintegrar um alimento até
estar pronto para degluticio (TUNCEL et al., 2014), relacionando a firmeza com a coesi-
vidade. A tabela 5.5 fornece os resultados de gomosidade (g) dos paes. Pode-se observar
que, como esperado devido aos valores de firmeza, a gomosidade também aumentou ao
longo dos dias de andlise e, de maneira geral, as maiores concentracdes de OEO propor-

cionaram maiores valores de gomosidade.

Tabela 5.5: Parametro de gomosidade (g) dos paes avaliados.
dia 0 dia 4 dia 8 dia 14
0.1% PROP  996,14+54,65% 1904,44+71,145  1849,74631,645  2625,74+16,34°
0.2% PROP  739,0426,25%  1474,3+£102,94  1807,24£747,24¢  2310,3+288,94
0.1% OEO  566,4429,4%%  1320,5453,75" 1452,1+£55,28@ 2269,34:57,34°
0.2% OEO  889,4466,07% 1969,6+161,2%¢  2607,44-65,85 3047,6465,94¢
0.5% OEO  965,549,5%¢  1946,8433,05¢ 2303,4481,3%¢  3243,54233,04¢

3Letras iguais ndo diferem estatisticamente.
!4Letras maidsculas representam comparagio entre os dias de avaliagio.
ISLetras mindsculas representam comparacio entre as formulagdes.

Carr et al. (2006) define a mastigabilidade como a forca necessdria para desintegrar
um alimento sélido até ficar pronto para ser engolido. A tabela 5.6 fornece os resultados
de mastigabilidade (gf.mm~!) dos pdes, na qual, assim como o parAmetro gomosidade,
pode-se observar que houve diferenca estatistica ao longos dos dias de anélise e, também,

entre as formulagdes, influenciadas pelo aumento na firmeza dos paes.

Tabela 5.6: ParAmetro de mastigabilidade (gf. mm™~!) dos pdes avaliados.

dia O dia 4 dia 8 dia 14

0.1% PROP  1148,04+75,95% 2313,2+192,948¢ 2083,44+732,645¢ 3199,5+68 4420
0.2% PROP  830,4424,9%%  1765,24+112,4%%  1950,74969,15¢  2776,24+344,24?
0.1% OEO  6372447,1¢¢  1563,1£71,15° 1585,4463,9%%  2590,84-100,04:2
0.2% OEO  1024,9491,3¢9 24029417525  2935,5+0,6%%  3693,34+126,94
0.5% OEO  1130,4444,2¢¢ 23750433459 2558 54+8995¢  3972,84257,94

16 etras iguais ndo diferem estatisticamente.
"Letras maidsculas representam comparacdo entre os dias de avaliagdo.
18etras mintsculas representam comparacio entre as formulagdes.

De maneira geral, percebe-se que a adi¢do de microcdpsulas de OEO em paes in-
fluenciaram nos parametros de textura avaliados devido as interacdes deste componente
com o alimento. Entretanto, pode-se afirmar que os resultados obtidos na determinagao

do perfil de textura ndo sdo agentes limitadores para a aplicagdo das microcédpsulas de
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OEO em pées de forma, visto que, majoritariamente, houveram diferengas significati-
vas entre os dias de avaliacdo devido ao processo natural de retrogradacdo em produtos
de panificacdo, enquanto as diferencas significativas entre as formulagdes foram menos

recorrentes.

5.2.3 Volume Especifico

Os valores de volume especifico, massa e volume dos paes representam a relacdo
entre o teor de s6lidos e a fracdo de ar existente na massa assada (ESTELLER; LANNES,
2005). Quando avaliados esses parametros (Tabela 5.7), as amostras ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p > 0,05), demonstrando que a adi¢do das microcapsulas
de OEO néo influenciaram nestes fatores.

Tabela 5.7: Valores de volume, massa e volume especifico dos pées.

Volume (cm?) Massa () Volume Especifico (cm3.g™)
0.1% PROP 420,0%£2,0° 166,47+0,73° 2,53+0,037
0.2% PROP 413,3£5,7° 167,07+1,84° 2,47+0,03°
0.1% OEO 413,3+5,0° 167,43+0,98° 2,47+0,027
0.2% OEO 420,0£3,0° 169,75+0,68° 2,47+0,037
0.5% OEO 413,3+5,7¢ 167,96+0,96° 2,46+0,04¢

Pl etras iguais ndo diferem estatisticamente.

5.2.4 Andlise Sensorial

Na tabela 5.8 estdo apresentados os resultados de aceitacdo dos atributos aparén-

cia, cor, odor, sabor, sabor residual, textura e aceitacdo global dos pées elaborados.
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Tabela 5.8: Média dos atributos avaliados

Atributo 0,1% PROP 0,2% PROP 0,1% OEO 0,2% OEO 0,5% OEO

Aparéncia 8,2+0,8° 8,1+0,7° 8,4+0,6° 830,77 8,2+0,6°
Cor 8,3+0,9° 8,3+0,8° 8,4+0,8° 8,4%0,77 8,3+0,8°
Odor 8,0£1,2° 7,6%1,2° 7,6£12° 7,7£0,9° 6,9+14°
Sabor 8,1£1,0° 7,9+1,1° 7,8£1,0° 7,8+11° 64+£1,3°

Sabor Residual 7,9+1,2° 7,6%£14°  71+£13° 73%14° 59+16°
Textura 7,9£1,0° 7,7£1,3° 8,0£1,0° 8,0+1,1* 7,8+£12°

Aceitagdo Global  8,1+0,8° 7,8£1,0° 7,7£1,0° 7,6+09° 6,6+1,4°

“U etras iguais ndo diferem estatisticamente.

Os resultados da analise sensorial demonstram aceitacdo dos produtos avaliados,
evidenciado pelas médias obtidas de cada atributo. Porém, quando compara-se as for-
mulagdes, observa-se uma leve reducdo da aceitacdo para a formulagdo com 0,5% de
microcapsulas de OEO porém ainda foi superior a 70% de aceitacdo, que é o valor mi-
nimo requerido para o teste de mercado. A reducdo no indice de aceitacdo dos paes com
0,5% de microcapsulas é devido, provavelmente, a evidenciacdo no acréscimo de sabor e
odor trazido pelo OEO, como relatado por alguns provadores que descreveram a amostra:
"com sabor de tempero”, ou "o sabor ndo me desagradou, entretanto prefiro pdes mais
neutros ou doces". Por fim, provadores também sugeriram outras combinacgdes para a for-
mulacdo de maior concentracdo: "pode ser enjoativo para o consumo diario, porém ideal
para torradas”. O produto foi bem aceito sensorialmente, entretanto, como houve com-
paracdo com paes de formulacdo padrdo, ficou evidente o adicional no sabor e no odor
ocasionado pelas formulagdes contendo alta concentracdo de microcapsulas de OEO.

Azevedo et al. (2012) elaboraram um modelo polinomial para determinacao da
concentracdo maxima que ndo apresente reducdo na aceitacdo e intencdo de compra ao
avaliarem a adi¢do de microcapsulas contendo OEO em queijo quark. Foram preparadas
as concentracdes de 0%, 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1,0% em relacdo a quantidade de massa
de queijo quark. Foi utilizada escala de intencdo de compra de cinco pontos, variando
de "certamente ndo compraria”a "certamente compraria”. Com o resultado da avaliagdo
sensorial, foi possivel elaborar uma relacédo linear entre o aumento da concentracéo de
microcapsulas com a baixa intencéo de compra, sendo possivel determinar a concentragdo
na qual ndo existe variacdo na nota de intencdo de compra. Neste caso, adicdo de até
0,45%, ficando a mesma entre “talvez compraria/talvez ndo compraria” e “provavelmente

compraria”, com uma intencdo de compra de 65%. Modelo semelhante pode ser feito para
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encontrar a concentragdo maxima de microcapsulas de OEO que possam ser adicionadas
aos paes sem que haja reducéo significativa na intencdo de compra e aceitabilidade.
Referente a intencdo de compra, 50% dos provadores demonstraram interesse em
comprar o pdo com 0,1% de microcapsulas contendo OEO, 42% comprariam a formula-
cdo com 0,2% e 2% comprariam a formulagdo com 0,5%. Para efeitos de comparacao,
0 pao contendo o propionato de calcio atingiu os indices de compra iguais a 72% e 48%

para as formulagdes contendo 0,1% e 0,2%, respectivamente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A industria que esta atenta a transformac6es e que cria condigdes para antecipar
tendéncias, propondo melhorias no desenvolvimento dos produtos, se sobressai. O novo
perfil de consumidores, que priorizam produtos naturais, ditar o rumo que a inddstria de
alimentos seguird nos proximos anos. Os testes realizados demonstraram que 0 processo
de microencapsulacdo foi fundamental para manutengdo dos componentes que apresen-
tam caracteristicas fungicidas do 6leo essencial de orégano. A adi¢do das microcépsulas
de OEO nos paes também influenciaram na percepcao sensorial, devido ao acréscimo de
sabor e odor ao produto final, apresentando boa aceitacéo sensorial para até 0,2% de adi-
cao de microcapsulas em relacdo ao peso de farinha de trigo utilizada na fabricacdo dos
paes.

A incorporacdo de microcapsulas contendo OEO em pées de forma apresentaram
acréscimo na firmeza dos pées ao longo de 14 dias de avaliacdo, porém constatado o
potencial antifungico quando expostas fatias das formulagdes de pdo ao método empre-
gado. Neste sentido, os resultados obtidos no presente trabalho possibilitam concluir que
as microcapsulas contendo OEO tem potencial para utilizagdo como agente conservante
de origem natural, porém sdo necessarios estudos adicionais para melhoria de textura e

sensorialidade dos pdes com maior adicdo de microcapsulas.

Perspectivas futuras:

e Tracar o perfil do dleo essencial de orégano utilizado;

e Testar novos materiais de parede para diminuir sabor e odor causados pelas
microcépsulas nos paes;

e Testar o efeito sinérgico entre o 6leo essencial de orégano e o propionato de
calcio;

e Adicionar agentes naturais para melhoria de textura dos pées;

e Testar a adicdo de microcapsulas de carvacrol puro em paes e avaliar vida

util e sensorialidade.
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