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RESUMO

Embalagens ativas s&o materiais associados a produtos alimenticios que permitem
interagdo entre o material da embalagem e o meio de acondicionamento de
alimentos, entregando alguma propriedade funcional ao produto, como a inibigao do
crescimento microbiano em alimentos, permitindo aumento do seu tempo de
prateleira. O objetivo deste trabalho foi produzir filmes de poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) - (PHBV) para aplicagdo como embalagens ativas, através da
incorporagao de aditivos especificos que possam agregar atividade antimicrobiana
aos filmes, como 6leos essenciais (OE) e, além disso, incorporar nanoparticulas de
argila para melhorar as propriedades fisico-quimicas e de barreira da matriz
polimérica. As nanoparticulas usadas foram haloisita, caulinita e sepiolita. Os filmes
de PHBV foram produzidos por processamento no estado fundido e moldagem por
compressdo. Ensaios qualitativos de infravermelho e microscopia comprovaram a
incorporagao dos aditivos a matriz polimérica. A microscopia eletrénica de varredura
(MEV) permitiu identificar a homogeneidade na dispersdo da sepiolita frente as
demais cargas. Esse efeito influenciou diretamente as propriedades térmicas e
mecanicas dos materiais, aumentando o modulo de armazenamento (E'). Ensaios de
permeabilidade também foram realizados, indicando que a combinagao
polimero/nanoparticula reduz em 70% ou mais a permeabilidade do oxigénio nos
compositos. A nanoparticula com melhor desempenho, quando combinado ao dleo
essencial de orégano, foi a sepiolita. Posteriormente a avaliagdo da carga
inorganica, foram usados diferentes 6leos essenciais com principios ativos distintos:
oleo essencial de orégano, 6leo essencial de alecrim e 6leo essencial de manjericao.
Os odleos foram caracterizados usando cromatografia gasosa acoplada ao espectro
de massas (CG-MS), permitindo identificar o componente quimico majoritario em
cada um e, consequentemente, o coeficiente de particdo de cada 6leo no meio de
liberacdo proposto. O processo de liberacdo de compostos ativos foi monitorado por
ensaios em acido acético 3% v/v, simulando o ambiente de alimentos lacteos
segundo Regulamento da Comissdo (UE) n® 10/2011. O ambiente proposto visa a
aplicacao dos filmes como embalagens para queijos, uma vez que as caracteristicas
sensoriais dos 6leos usados podem ser associadas a tais alimentos salgados. O tipo
de OE, a presenca da argila, e 0 meio simulador utilizado interferiu na liberacdo do
ativo nos filmes. Os materiais foram testados em termos de sua atividade
antimicrobiana contra duas bactérias de importancia em alimentos: Staphylococcus
aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). Os resultados favorecem a aplicagéo
dos filmes como agentes antimicrobianos, apresentando inibicdo de 99,9% na
contagem microbiologica nos filmes contendo éleo de orégano, 6leo de orégano e
sepiolita e 6leo de manjericdo. Nos filmes contendo 6leo de alecrim, a reducao foi de
apenas 6,3% frente a E. Coli. Ensaios in situ foram propostos, a fim de confirmar a
aplicagcédo como embalagem ativa em queijo mugarela. Os fiimes de PHBV/éleo de
oregano/sepiolita ficaram em contato com o queijo por 30 dias em presenca de uma
suspensao inicial de E. Coli e Listeria monocytogenes (L. monocytogenes). A
contagem microbiologica foi menor em relagdo ao filme plastico usado como
controle, demonstrando o potencial dos filmes de PHBV/6leo de orégano/sepiolita
como materiais para aumentar o tempo de vida de prateleira de queijos.

Palavras-chave: poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato); = embalagens  ativas;
nanocompasitos poliméricos; liberagao controlada; aditivos antimicrobianos.



ABSTRACT

Active packaging are materials associated with food products that allow interaction
between the packaging material and the food packaging medium, delivering some
functional property to the product, such as inhibition of microbial growth in food,
allowing an increase in its shelf life. The objective of this work was to produce
poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) - (PHBV) films for application as active
packaging, through the incorporation of specific additives that can add antimicrobial
activity to the films such as essential oils (EO), in addition to incorporate clay
nanoparticles to improve the physical-chemical and barrier properties of the
polymeric matrix. The nanoparticles used were halloysite, kaolinite and sepiolite.
PHBYV films were produced by melt processing and compression molding. Qualitative
infrared and microscopy tests confirmed the incorporation of additives to the
polymeric matrix. Scanning electron microscopy (SEM) allowed identifying the
homogeneity in the sepiolite dispersion compared to the other fillers. This effect
directly influenced the thermal and mechanical properties of the materials, increasing
the storage modulus (E'). Permeability tests were also performed, indicating that the
polymer/nanoparticle combination reduces the oxygen permeability of the composites
by 70% or more. The nanoparticle with the best performance, when combined with
oregano essential oil, was sepiolite. After evaluating the inorganic nanoparticle,
different essential oils with different active principles were used: oregano essential
oil, rosemary essential oil and basil essential oil. The oils were characterized using
gas chromatography coupled to mass spectrum (GC-MS), allowing to identify the
major chemical component in each one and, consequently, the partition coefficient of
each oil in the proposed release medium. The process of release of the active
compounds was monitored by tests in acetic acid 3% v/v, simulating the environment
of dairy foods according to Commission Regulation (EU) No. 10/2011. The proposed
environment aims at the application of films as packaging for cheeses, since the
sensory characteristics of used oils can be associated with such salty foods. The type
of EO, the presence of clay, and the simulating medium used interfered with the
release of the active in the films. The materials were tested by their antimicrobial
activity against two important food bacteria: Staphylococcus aureus (S. aureus) and
Escherichia coli (E. coli). The results favor the application of the films as antimicrobial
agents, showing a 99.9% inhibition in the microbiological count in the films containing
oregano oil, oregano oil and sepiolite and basil oil. In films containing rosemary ail,
the reduction was only 6.3% against E. Coli. In situ tests were proposed in order to
confirm the application as active packaging in mozzarella cheese. The
PHBV/oregano oil/sepiolite films were in contact with the cheese for 30 days in the
presence of an initial suspension of E. Coli and Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes). The microbiological count was lower in relation to the plastic film
used as a control, demonstrating the potential of PHBV/oregano oil/sepiolite films as
materials to increase the shelf life of cheeses.

Keyword: poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate); active packaging; polymer
nanocomposites; controlled release, antimicrobial additives.
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1 INTRODUGAO

A seguranga de alimentos € uma grande necessidade para a industria e para
os consumidores, uma vez que ha uma demanda por alimentos mais naturais, que
sejam minimamente processados e com teor reduzido de conservantes quimicos. A
industria de processamento de polimeros também vem enfrentando desafios para
entregar ao mercado embalagens que possam ser mais favoraveis a degradagao em
ambiente adequado e que sejam produzidas sem a utilizagdo de matéria prima de
origem petroquimica. Pensando nisso, os estudos voltados para desenvolvimento de
embalagens ativas biodegradaveis podem desempenhar um papel importante na
qualidade geral e na seguranga do produto alimenticio.

A embalagem ativa, ao contrario da embalagem passiva convencional,
envolve a interagcdo entre o alimento, o material de embalagem e o seu ambiente
interno. A pesquisa e o desenvolvimento desses materiais visam agregar
propriedades funcionais as embalagens, utilizando materiais que apresentem
caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes, por exemplo. O uso de filmes
poliméricos como portadores e carreadores de agentes antimicrobianos permite uma
liberagdo progressiva do composto no meio de acondicionamento do produto,
conferindo a embalagem caracteristicas quimicas de combate a deteriorizacao
microbiana, atrasando a proliferacdo de organismos patégenos e deteriorantes na
superficie do alimento, aumentando assim a seguranga e a qualidade do produto ao
longo do armazenamento. Por esse motivo, o ajuste da liberagdo do ativo
antimicrobiano ao longo do armazenamento € um fator crucial para garantir eficacia
antimicrobiana (FERNANDEZ-PAN et al., 2015).

Dentre as formas de controle de microrganismos indesejaveis em alimentos, o
uso de agentes antimicrobianos naturais representa uma estratégia interessante
para embalagens biodegradaveis, principalmente devido a sua origem natural e suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, permitindo o desenvolvimento de
sistemas ativos com o objetivo de prolongar a vida util e agregar valor ao produto
alimenticio (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015). Tais agentes incluem extratos de
diversas plantas, destacando o 6leo de orégano, 6leo de canela, cravo, tomilho e
alecrim (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Nos materiais utilizados em embalagens ativas destacam-se os filmes a base

de quitosana, por ja possuirem intrinsecamente propriedades antimicrobianas
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(SOUZA et al., 2019). Porém, quando incorporados a esses materiais compostos
hidrofébicos antimicrobianos, as propriedades mecanicas e de liberagdo do ativo
podem ser prejudicadas devido a baixa interagdo entre a fase dispersa oleosa e a
matriz polimérica hidrofilica. Outros polimeros biodegradaveis podem ter suas
propriedades ajustadas para a aplicagdo de interesse, como é o caso do
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) — PHBV.

O PHBV é um poliéster biocompativel e biodegradavel. E produzido
preferencialmente por via metabdlica, através de rota microbiana. As aplicacdes de
PHBV em sistemas biomédicos é extensamente estudada. Porém, o uso desse
material associado a agentes antimicrobianos ainda € limitado, permitindo que o
desenvolvimento de novos estudos possa contribuir na obtengcdo de novas
embalagens ativas para alimentos (FANG et al., 2017).

A incorporagéo de 6leos essenciais em matrizes poliméricas, entretanto, pode
promover alteragdes nas propriedades fisicas destes materiais, dependendo da
interacdo polimero-6leo. Para aumentar a eficacia das embalagens funcionais e
melhorar as propriedades fisicas dos filmes de PHBV, pode-se também incorporar
nanoparticulas de argila. As nanoparticulas apresentam uma série de vantagens
como atoxicidade, melhoria das propriedades mecanicas e formacao de obstaculos
na matriz polimérica, capazes de atuar como barreira a permeagao de gases e vapor
d’agua, evitando assim que o alimento perca suas caracteristicas sob a influéncia do
ambiente externo (KHALAJ et al., 2016).

Muitos estudos fazem uso da incorporagao de nanoparticulas de argila em
filmes poliméricos para agregar propriedades de barreira. No entanto, muitos destes,
acabam por acrescentar uma etapa prévia de tratamento quimico dessas
nanoparticulas para diminuir a sua aglomeragao e favorecer a sua dispersdo na
matriz polimérica. Essa modificagdo acaba sendo uma etapa adicional e com o uso
de solventes no desenvolvimento dos filmes poliméricos.

Assim, o presente trabalho visa desenvolver uma estratégia simplificada para
a produgédo de embalagens ativas, evitando a utilizacdo de solventes e modificagéo
quimica dos componentes da embalagem, a fim de obter um material de embalagem
com propriedades funcionais aprimoradas, tendo em vista a inclusdo de O6leos
essenciais como aditivos antimicrobianos em filmes de PHBV contendo

nanoparticulas de argila.
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2 OBJETIVOS A SEREM ALCANCADOS

O objetivo geral do trabalho consiste em preparar filmes de poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) — PHBV com a incorporagdo de nanoparticulas de argila de
diferentes morfologias (haloisita, caulinita e sepiolita) combinado a inclusdo de
diferentes 6leos essenciais (6leo essencial de orégano, 6leo essencial de alecrim e
Oleo essencial de manjericdo) para aplicagao desses materiais em embalagens de
alimentos com propriedades antimicrobianas. Para tanto, alguns objetivos

especificos devem ser atingidos:

e Analisar o efeito de trés diferentes cargas inorganicas (haloisita, caulinita e
sepiolita) nos filmes e compreender a relagdo entre a morfologia de cada

nanoparticulas nas propriedades térmicas, mecanicas e de barreira resultantes;

e Determinar o nanocompodsito que melhor se ajusta as condi¢gdes de

processamento e caracteristicas de barreira desejadas ao filme de PHBYV;

e Incorporar diferentes 6leos essenciais aos nanocompositos (6leo essencial de
orégano, manjericao e alecrim), visando compreender a sinergia entre o 6leo e a
nanoparticula, bem como o efeito de inibicdo antimicrobiana dos compostos

ativos;

e Acompanhar a liberacao de diferentes 6leos essenciais impregnados aos filmes
nanocompositos de PHBV em meio simulador de alimentos, garantindo uma

cinética de liberac&o apropriada para a aplicagdo desejada;

e Avaliar a atividade antimicrobiana através de contato direto dos filmes com uma
suspensao inicial de bactéricas, a fim de confirmar a capacidade desses ativos
naturais em reduzir e/ou inibir a contagem microbiolédgica, e consequentemente,

garantir a manuteng¢ao da qualidade do alimento;

e Comprovar o desempenho dos filmes de PHBV/sepiolita/6leo essencial de
orégano no ambiente real do alimento, aplicando os filmes desenvolvidos em
queijo mucgarela carregado com uma suspensao inicial de bactérias, avaliando a

contagem microbioldgica ao longo de 30 dias de ensaio.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, a produgdo de materiais poliméricos e a grande demanda por
insumos ambientalmente corretos visa substituir parcialmente os materiais de origem
petroquimica, buscando a produgao de materiais oriundos de recursos renovaveis
ou com propriedades menos agressivas ao ambiente. Especificamente no setor de
embalagens e alimentos, o uso de materiais poliméricos € vantajoso pelo baixo custo
de producgao, baixo custo de transporte e propriedades adequadas a aplicagdo como
proteg¢ao do alimento.

Expandindo a discussao, no cenario recente em que foi necessario priorizar a
protecdo individual devido a pandemia de COVID-19 (Corona Virus Disease 2019), o
uso de descartaveis e a segurangca de alimentos passou a ter uma enorme
importancia na aquisicado de novos produtos e no acesso a comestiveis, evitando a
manipulagédo direta de alimentos e o contato do mesmo com o ambiente externo
(PATRICIO SILVA et al., 2021). O consumo elevado e o descarte inadequado dos
materiais, que ja causavam diversos problemas ambientais, se tornou ainda mais
preocupante apos toda essa producao de descartaveis e por isso, grandes esforcos
devem ser destinados aos estudos de materiais biodegradaveis, ou seja, matrizes
poliméricas que possam se decompor com mais facilidade quando descartados em
locais apropriados.

Portanto, visando a aplicacdo em embalagens para alimentos, o material deve
ser capaz de manter a qualidade e seguranga dos produtos alimenticios durante o
transporte e armazenamento, além de estender o tempo de vida util de prateleira.
Para executar tais fungdes, os materiais da embalagem devem fornecer protecao
fisica e condicoes fisico-quimicas adequadas para impedir o ganho ou a perda de
umidade, prevenir a contaminagdo microbiana e agir como uma barreira contra a
permeacado de vapor de agua, oxigénio, didoxido de carbono e outros compostos
volateis que possam contaminar ou causar alteracdo no aroma e sabor do alimento
(RHIM; PARK; HA, 2013).

3.1 MATRIZES BIODEGRADAVEIS E USO EM EMBALAGENS

Os materiais convencionais que lideram o mercado de embalagens sao
provenientes de fontes petroquimicas, como o polietileno — PE, polipropileno — PP e
poli(tereftalato de etileno) — PET. Esses materiais apresentam propriedades térmicas
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€ mecanicas adequadas a aplicacdo. Entretanto, o uso destes plasticos
convencionais precisa ser repensado, uma vez que seus longos ciclos de
degradacao representam sérias ameacgas ecologicas ao meio ambiente. Por isso, o
emprego de sistemas matriciais constituidos por polimeros biodegradaveis € uma
das estratégias disponiveis para o atual setor de embalagens, principalmente devido
a atual demanda por descartaveis plasticos e a necessidade de desenvolver
alternativas menos agressivas de descarte no meio ambiente. Esses sistemas
poliméricos apresentam diversidade quanto ao carater hidrofilico/hidrofébico,
velocidade de degradacao e caracteristicas fisico-quimicas, sendo empregados de
acordo com a aplicacao desejada (SIRACUSA et al., 2008).

Dentre os biopolimeros pertencentes a classe de polimeros biodegradaveis,
encontram-se os poliésteres alifaticos, tais como: poli(acido latico) — PLA e o
poli(acido glicélico) — PGA e seus copolimeros (PLGA). Esses materiais podem ser
obtidos a partir de recursos renovaveis, sendo produzidos por reacdes quimicas de
policondensacédo entre um glicol e acido dicarboxilico alifatico. Enquanto alguns
biomateriais demandam uma rota quimica, outros n&do necessitam de nenhuma
demanda oriunda de fonte petroquimica. Os polihidroxialcanoatos (PHA) s&o uma
classe de poliésteres produzidos por bactérias. Para a produg¢ao destes bioplasticos
e utilizado um sistema de cultivo em dois estagios, na qual usa-se uma matéria
prima organica como fonte de carbono, seguida pela limitacdo de nitrogénio e
oxigénio, sob condi¢des autotroficas, usando uma mistura gasosa de Hz, O2 e COz2
em um processo fermentativo. O tipo de polimero vai depender da forma de
producao, da bactéria selecionada e do substrato que sera utilizado como fonte de
carbono, sendo produzidos polimeros e copolimeros como o poli(3-hidroxibutirato) —
PHB, poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) — PHBH, e o poli(3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato) — PHBV.

Visando um material com caracteristicas de biocompatibilidade e
biodegradabilidade aliado com boa processabilidade, os biopolimeros a base de
polihidroxialcanoatos, especificamente o PHBYV, sdo uma opgdo promissora no
campo de embalagens (CARLI et al., 2013; SINGH; SEN; VIDYARTHI, 2017).

3.1.1 Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) - PHBV

Como mencionado, a produgao de PHBV n&o depende de rota petroquimica,

sendo essencialmente obtido por rota microbiana. Nos ultimos anos, o controle
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cuidadoso das condi¢des de fermentagdo e da fonte de carbono na manipulacéo de
bactérias levou a sintese de uma variedade de copolimeros de PHA, onde o PHBV
se destaca por apresentar propriedades fisicas similares a polimeros commodities
como o PP (SIRACUSA et al., 2008).

O processo de fermentacdo acontece em basicamente duas etapas, em um
processo aerébico (respiragdo celular em presencga de oxigénio). Na primeira etapa,
as bactérias sdo alimentadas com fonte de carbono e de nitrogénio, nutrientes
essenciais para o crescimento de biomassa celular. O polimero passa a ser
produzido em uma segunda etapa da fermentagdo, quando a alimentagdo das
células se torna limitada para um nutriente, por exemplo, quando diminui a fonte de
nitrogénio. Com isso, as bactérias passam a converter a fonte de carbono em
mondmero e posteriormente polimero, em inclusbes semiesféricas no interior das
células, funcionando como reserva energética (KHANNA; SRIVASTAVA, 2006). O
esquema ilustrativo do processo fermentativo para a producdo de PHA é

apresentado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo esquematica genérica da produgao via fermentacao de
polihidroxialcanoatos (PHA)
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Adaptado de GARCIA-GONZALEZ et al., 2015

O PHBV pode ser produzido por varias espécies bacterianas, sendo a
Cupriavidus necator (C. necator) a mais estudada na produgédo de PHA. O polimero
pode se acumular em niveis em torno de 90% da massa seca da célula (GHYSELS
et al.,, 2018). C. necator € uma bactéria oxidante de hidrogénio, Gram negativa,
capaz de crescer e acumular PHA. E considerada um organismo metabolicamente
versatil, uma vez que pode apresentar crescimento heterotréfico (utilizando

compostos orgénicos como fonte de carbono e energia) e crescimento autotrofico
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(utilizando substratos gasosos como CO2 como fonte de carbono e H2 como fonte de
energia) (CHEE et al., 2019; GHYSELS et al.,, 2018). O método de -cultivo
frequentemente usado a nivel industrial utiliza uma mistura gasosa de COz2, Hz2 e O2
tanto para o crescimento da massa celular quanto para o acumulo de PHB
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). Alguns estudos também abordam a producéo de
PHB autotréfico a partir de crescimento de massa celular heterotréfica, usando um
substrato organico. A escolha adequada da fonte de carbono influencia na taxa de
crescimento celular, no metabolismo das enzimas e no custo da matéria-prima.
Normalmente € usado frutose ou acido acético como fonte de carbono para o
crescimento da massa celular seguido pela producdo de PHB autotréfico. O uso de
frutose, no entanto, torna-se limitada por ser uma matéria-prima de alto custo,
podendo ser substituida por glicose ou glicerol residual obtida do subproduto
industrial da producéo de biodiesel (GARCIA-GONZALEZ et al., 2015). Embora apés
a morte celular o polimero passe por um processo de extracdo da célula e
purificacdo, pode haver um resquicio de material celular da bactéria nos granulos de
PHBV. Com isso, é importante destacar que as bactérias ndo sdo patogénicas, uma
vez que para a aplicagdo como matéria-prima em embalagens € desejavel o controle
para nao gerar contaminag&o no processo produtivo.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas do material de interesse, o PHBV é
um copolimero composto por fragcbes de PHB e polihidroxivalerato — PHV, sendo o
balangco de hidroxibutirato/hidroxivalerato responsavel por gerar materiais com
diferentes propriedades mecanicas, grau de cristalinidade e propriedades de barreira
a gases e vapor de agua (LI; LOH, 2017). A fragao de hidroxibutirato (HB) na cadeia
de PHBV agrega caracteristicas de rigidez no material, enquanto a cadeia de
hidroxivalerato (HV), com maior por¢cdo de -CHz, confere flexibilidade e reduz a
temperatura de processamento do material (LIGHTFOOT VIDAL et al., 2016). A
Figura 2 apresenta a estrutura quimica da molécula de PHBV.

O material segue o comportamento de um poliéster termoplastico e de cadeia
linear. Além disso, € um polimero biocompativel e apresenta ligagdes ésteres na
cadeia susceptiveis a degradagao enzimatica, e consequente biodegradabilidade,

gerando produtos de degradacgao atoxicos (CARLI et al., 2014).
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Figura 2: Estrutura quimica do PHBYV, representando a porg¢do HB e HV

CH
CH; o) Hzc/ 3 o)
| | | |
\Fo /CH\C /CHO /CH\C _cC
H, n H, m
HB HV

Fonte: Préprio autor

Um estudo realizado por Luo et al. em 2003 verificou as alteragdes nas
propriedades fisicas e mecanicas do PHBV durante o processo de biodegradacgao
por 50 dias em condigdes adequadas de descarte. Os autores também avaliaram a
morfologia da superficie do material em diferentes tempos de compostagem,
observando perda de massa e aumento na rugosidade da superficie ja no periodo
de 10 dias (LUO; NETRAVALI, 2003). A Figura 3 apresenta a ilustracdo do ensaio
mencionado acima. Essa caracteristica contribui para a utilizagdo do PHBV em
produtos descartaveis, visando a biodegradacéo do material e reduzindo o acumulo

de residuos depositados em grandes aterros sanitarios.

Figura 3: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie de PHBV apés
diferentes tempos de compostagem
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Fonte LUO; NETRAVALI, 2003

Apesar de ser um polimero promissor, o uso do PHBV na industria de
embalagens € limitado devido ao seu elevado custo, a estreita janela de
processamento térmico e sua natureza relativamente fragil (SHAKIL; MASOOD;

YASIN, 2017). Deste modo, algumas estratégias sdo desenvolvidas para melhoria
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destas propriedades, como a produg¢ao de misturas com outros polimeros (blendas)
ou a adicao de alguma carga de reforco (ARRIETA et al., 2014; DASAN; BHAT;
AHMAD, 2017).

3.2 NANOCOMPOSITOS E A INFLUENCIA NAS PROPRIEDADES DE
BIOPOLIMEROS

Os nanocompdésitos poliméricos sao definidos como materiais hibridos
constituidos por uma fase em escala nanométrica (1-100 nm) dispersa em matriz
polimérica. O destaque significativo nas propriedades térmicas, mecanicas e de
barreira dos nanocompdsitos depende da area especifica e da dispersao dessas
cargas, de modo que uma pequena quantidade de nanoparticulas proporcione
caracteristicas novas ou superiores no material (CARLI et al., 2013). Além disso, ao
contrario dos compdsitos, esses aprimoramentos nas propriedades podem ser
alcancados sem aumento na densidade, uma vez que uma quantidade muito
pequena de 1 a 5% (em massa) de nanoparticulas sdo incorporadas (PUGGAL et
al., 2016).

Diversas sao as possibilidades de aplicacdo de nanoparticulas.
Nanocompdsitos poliméricos estdo sendo usados em equipamentos esportivos para
conferir leveza e flexibilidade; no setor automotivo para aumentar as propriedades
mecanicas; na computacao para melhorar a condutividade elétrica dos materiais; e
em aplicagdes biomédicas para controlar o direcionamento de farmacos ou melhorar
as propriedades mecanicas de implantes 6sseos (ONER; ILHAN, 2016; SANCHEZ-
GARCIA; GIMENEZ; LAGARON, 2008; SENATOV et al., 2017; WANG et al., 2007).
No setor de embalagens, as nanoparticulas vém sendo frequentemente usadas
como barreira a gases, visando controlar o ambiente de acondicionamento do
alimento (ZABIHZADEH KHAJAVI et al., 2020).

Outra vantagem no uso de nanoparticulas € a melhoria de propriedades
termomecanicas. Alguns materiais organicos, como os polimeros, sdo materiais
flexiveis, de baixa fragilidade e rigidez. A medida que as nanoparticulas sdo
adicionadas a uma matriz polimérica, essas particulas promovem uma alteragdo em
sua microestrutura, promovendo melhorias nas propriedades mecanicas dos
materiais (WU et al., 2020).

Existem inumeras nanoparticulas que sao adicionadas em polimeros para a
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melhoria de suas propriedades, como nanoparticulas a base de carbono, nanofibras
de celulose, e silicatos. A incorporagdao de nanoparticulas de argila em polimeros
biodegradaveis € considerada uma alternativa para melhorar o desempenho de
embalagens, podendo ser usados baixos teores de carga para o aumento das
propriedades (ONER; ILHAN, 2016). Estudos foram realizados combinando sepiolita
com filmes de PHBYV, sendo observado um aumento no alongamento na ruptura e na
faixa de temperatura para processamento do material no estado fundido. O trabalho
mostrou que a estabilidade térmica e a propriedade de barreira a gases dos filmes
foram significativamente melhoradas. Além disso, estudos de biodegradacao
indicaram a conversao da estrutura cristalina dos nanocompadsitos em filmes amorfos
como resultado do efeito sinérgico dos processos de degradagao abidtica e bidtica.
Estes resultados fornecem evidéncias solidas sobre o uso de filmes nanocompdsitos
biodegradaveis para a industria de embalagens de alimentos (SHAKIL; MASOQD;
YASIN, 2017).

3.2.1 Argilas e propriedades ajustadas em embalagens

Como mencionado anteriormente, a principal carga usada em embalagens
poliméricas sdo as argilas e a morfologia dessas nanoparticulas influencia
diretamente na interagdo polimero/carga e, consequentemente, nas propriedades
dos materiais. De acordo com a morfologia das nanoparticulas, as argilas podem ser
encontradas como estruturas lamelares (como, por exemplo, montmorilonita (Mt) e
caulinita (Cau)), tubulares (haloisita (Hal)) e nano-agulhas (sepiolita (Sep)). A
caulinita € um mineral de silicato com caracteristicas lamelares e composicao
quimica Al2Si20s(OH)s. E constituida por uma folha tetraédrica de silica (SiO4) ligada
através de atomos de oxigénio a uma folha octaédrica de alumina (AlOs), permitindo
que haja forte interacao entre as lamelas. Essa argila apresenta dimensbes na faixa
de 150 nm, porém espessura de somente 1 nm, fator crucial para o aumento da area
especifica e consequente melhoria das propriedades mecanicas dos materiais.
Entretanto, o aumento da area especifica em nanoparticulas lamelares acontece
principalmente com a organofilizagdo, aumentando a distancia interlamelar e a
compatibilidade com matrizes organicas poliméricas. Além disso, 0 aumento da
distancia interlamelar favorece a penetragdo de polimero entre as camadas de argila
(POLA et al., 2016).

A haloisita € um silicato de aluminio do grupo do caulim, com composig&o
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quimica semelhante a caulinita (Al2Si205(OH)4-nH20 (n = 0 para a forma desidratada
e n= 2 para a forma hidratada)) e morfologia tubular oca (JOUSSEIN et al., 2005).
Na superficie externa do tubo sdo predominantemente encontrados grupos siloxanos
(Si-O-Si) e alguns grupos silanol (Si-OH), enquanto nas bordas e no interior dos
tubos sédo encontrados grupos aluminol (Al-OH), conferindo hidrofilicidade a estas
nanoparticulas (CARLI et al., 2014).

Por ultimo, a sepiolita € um mineral de argila, sendo um silicato de magnésio
hidratado (Mg4SisO15(OH)2-6H20) e abundantemente disponivel em depdsitos
naturais. Exibe morfologia de nanoagulhas, apresentando alternancia entre uma
estrutura cristalina tetraédrica de silica com camadas octaédricas de magnésio
(GONZALEZ-AUSEJO et al., 2019). Apresenta um comprimento tipico de fibras,
cerca de 1-2 um, e a escala nanométrica esta definida na sua secéo transversal.
Uma das vantagens do uso de sepiolita em comparagdo com os silicatos em
camadas € a densidade muito elevada dos grupos silanol, que estao presentes em
toda a superficie externa da fibra, permitindo ligagdes de hidrogénio e interagbes de
Van der Waals na interface polimero-silicato (RUIZ-HITZKY et al., 2013). Além disso,
o grupo silanol na superficie da nanoagulha também confere a caracteristica de
elevada hidrofilicidade da sepiolita. A Figura 4 apresenta imagens de microscopia de
alguns trabalhos para as nanoparticulas de argila apresentadas nesse topico (ISIK et
al., 2010; RUIPING; CHUNYE; XITAO, 2016; YENDLURI et al., 2017).

Figura 4: Imagens de MEV (A) e (C) e microscopia eletrénica de transmissao (MET)
(B) de nanoparticulas de caulinita (A), haloisita (B) esepiolita (C)
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Adaptado de ISIK et al., 2010; RUIPING; CHUNYE; XITAO, 2016; YENDLURI et al., 2017

Estudos com PHBV e argilas ja vem sendo extensamente desenvolvidos,
sendo os resultados obtidos dependentes do tipo de argila, da quantidade em massa
de carga adicionada, da compatibilidade entre a argila e a matriz e da forma de
processamento (CARLI et al., 2013, 2014; DAITX et al., 2015; GONZALEZ-AUSEJO
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et al., 2019). Vale destacar também que a dispersdo homogénea de argilas em
polimeros ndo é facilmente alcangada devido a hidrofilicidade destas e a longa
cadeia hidrofébica da matriz. Normalmente, a afinidade desses materiais é
aumentada com a modificagdo organica das argilas, melhorando a interagdo das
nanoparticulas com o polimero e, consequentemente, as propriedades do compdésito
resultante. Um estudo apresentado por Wang (2005) com PHBV e de montmorilonita
organicamente modificada (OMt) mostrou que a temperatura de fusdo (Tm) do
nanocompdsito e a entalpia de fusdo (AHm) diminuiram, bem como a cristalinidade
(Xc) do PHBV. Além disso, a biodegradabilidade dos nanocompdsitos de PHBV/OMt
em solo também diminuiu com o aumento da quantidade de argila (WANG et al.,
2005). De modo contrario, no estudo proposto por Carli, em 2011, combinando o
PHBYV com OMt e Hal, os resultados de DSC indicaram comportamentos distintos
dependendo do tipo de argila utilizada. No caso dos nanocompédsitos PHBV/OMt, a
temperatura de cristalizagao (Tc) apresentou um decréscimo com o aumento do teor
de argila, enquanto que para a Hal, a temperatura de cristalizagdo foi ligeiramente
superior, independentemente do teor, e o material resultante apresentou melhores
propriedades mecanicas (CARLI; CRESPO; MAULER, 2011).

A dispersdo das cargas ao longo do polimero influencia diretamente nas
propriedades de barreira em filmes, sendo a permeabilidade a gases controlada pela
dispersédo da argila, dificultando a difusdo de moléculas de gas em toda a matriz
(ZHANG et al., 2016). Estudos indicam que nos nanocompdésitos onde as particulas
de argila encontram-se dispersas aleatoriamente, conferindo uma estrutura
esfoliada, cria-se um caminho tortuoso para a difusdo de moléculas pequenas, como
oxigénio e vapor de agua, através do polimero.

A alta permeabilidade ao oxigénio das embalagens contribui para a vida de
prateleira limitada dos alimentos embalados, levando a deterioragdo destes durante
o0 armazenamento € manuseio. No caso de alimentos ricos em lipidios ou 6leo, a
exposi¢cao ao oxigénio leva a possiveis alteragdes quimicas, por exemplo, oxidagao
lipidica, descoloracdo e alteracdo no sabor que afetam a sua qualidade. A
manutencdo das propriedades dos alimentos, entdo, pode ser alcangada por um
aumento na tortuosidade no caminho de difusdo gerado pelas nanoparticulas
impermeaveis de argila, como sera discutido em detalhes nas caracterizagoes
apresentadas neste documento.

Crétois (em 2014) preparou filmes de PHBV e argila OMt usando extrusora
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dupla rosca e estudou as propriedades de barreira dos filmes frente a diferentes
gases. Com a incorporacdo de 7,5% em massa de OMt, os valores de
permeabilidade ao nitrogénio variaram de 0,033 barrer (no flme de PHBYV puro) para
0,014 barrer. Ja a permeabilidade ao oxigénio foi alterada de 0,031 barrer para 0,028
barrer, usando o mesmo teor de nanoparticulas. O estudo proposto confirma que a
presenca de dominios impermeaveis de argila atua como obstaculos a passagem de
moléculas, melhorando as propriedades de barreira dos filmes (CRETOIS et al.,
2014). Outro estudo proposto por Gonzalez-Ausejo (2019) incorporando Sep a
blendas de PHBV/PLA demonstrou que a incorporacdo de Sep nao apenas
melhorou a compatibilidade entre os biopolimeros, mas também reduziu a
permeabilidade ao oxigénio dos filmes. Uma queda de 15% no valor de
permeabilidade foi observada nos filmes contendo 4% em massa de Sep quando
comparado com a mistura PHBV/PLA (GONZALEZ-AUSEJO et al., 2019).

Em resumo, a natureza atoxica destes materiais e a reducdo da
permeabilidade de filmes pode fornecer a matriz polimérica o ajuste adequado na
liberagdo de agentes antimicrobianos incorporados, de modo a obter embalagens

com propriedades funcionais (MEIRA et al., 2017).

3.3 EMBALAGENS ATIVAS

De acordo com o regulamento da Comissao Europeia (EC) n° 450/2009,
materiais ativos sdo caracterizados como materiais que se destinam a prolongar o
prazo de validade ou manter ou melhorar a condicdo de alimentos embalados,
sendo projetados para incorporar componentes que liberariam ou absorveriam
substancias de ou para o alimento embalado ou o ambiente ao redor do alimento
(European Commission, 2009).

Novas tecnologias vém sendo estudadas para a producdo de embalagens
funcionais, capazes de aumentar a vida de prateleira do produto. Esses sistemas
sdo capazes de interagir com o alimento ou o meio de acondicionamento do produto
alimenticio, visando impedir a oxidagcdo ou perda de agua. Além disso, a
manutencdo das caracteristicas de coloragdo, umidade, odor e sabor afetam as
condicbes sensoriais e consequentemente, a adequagdo ao consumo
(SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016). Nesse contexto, as embalagens

funcionais sao, genericamente, classificadas em embalagens inteligentes e
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embalagens ativas. As embalagens inteligentes sdo capazes de monitorar o
ambiente interno/externo da embalagem e comunicar ao consumidor através de
algum dispositivo ou material. Enquanto isso, as embalagens ativas sé&o
responsaveis por alterar a condigdo do ambiente da embalagem, com a finalidade de
melhorar a seguranga e a qualidade dos alimentos, prolongando a vida de prateleira
do produto (FANG et al., 2017).

Os conceitos relacionados a embalagens ativas de alimentos incluem
sistemas capazes de atuar como sequestradores de oxigénio, absorvedores de
umidade, barreira ultravioleta (UV) ou mecanismos que fornecem atividade
antioxidante, aromatizante ou antimicrobiana (OTONI et al., 2016).

A colonizagao bacteriana é iniciada num estado de suspensao (planktonic) e
posteriormente ocorre a adesado dessas comunidades bacterianas a superficies e
interfaces bidticas ou abidticas, formando biofiimes e tornando essas superficies
suscetiveis ao crescimento de microrganismos (AlIJUKA; BUYS, 2019). Os meios
tradicionais de seguranca de alimentos visam o contato direto entre o aditivo e o
produto alimenticio através da incorporacdo de componentes e/ou sais que atuem
como antimicrobianos, a imersdo do alimento diretamente no aditivo como um
revestimento comestivel, ou ainda através de sistemas de modificacao atmosférica
do meio de acondicionamento do produto (HAMID; RISIKAT; SURURAH, 2012;
SILVA; LIDON, 2016).

As embalagens antimicrobianas sado desenvolvidas com o objetivo de ser um
obstaculo adicional para evitar a contaminagdo de alimentos, tendo em vista a
inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos, causadores de infecgdes, e
a redugao de microrganismos deteriorantes que estejam presentes na superficie de
alimentos. Esta estratégia pode ser empregada através da incorporagao direta do
composto ativo na matriz polimérica, com o revestimento da superficie da
embalagem com o agente antimicrobiano, ou imobilizando-o separadamente em
sachés (SIRACUSA et al.,, 2008). Os diferentes designs das embalagens
antimicrobianas encontram-se ilustrados na Figura 5.

Filmes poliméricos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas
tornaram-se populares pois a oxidacdo e a contaminagdo microbiana sao grandes
problemas que afetam a qualidade e a seguranca dos alimentos. Além disso, as
embalagens antimicrobianas tém recebido maior atengdo das industrias de

alimentos devido a crescente demanda dos consumidores por produtos
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minimamente processados, sem conservantes e com a utilizacido de produtos mais
naturais (RAMOS et al.,, 2012). Especificamente, filmes contendo agentes
antimicrobianos em relagcdo a outros processos de conservagao de alimentos
apresentam a vantagem de ndo influenciar no sabor indesejavel causado pela
adicdo direta desses aditivos diretamente sobre estes (SIRIPATRAWAN;
VITCHAYAKITTI, 2016).

Figura 5: Tipos de embalagens antimicrobianas
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Ativo antimicrobiano como parte da matriz Ativo antimicrobiano na superficie da embalagem Ativo antimicrobiano em sachés
polimérica (Revestimento com ativo)

Fonte MARTURANO et al., 2019

3.3.1 Oleos essenciais associados a atividade antimicrobiana

Os agentes antimicrobianos capazes de controlar e evitar a deterioracéo de
alimentos por microrganismos sao apresentados como compostos de natureza nao
volatil ou ativos volateis. Antimicrobianos n&o volateis incluem bactericidas, enzimas
e 6xidos metalicos nanométricos, enquanto que os compostos volateis encontrados
podem ser 6xidos de etileno, normalmente usados em sachés, ou Oleos essenciais.

Quando o tema se refere a antimicrobianos nao volateis, as nanoparticulas de
oxidos metalicos levam destaque pois apresentam excelentes resultados diante de
uma ampla diversidade de bactérias e fungos, além de agregarem outras
propriedades nos materiais poliméricos, atuando também como carga de reforgo
(ABDOLLAHI; REZAEI; FARZI, 2012). Diez-Pascual, A. M e Diez-Vicente, A. L.
(2014) avaliaram matrizes de PHBV para embalagens contendo nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO) como agentes antimicrobianos. Os estudos demonstraram que
as nanoparticulas de ZnO sao muito eficazes para melhorar o desempenho
mecanico dos filmes, aumentando 44% o moddulo de armazenamento com a
incorporagao de 4% em massa de ZnO. Os materiais também foram eficazes contra
bactérias Gram-negativas (E. coli) e Gram-positivas (S. aureus) (DIEZ-PASCUAL;
DIEZ-VICENTE, 2014). Nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) foram
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incorporadas em embalagens ativas para aplicacdo em paes (MIHALY-COZMUTA et
al., 2017) ou combinadas com nanoparticulas de prata para aplicagdo em manteiga
clarificada (APJOK et al., 2019).

Nanoparticulas metalicas também sdo conhecidas por suas caracteristicas
antimicrobianas. Segundo Motelica (2020), a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata € documentada para mais de 650 microrganismos
(bactérias, fungos e virus), sendo dependente do tamanho e da forma das
nanoparticulas (MOTELICA et al., 2020). O autor desenvolveu filmes a base de
quitosana incorporando uma mistura de nanoparticulas de prata, nanoparticulas de
zinco e um agente antimicrobiano natural — 6leo essencial de citronela — a fim de
observar a acgao sinérgica desses agentes. Os filmes foram usados no
acondicionamento de uvas brancas por 14 dias, em condi¢bes controladas. Uma
embalagem de polietileno atuou como controle. Os demais filmes continham a
mesma propor¢cdo de nanoparticulas de prata e 6leo essencial de citronela, com o
aumento da concentragao de nanoparticulas de zinco da amostra 1 para a amostra
3. A Figura 6 apresenta a qualidade visual das uvas ao longo do teste, sendo
possivel confirmar a eficiéncia de filmes ativos na preservagao das caracteristicas da
uva branca (MOTELICA et al., 2020).

Figura 6: Aspecto visual de uvas brancas embaladas com polietileno (controle) e
filmes antimicrobianos contendo 6leo de citronela, nanoparticulas de prata e
diferentes concentragbdes de nanoparticulas de zinco ao longo de 14 dias.

Controle Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Inicio do teste
(dia 0)

14 dias

Adaptado de MOTELICA et al., 2020

Nanoparticulas de zinco também foram estudadas em filmes de revestimento
para uvas verdes (KUMAR et al., 2019) e em filmes aplicados em carne de aves

(SOUZA et al., 2020). Embora os antimicrobianos nao volateis citados sejam
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extensamente aplicados em diversas pesquisas, mais estudos precisam ser
realizados a fim de avaliar sua seguranga. Embora alguns destes metais possam ser
assimilados pelo organismo como minerais, nanoparticulas de prata podem
apresentar toxicidade dependendo da concentragdo (CHAUDHARY et al., 2019).

A fim de atender as demandas dos consumidores por produtos mais seguros
€ mais naturais, pesquisas atuais tém sido desenvolvidas visando a incorporagao de
extratos de plantas nos filmes, causando menor impacto ambiental que as
nanoparticulas inorganicas (BENAVIDES; VILLALOBOS-CARVAJAL; REYES, 2012).
Esses compostos, que sao volateis, apresentam limitagdes mais operacionais
relacionadas a estabilidade durante o armazenamento e a percepg¢ao sensorial do
6leo no consumo do produto (OTONI et al., 2016).

Oleos essenciais (OE) ganharam destaque em diversos setores nos Ultimos
anos. Os Oleos essenciais sdo substancias sintetizadas, armazenadas e liberadas
pelas plantas. Sdo extratos naturais concentrados, que de acordo com os compostos
bioativos presentes, podem ser responsaveis por atividades biolégicas como: (i)
atividades biocidas; (ii) propriedades medicinais; (iii) usado como liquido de limpeza
para desinfec¢cdo de equipamentos médicos e superficies; (iv) como purificador de
ar; (v) associados a aromaterapia pessoal e (vi) atividade antimicrobiana e/ou
antioxidante.

Por estar presente em diversas aplicacdes, os 6leos essenciais sdo faciimente
comercializados, obtidos através da extragdo do componente vegetal no qual estava
associado como flores (jasmim, lavanda), botdes (cravo), folhas (eucalipto, orégano,
alecrim, manjericao), frutas (anis estrelado, bergamota), casca (canela), raspas
(citricos), sementes (cardamomo), madeira (sandalo) e raizes (gengibre)
(ASBAHANI et al., 2015). Essa extragdo € feita principalmente por destilagdo e
prensagem a frio. Uma vez extraidos, esses o6leos podem ser utilizados como
agentes antimicrobianos na industria de alimentos, sendo classificados pela Food
and Drug Administration (FDA) na categoria “substancias alimentares indiretas
afirmadas como geralmente reconhecidas como seguras” (Cdédigo de
Regulamentagdes Federais, Titulo 21 — parte 182) (FDA, 2013; RAMOS et al., 2012).

Por se tratarem de aditivos naturais para a aplicagcao em alimentos, ha um
crescente interesse destes compostos para aplicagdes em embalagens durante a
ultima década. Conforme Figura 7, € possivel observar uma tendéncia do aumento

do numero de publicagbes com os termos associados a Oleos essenciais e



31

embalagem para alimentos ao longo dos ultimos 15 anos. A busca foi feita usando a
ferramenta do Google Scholar em 13 de novembro de 2022, através do acessorio de
busca avangada para filtrar as palavras-chave essential oil e food packaging e
organizar os dados coletados em fungcdo de cada ano. Em 2008, o numero de
trabalhos associados a este tema era limitado a 916 publicagdes. O numero de
trabalhos publicados cresce anualmente, evidenciando o interesse tecnoldgico no
desenvolvimento de novos sistemas para aplicagdo em embalagens de alimentos e

com propriedades ajustadas usando 6leos essenciais.

Figura 7: Numero de publicagbes anuais relacionadas a 6leos essenciais e
embalagens de alimentos
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O alto teor em compostos fendlicos e terpenos nédo s6 definem a natureza
volatil e aromatica, como também confere notavel bioatividade aos 6leos, agregando
propriedades antimicrobianas contra agentes patogénicos e atividade antioxidante
(estabilizando radicais livres, espécies reativas de oxigénio — ROS e metais
qguelantes e bloqueando a luz UV). A eficiéncia dos OE ira depender do tipo de 6leo
usado frente a determinado microrganismo e carga alimenticia, uma vez que cada

Oleo pode conter um componente majoritario especifico, que atua de maneira unica
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na eventual aplicagao.

Os ativos antimicrobianos que recebem destaque nesse trabalho sdo os 6leos
essenciais de orégano, alecrim e manjericdo. Por serem compostos com aromas
similares, os 6leos foram selecionados para que a mesma aplicagéo fosse atingida.
Embora a composicdo dos O6leos dependa de fatores externos como tipo de
extracdo, modo de extracdo e regiao de cultivo da planta, buscou-se a selegcao de
trés oOleos onde a composicdo pudesse ser majoritariamente diferente entre si.
Diversos estudos relatam que o carvacrol € encontrado como ativo predominante em
6leo essencial de orégano (ARFA et al., 2006; KARADAYI; YILDIRIM; GULLUCE,
2020; STOILOVA et al., 2008). Essa observacao nao foi validada por outro estudo,
no qual o 4-terpineol foi o composto mais abundante no 6leo de orégano (RADUNZ
et al.,, 2021). J&4 no Oleo essencial de alecrim, geralmente s&o encontrados
compostos ricos em monoterpenos oxigenados (canfora e eucaliptol) ou 1,8-cineol
(SOUZA et al., 2019). No 6leo de manjericao, linalol, estragol e mentol sdo as
estruturas comumente atribuidas a planta (AMOR et al., 2021; DA SILVA et al.,
2022). Essa variedade de principios ativos ampliara o estudo desenvolvido nesse
trabalho e trara entendimentos de como os 6leos podem vir a interagir com a carga
inorganica avaliada e a matriz de PHBV.

Os efeitos antimicrobianos dos dleos ja foram avaliados contra uma ampla
gama de microrganismos ao longo dos anos, mas seu mecanismo de ac¢do ainda
nao é completamente compreendido. Os mecanismos propostos para explicar a
agao dos compostos quimicos contidos nos OE podem ser atribuidos aos compostos
fendlicos, capazes de desestabilizar a bicamada fosfolipidica da membrana celular e
permear através dela, resultando na inibicido de propriedades funcionais da célula e,
eventualmente, interferindo no sistema de geragao de energia celular (ATP), levando
a morte celular (ASBAHANI et al., 2015).

Uma importante observagao a ser considerada durante a aplicagao de dleos
essenciais como antimicrobianos é a sua natureza hidrofébica. Em aplicagbes onde
o ativo é inserido em matrizes hidrofilicas, sdo frequentemente preparados por
métodos de encapsulamento. Muitos trabalhos utilizam quitosana como matriz
polimérica (ABDOLLAHI; REZAEI; FARZI, 2012; MOTELICA et al.,, 2020;
SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016; SOTELO-BOYAS et al., 2017). Esse
material, além de ser um biopolimero, apresenta propriedades antimicrobianas

intrinsecas. Entretanto, por se tratar de uma matriz polimérica altamente hidrofilica, a
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interagdo entre o material da embalagem e o agente antimicrobiano é reduzida,
influenciando na liberacdo do 6leo essencial nos filmes produzidos (SOTELO-
BOYAS et al., 2017).

No caso de matrizes lipofilicas, como poliésteres biodegradaveis, os
antimicrobianos podem ser incorporados diretamente ao polimero. Estudos sao
realizados com a incorporagao destes 6leos em matrizes comerciais, incorporando o
Oleo de orégano em polietileno de baixa densidade (LDPE) (CAMPOS-REQUENA et
al., 2015b) ou em PP e PET (OTERO et al.,, 2014). No caso do polimero deste
estudo, o PHBV também apresenta publicagbes usando a matriz biodegradavel
associada a 6leos como: 6leo de orégano (TORRES-GINER et al., 2018), dleo de
orégano e oleo essencial de cravo (REQUENA; VARGAS; CHIRALT, 2017), oleo de
alecrim e extrato de cha verde (FIGUEROA-LOPEZ et al., 2019). Além disso, a
natureza hidrofdbica dos 6leos essenciais também pode favorecer na melhoria das
propriedades de barreira a moléculas gasosas, variavel importante na industria de

alimentos para o controle do crescimento de microrganismos.

3.3.2 Agentes antimicrobianos e argilas: Otimizagdo de propriedades e

liberagao controlada

E importante relembrar que o controle do ambiente no interior da embalagem
€ uma alternativa que aumenta a vida de prateleira do alimento, impedindo oxidagao
ou perda de agua do alimento. Da mesma forma que as nanoparticulas citadas
anteriormente se comportam como barreira para moléculas do exterior entrarem em
contato com o alimento, também s&o barreiras limitantes para a difusdo de
compostos inseridos na matriz polimérica, como € o caso de ativos antimicrobianos
(Figura 8) (FARMAHINI-FARAHANI et al., 2017; MALMIR et al., 2017; SANCHEZ-
GARCIA; GIMENEZ; LAGARON, 2008).

A incorporagdo de antimicrobianos em materiais de embalagens apresenta
vantagens em relagdo a aplicagdo direta desses ativos sobre a superficie do
alimento, preservando a composicao natural e evitando alteracdo nas caracteristicas
sensoriais dos mesmos. Entretanto, para que os agentes antimicrobianos possam se
difundir na matriz dos filmes e chegar a superficie do produto, as caracteristicas de
embalagem, a cinética de difusdo do agente na embalagem e o meio de
acondicionamento do alimento tornam-se fatores cruciais durante a aplicagao
(NGUYEN VAN LONG; JOLY; DANTIGNY, 2016). A liberagdo controlada deve
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permitir que a atividade antimicrobiana seja mantida por longos periodos de tempo,
evitando que a liberagdo ocorra muito rapidamente, e que o alimento sofra
deterioragdo/apodrecimento em algum estagio anterior ao prazo estabelecido na
validade. Além disso, ndo deve ocorrer tdo lentamente, para que seja alcangada uma
concentragdo inibitéria minima suficiente do agente antimicrobiano nos estagios

iniciais, e o crescimento de patdgenos seja controlada (UZ; ALTINKAYA, 2011).

Figura 8: Esquema ilustrativo de uma embalagem ativa contendo agentes
antimicrobianos e componentes especificos para controle da permeabilidade a gases
nos filmes
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\ Perda de odor e textura sdo evitados

Fonte WESTLAKE J. R. et al. 2022

A liberacdo de ativos utilizando carreadores poliméricos pode ocorrer
concomitantemente com a erosao da superficie e degradacdo em massa. O estagio
inicial da liberacao é conduzido pela liberagdo dos ativos mais proximos a superficie
para o meio externo. Posteriormente, um segundo estagio de liberagdo acontece
com a difusdo do ativo pela rede polimérica combinado ao mecanismo de
degradagao/erosdo da matriz polimérica (VERGARO; LVOV; LEPORATTI, 2012).
Um esquema ilustrativo do perfil de liberagao é apresentado na Figura 9. De acordo
com as caracteristicas fisico-quimicas do polimero, da afinidade entre o polimero e
as particulas adicionadas na matriz, bem como a dispersdao destas no meio
polimérico, essa entrega é facilitada ou dificultada (ASMATULU et al., 2009).
Portanto, o tipo de material usado para transportar esses compostos antimicrobianos

afeta a liberagao e, consequentemente, a atividade antimicrobiana dos filmes.
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Figura 9: Esquema ilustrativo do modo de liberag&o de ativos antimicrobianos em
uma matriz polimérica ao longo do tempo
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Adaptado de ASMATULU et al., 2009

A melhoria das propriedades de barreira com adicdo de argila é bem
documentada e esta convictamente relacionada com a tortuosidade originada pelas
nanoparticulas de argila. No entanto, a incorporagao de argila como parametro de
controle na liberagdo de ativos vem sendo recentemente estudada em pesquisas
farmacéuticas, onde formulagdes em nanoescala permitem aumentar a
biodisponibilidade de farmacos hidrofébicos, além de também funcionar como
sistemas sitio-especificos, direcionando o ativo para determinado 6érgéo receptor
(VERGARO; LVOV; LEPORATTI, 2012). Seguindo o raciocinio, estudos sobre a
liberagdo de agentes antimicrobianos em embalagens devem ser aprofundados para
que o ativo permanega atuando no meio de acondicionamento do alimento de
acordo com o tempo pretendido e otimizando as propriedades funcionais dos
materiais.

Matrizes de polietileno também sdo frequentemente associadas a utilizacao
com embalagem ativas. Campos-Requena et al. (2015) produziu filmes de LDPE
incorporando carvacrol e trés diferentes modificagdes em argilas montmorilonita. Os
filmes foram processados por fusdo em misturador interno e posteriormente
moldados por compressao. As diferentes formulagbes foram estudadas quanto a
liberacdo de carvacrol em acido acético 3%, observando que cada nanocompdsito
apresenta uma cinética de liberacdo do carvacrol, efeito relacionado a criacdo de
caminhos tortuosos nos filmes, que controlam a liberagdo do ativo (CAMPOS-
REQUENA et al.,, 2015a). Em outra publicagdo, os mesmos autores ainda
propuseram o desenvolvimento de filmes de LDPE-OMt usando simultaneamente
6leo de carvacrol e timol. O trabalho avaliou o efeito antimicrobiano in vivo em
morangos inoculados com Botrytis cinerea (B. cinerea) apds cinco dias de contato
com os vapores do filme sem os d6leos e contendo 50:50 v:v de cada 6leo na

formulacdo. A Figura 10 ilustra o resultado atingido, demonstrando que os morangos
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da embalagem sem nanocompdsito mostram um desenvolvimento fungico evidente
no quinto dia de incubagdo. Quando os morangos inoculados foram tratados com
nanocompodsitos contendo uma combinagcdo de carvacrol e timol, o efeito
antimicrobiano foi visualmente observado com a inibigdo dos patdégenos presentes
no alimento (CAMPOS-REQUENA et al., 2015b).

Figura 10: Andlise qualitativa do morango, usando filme nanocompadsito na
embalagem (A), morangos inoculados com B. cinerea sem 6leo na formulagao dos
filmes (B) e com filme de LDPE-OMt-carvacrol/timol apds cinco dias de tratamento

em condi¢des ambientes (C) &
(A) —aa=. () . (©)

Fonte: CAMPOS-REQUENA et al., 2015b

Requena R.; Vargas M. e Chiralt A. (2017) estudaram a cinética de liberagéo
dos componentes principais do 6leo de cravo e 6leo de orégano em filmes de PHBV.
A liberagao foi estudada simulando o ambiente de diferentes tipos de alimentos. Os
autores concluiram que a cinética de liberagdo destes O6leos é diretamente
relacionada com a polaridade do ambiente externo, permitindo uma liberagcdo mais
rapida em ambientes com baixa polaridade (50% etanol) comparados a liberagdo em
meios aquosos. Ja em ambientes que simulam alimentos gordurosos a liberagao €
lenta (REQUENA; VARGAS; CHIRALT, 2017a).

Melendez-Rodriguez (2019) também utilizou a matriz de PHBV para
incorporagao de eugenol combinado com nanoparticulas mesoporosas de silica. O
trabalho avaliou a atividade antimicrobiana dos filmes contendo eugenol em
condigdes abertas e fechadas e, ainda, a capacidade de liberagdo prolongada do
0leo ao longo de 15 dias. Os autores perceberam que os filmes de
PHBV/eugenol/silica inibiram o crescimento bacteriano em condi¢cdes abertas.
Entretanto, o desempenho dos filmes ativos foi aumentado quando armazenados em
sistemas hermeticamente fechados, aumentando a atividade antimicrobiana no

periodo de analise. Esse comportamento foi atribuido a porcéo volatil acumulada no
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meio de acondicionamento do sistema e a capacidade de liberagao sustentada dos
filmes (MELENDEZ-RODRIGUEZ et al., 2019).

Por fim, é importante destacar que a incorporagdo de materiais inorganicos a
matrizes poliméricas sustentaveis deve estar associada a melhoria das propriedades
dos materiais sem prejudicar as caracteristicas intrinsecas de biodegradabilidade do
polimero. Além disso, como visto ao longo deste trabalho, a formulagédo de sistemas
agregando agentes antimicrobianos é uma alternativa atual e promissora para o
ajuste das propriedades de embalagens ativas.

Como apresentado, diversos estudos ja sdo direcionados para a utilizagdo de
matrizes poliméricas e a combinagao com cargas inorganicas e oleos essenciais. Em
particular, o desenvolvimento de filmes utilizando PHBV com nanoparticulas de
haloisita, caulinita ou sepiolita — sem o uso de modificacbes quimicas prévias para
aumentar a dispersao das cargas em matrizes poliméricas organicas ainda é recente
e nao foram encontradas publicagdes anteriores. Portanto, a influéncia das
diferentes argilas, com distintas morfologias, e a interacdo adequada entre esta
carga, o ativo antimicrobiano incorporado e a matriz de PHBV pode ajudar a
alcangar propriedades uUnicas nos materiais, permitindo que este estudo seja
inovador e possa contribuir para a ampliagdo dos estudos de polimeros voltados

para a aplicagdo em embalagens ativas.

3.3.3 Aplicagdes dos filmes em produtos lacteos

Além de atribuir caracteristicas antimicrobianas aos filmes, os o6leos
essenciais podem alterar a coloracdo e o aroma dos filmes poliméricos. Devido a
isso, € importante que a escolha do dleo essencial esteja adequada ao alimento
destinado a aplicagcdo, evitando que as caracteristicas sensoriais do produto
atrapalhem a aceitagdo do consumidor. Pensando nisso, os filmes produzidos ao
longo deste estudo tém o enfoque para embalagens de produtos lacteos, onde se
destacam os queijos, nos quais o aroma caracteristico dos 6leos essenciais de
orégano, alecrim e manjericdo ndo prejudicard as caracteristicas sensoriais deste
produto alimenticio.

O queijo € um produto lacteo vastamente consumido no mundo, sendo
extremamente versati em termos de quantidade e de diversidade. Pode ser
encontrado em uma vasta gama de variagbes quanto a seu sabor, textura, odor,

cores, sendo estas caracteristicas dependentes da composi¢cdo bioquimica de cada
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queijo, do processo de preparo e das condigdes de envelhecimento (MOULA ALlI;
SANT'ANA; BAVISETTY, 2022). Um queijo fresco € considerado extremamente
perecivel e suscetivel a oxidagcao e a microrganismos deteriorantes devido a seu alto
teor de umidade e gordura (MAHCENE et al., 2020). A microflora encontrada nos
queijos ja é considerada bastante rica, principalmente em queijos frescos ou em
queijos que passaram por um processo de envelhecimento. Além da caracteristica
natural desse produto alimenticio, fatores fisico-quimicos como pH, temperatura,
natureza proteica e composicdo de gordura podem favorecer a deterioragcdo e a
comprometer a seguranga do queijo. Varios surtos foram relatados nos ultimos dez
anos (2011-2021) pela Food and Drug Administration (FDA) e pelo Centro de
Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) (FDA, 2021). A maioria desses surtos foi
especifica para Listeria monocytogenes (MOULA ALI; SANT’ANA; BAVISETTY,
2022).

Para garantir a preservagado e a seguranga na comercializagdo de alimentos,
aditivos sdo amplamente utilizados na industria. No entanto, nos ultimos anos, os
aditivos sintéticos tendem a ser substituidos por aditivos mais naturais devido aos
efeitos colaterais, a longo prazo, associados a certos compostos quimicos e a busca
dos consumidores por produtos alimenticios naturais, ecologicamente corretos e
minimamente processados. Algumas tecnologias sao usadas como alternativas na
preservagao de queijos, incluindo o processamento nao térmico do alimento (como
alta presséao, plasma frio ou tratamento com luz pulsada), a incorporagao direta de
agentes antimicrobianos naturais (como micocinas, endolisinas ou bactérias lacticas)
e tecnologias de embalagens, usando atmosfera modificada ou filmes bioativos
(TARIQ et al.,, 2019). Essa ultima, combinada a 6leos essenciais e extratos de
plantas aromaticas, apresenta notavel atividade antimicrobiana e antioxidante em
queijos, além de baixa toxicidade. A incorporagdo de 6leos essenciais que atuem
como antimicrobianos ou antioxidantes em materiais de embalagem de queijos pode
ser observado em estudos usando o 6leo essencial de orégano em queijo de corte
com baixo teor de gordura e queijo cottage (ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI;
MARTIN-BELLOSO, 2017; ASENSIO; GROSSO; RODOLFO JULIANI, 2015), éleo
de manjericido em queijo de soro de leite grego (TSIRAKI; SAVVAIDIS, 2013), 6leo
de pimpinella saxifraga em quejjos frescos, (KSOUDA et al., 2019), extrato de lim&o
em mugcarela (CONTE et al., 2007).

Estudos sobre filmes biodegradaveis e o uso de 6leos essenciais parece ser
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uma alternativa consolidada e promissora para o mercado de embalagens ativas.
Além disso, oleos essenciais nao afetam seriamente as caracteristicas
organolépticas de queijos, promovendo principalmente a preservacao da qualidade
do produto lacteo. Entretanto, o ajuste dos sistemas de entrega de agentes
antimicrobianos e a sinergia com a inclusdo de nanoparticulas de argila na
formulacdo ainda é recente, sendo uma opg¢ao promissora para estudos de

embalagens ativas, podendo ser produzidos materiais inovadores.
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4 MATERIAIS E METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados neste trabalho e suas propriedades principais estdo
descritos a seguir. Para a preparagao dos filmes poliméricos foram utilizados:

" Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) — ENMAT Y1000, com
densidade de 1,25 g/cm?® e indice de fluidez de 5,2 g/10 min a 180 °C (utilizando
massa de 2,16 kg - informagdes do fabricante), teor de valerato de 3,4 mol% e
massa molar viscosimétrica média de 450000 g/mol, determinados
experimentalmente (BRANDOLT et al., 2019).

" Nanoparticulas de argila (Sigma Aldrich): (a) Haloisita (Hal) -
nanotubos com capacidade de troca catidbnica (CEC) igual a 16 mmol/100g
(determinada experimentalmente (ASTM C837-09)) e densidade de 2,53 g/cm?3; (b)
Caulinita (Cau) — formato lamelar, com CEC igual a 12 mmol/100g (determinada
experimentalmente) e densidade de 2,2 g/cm3; (c) Sepiolita (Sep) — nanoagulhas
com CEC igual a 30 mmol/100g (determinada experimentalmente) e densidade 2,0
g/cm3.

. Oleos essenciais (Sigma Aldrich): (a) Oleo essencial de orégano (O) —
temperatura de ebulicio em 239 °C e densidade de 0,939 g/ml a 25 °C; (b) Oleo
essencial de alecrim (A) — temperatura de ebulicdo de 176 °C e densidade de 0,908
g/ml a 25 °C; (c) Oleo essencial de manjericdo (M) — temperatura de ebulicio de 215
°C e 0,956 g/mL de densidade a 25 °C. Todos os 6leos apresentam conformidade
segundo FDA 21 CFR 182.20 (FDA, 2013)

Além disso, foram utilizados os seguintes materiais na etapa de
caracterizagao das composi¢des, conforme recebidos:

= Acido acético glacial — Sigma Aldrich

= Agar contagem de placas (PCA) — Kasvi

= Caldo BHI (brain heart infusion) — Kasvi

= Peptona bacterioldgica — Kasvi

=  Suplemento Tween 80 — Kasvi

= Agar TBX (Triptona Bile Glucuronico) — Himedia

» Placa de Petri contendo Agar Listeria Ottaviani and Agosti (ALOA) —

Kitlabor



41

4.2 PREPARACAO DOS FILMES

O trabalho experimental desta tese foi dividido em duas etapas principais: na
etapa 1 foram preparados filmes de PHBV com trés diferentes nanoparticulas de
argila — Haloisita (Hal), Caulinita (Cau) e Sepiolita (Sep) — e incorporado 6leo
essencial de orégano, a fim de selecionar a formulacdo que agrega as melhores
propriedades tecnoldgicas combinadas a atividade antimicrobiana; na etapa 2 foram
produzidos filmes de PHBV mantendo uma das argilas como variavel fixa e
incorporando ativos antimicrobianos quimicamente diferentes (6leo de orégano, éleo
de alecrim e 6leo de manjericdo), de modo a compreender a interagado de cada o6leo
com os demais componentes dos fiimes e o efeito de cada formulagdo nas
propriedades dos materiais, na liberagao do ativo para o meio e na caracteristica de
inibicdo de bactérias patogenas.

Os materiais produzidos em cada etapa foram caracterizados por diferentes
técnicas, que serao detalhadas adiante. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao de cada

filme e a legenda de cada condig¢ao, que sera utilizada ao longo do trabalho.

Tabela 1: Composicao dos filmes produzidos durante cada etapa do trabalho

Teor de Tipo de Teor de Tipo de Teor de Etapa de
Legenda PHBV argila argila oleo oleo producao e
(%m/m) (%m/m) essencial (%em/m) caracterizagao
P 100 - - - - 1,2
PHal 97 Haloisita 3 - - 1
PCau 97 Caulinita 3 - - 1
PSep 97 Sepiolita 3 - - 1
PO 92 - - Orégano 8 1,2
POHal 89 Haloisita 3 Orégano 8 1
POCau 89 Caulinita 3 Orégano 8 1
POSep 89 Sepiolita 3 Orégano 8 1,2
PA 92 - - Alecrim 8 2
PASep 89 Sepiolita 3 Alecrim 8 2
PM 92 - - Manjericéo 8 2
PMSep 89 Sepiolita 3 Manjericéo 8 2

O percentual de carga inorganica foi mantido fixo em 3%m/m, conforme

trabalho anterior do grupo (CARLI et al., 2014). Para as formulagbes contendo 6leos
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essenciais, foram utilizados 8% em massa do ativo antimicrobiano (OTERO et al.,
2014a; XU et al., 2018). Para fins de comparacgao, foram processados filmes controle
contendo somente PHBV em ambas as etapas.

Os filmes de PHBV e suas composicdes foram preparados através de mistura
no estado fundido. Para isso, o polimero em p6 e as argilas foram previamente
secos em estufa com circulagao de ar a 80 °C por 4 h. Todos os componentes foram
manualmente misturados e entdo, adicionados simultaneamente em um misturador
interno (Roller-Rotors R600 - Rheomix 6002C). O processamento foi realizado a 170
°C (para as composi¢des sem 0Oleo) e a 165 °C (para as composigdes com 0leo),
mantendo velocidade de rotagdo de 100 rpm por 6 min (CARLI et al., 2015). Apds a
etapa de mistura, os materiais foram fragmentados utilizando um moinho de facas
(Modelo SL-32, Solab) visando a redugédo de tamanho das particulas. As amostras
foram moidas por, aproximadamente, 1 min a 1150 rpm.

Finalmente, os filmes foram produzidos por moldagem por compresséao (SL-11
Solab Equipamentos). Cerca de 3,5 g de cada composigéo foram colocados entre
filmes de poliéster Filipaper, usado como desmoldante. Os materiais foram pré-
aquecidos a 190 °C durante 90 s sem aplicacédo de pressao, até a fusao do material.
Em seguida, mantendo a mesma temperatura, foi aplicada uma pressao de 1 ton
durante 30 s. Os filmes moldados por compressao apresentaram superficie
homogénea e translucida, conforme Figura 11. O didmetro médio foi de 15 cm + 1

cm e espessura média de 0,23 mm £ 0,03 mm.

Figura 11: Granulometria dos materiais apés moagem (A) e aparéncia dos filmes
5s prensagem a quente (B-C).

Fonte: Préprio autor
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4.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

As técnicas de caracterizagdo empregadas em todas as etapas de produgao
dos filmes poliméricos, assim como os equipamentos utilizados, sdo descritas neste

capitulo.

4.3.1 Caracteristicas de processamento dos materiais

Os resultados de torque para as diferentes misturas foram obtidos durante a
etapa de homogeneizagéo/processamento no misturador interno Roller-Rotors R600,
Rheomix. O comportamento do torque (Nm) em relagdo ao tempo (min) permite
avaliar a viscosidade dos sistemas preparados, de acordo com a formulagéo

proposta. Os dados foram coletados apds torque minimo de 0,5 Nm.

4.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

O ensaio de CG/MS foi conduzido apenas para os trés 6leos essenciais, de
modo a confirmar as estruturas quimicas presentes em cada formulacdo do 6leo
essencial e verificar o componente majoritario de cada ativo antimicrobiano. A
analise foi realizada em um cromatégrafo a gas Agilent CG 7890A acoplado a um
espectro de massas Agilent 5975C. O equipamento possui coluna capilar de silica
HP-5MS (30 m x 0,25 mm e espessura de 0,25 pm) conectada a um detector
quadrupolo operando no modo impacto de elétrons a 70 eV e intervalo de massa de
50 a 300 m/z. Hélio foi usado como gas de arraste a uma vazao de 1,0 mL/min. A
temperatura do injetor foi ajustada de 40 °C até 145 °C por 3 °C/min, mantido por 1
min, e novamente aquecido até 280 °C a 10 °C/min, mantida por 10 min. A
velocidade de injecao foi de 0,5 pL/min, proporgao de divisao de 1:50. A identificagado
dos compostos foi realizada através da biblioteca NIST 11, banco de dados de indice

de retencdo/método CG associado a analise.

4.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagado das nanoparticulas inorganicas foi realizada através de FTIR
por reflectancia difusa (FTIR-DRIFT) no equipamento FTIR Nicolet 6700 - Thermo
Scientific, com resolucéo de 4 cm-! e 64 varreduras, na faixa de 4000 a 800 cm-".

A caracterizagdo dos filmes de PHBV (etapas 1 e 2) foi realizado através da
analise de FTIR por reflectancia total atenuada (FTIR-ATR). A analise foi feita em
equipamento PerkinElmer Frontier, com resolugdo de 4 cm™' e 16 varreduras, na
faixa de 4000 a 450 cm™.
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Para analisar a diferenca entre cada espectro, os resultados da transmitancia
foram normalizados em uma faixa de 1% a 100%. O espectro de cada composigao
preparada foi comparado ao espectro do filme de PHBV puro por regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se os valores de correlacdo de erro
médio quadratico (RMSE) (PEREIRA et al., 2016).

4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos nanocompdsitos foi examinada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) utilizando um equipamento JEOL JSM-6390LV operando a uma
tensao de 15 kV com ampliagao de 400x a 5000x. Os filmes de PHBV puro e demais
composi¢des foram fraturados por imersdo em N2 liquido e posteriormente
depositados sobre fita de carbono e recobertos por uma fina camada de ouro, para

visualizagdo da microestrutura da secao transversal das amostras.

4.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise de termogravimetria permite a verificagdo da estabilidade térmica
dos materiais, bem como a temperatura de maxima taxa de degradacao (Td) dos
filmes preparados. As analises foram conduzidas utilizando equipamento
PerkinElmer TGA 8000. As amostras foram aquecidas de 30 °C a 700 °C com taxa
de aquecimento igual a 20 °C/min, sob atmosfera de argbnio, com vazao igual a 20
mL/min.

Com os resultados de TGA também foi possivel estimar a quantidade de
nanoparticula e de o6leo essencial presente nos filmes apds o processamento. A
quantificacdo das argilas foi avaliada através da massa residual dos nanocompadsitos
a 690 °C. Ja o teor de ativo antimicrobiano foi determinado através da perda de
massa dos filmes até 255 °C, associada a volatilizagao dos 6leos. A percentagem de

incorporacao foi calculada a partir da Equacéo 1.

Eficiéncia de i 10 (%) Percentual de residuo medido 100 Eol
= X .
iclencala e ICoTporago 10 Percentual de residuo incorporado 4

4.3.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise de calorimetria diferencial de varredura foi realizada em
equipamento TA Instruments DSC Q20. As amostras foram aquecidas sob atmosfera

inerte (50 mL/min de Ngz). Os materiais foram submetidos a dois ciclos de
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aquecimento e um ciclo de resfriamento na faixa entre 40 °C a 200 °C a uma taxa de
10 °C/min. As medi¢des foram feitas no primeiro ciclo de resfriamento e no segundo
ciclo de aquecimento.

Com as curvas de DSC obtidas foi possivel determinar o valor da temperatura
de fusao cristalina (Tm) do polimero, temperatura de cristalizagdo (Tc) e a entalpia
de fusdo do polimero (AHf) sendo, através dela, possivel calcular o grau de
cristalinidade (Xc) da matriz de PHBV e das composi¢des por meio da Equagao 2.

X A 100 Eq2
=—————X :
©TF x AHf a

Sendo AHf a entalpia de fusdo da amostra de estudo em J/g, fp a fragdo em

massa do polimero (PHBV) na amostra e AH°f o valor da entalpia de fusdo de uma
amostra 100% cristalina de PHBYV, igual a 146 J/g (GOGOLEWSKI et al., 1993).

4.3.7 Microscopia optica (MO)

As caracteristicas microestruturais durante o processo de cristalizacdo nao
isotérmica a partir do estado fundido foram analisadas por microscopia 6ptica (MO)
usando um microscopio optico de luz polarizada Zeiss AxioLab A1. A caracterizacao
foi conduzida para os filmes obtidos na etapa 1. Os filmes foram submetidos a um
ciclo de aquecimento até 200 °C por 2 min, e entdo resfriados, a uma taxa de 10
°C/min, até a temperatura ambiente em equipamento de ponto de fuséo

Microquimica Equipamentos Ltda.

4.3.8 Analise térmica dindmico-mecénica (DMA)

Os filmes foram caracterizados por analise térmica dindmico-mecénica
(DMA), a fim de obter informagdes referentes ao modulo de armazenamento (E’),
modulo de perda (E”) e temperatura de transicdo vitrea (Tg). Os filmes foram
avaliados por DMA na Etapa 1 e na Etapa 2, entretanto, devido a disponibilidade do
equipamento, fez-se necessario o uso de equipamentos distintos para a medicao
das propriedades mecanicas de cada etapa.

Nos filmes produzidos com diferentes argilas (Etapa 1), os testes foram
realizados no modo tension film usando um equipamento Netzsch 242 E Artemis, no
intervalo de temperatura entre -30 °C e 120 °C, a uma taxa de 3 °C/min e frequéncia
de 1 Hz. A forga aplicada foi ajustada em 4 N e a amplitude de deformagédo mantida
constante em 0,1%. Para os materiais obtidos na Etapa 2, alterando a composi¢ao

de Oleo essencial, os testes foram conduzidos no equipamento TA Instruments
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Discovery DMA 850 no intervalo de temperatura entre -30 °C e 120 °C, a uma taxa
de 3 °C/min e frequéncia de 1 Hz. A forga aplicada foi ajustada em 4 N e a amplitude

de 10 ym.

4.3.9 Angulo de contato

O ensaio de angulo de contato foi realizado para as formulagdes da etapa 2,
de modo a entender o comportamento superficial quanto a hidrofobicidade das
composi¢cdes contendo os diferentes o6leos. A medida do angulo de contato foi
determinada em um goniémetro ramé-Hart 250 equipado com software Drop Image.
As medidas foram obtidas apds deposig¢ao direta de uma gota de agua na superficie
de cada filme, com dimensédo de 1,0 cm x 3,0 cm. O ensaio foi conduzido em

triplicata.

4.3.10 Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio foi determinada a fim de verificar a influéncia
das diferentes argilas nas propriedades de barreira nos filmes de PHBV preparados.
O ensaio foi aplicado para as amostras das etapas 1 e 2. O ensaio foi conduzido a
23 °C com fluxo de oxigénio de 100 cm®min, de acordo com a norma ASTM D1434-
15, em um equipamento Systech lllinois L100-5000. Os dados coletados séao
referentes a permeabilidade ao oxigénio (PO2) em mL/m?d. Os resultados para cada
filme foram obtidos apdés a medida de espessura média dos filmes (1), em mm,
conforme a Equagado 3, obtendo-se o coeficiente de permeabilidade ao oxigénio
(P’0O2), em mLmm/m?d.

P'0, = PO, x1 Eq.3

Os ensaios de permeabilidade ao oxigénio foram estudados estatisticamente

por analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagao de médias de Tukey. Um

valor de p < 0,05 é considerado estatisticamente significativo.

4.3.11 Estudo da liberagao controlada dos 6leos essenciais

Estudos de liberagdo de ativos s&o propostos quando se deseja obter
informagdes acerca da taxa de difusdo do agente antimicrobiano no sistema
polimérico proposto e em meio que simule o ambiente de acondicionamento do
alimento. O ensaio foi conduzido nas etapas 1 e 2. Os testes de liberacdo foram
conduzidos em meio de &acido acético 3% (v/v), de modo a simular o meio de

acondicionamento de queijos. A escolha do meio simulador seguiu 0 Regulamento
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da Comissao (UE) n° 10/2011 relativo aos materiais de matéria plastica destinados a
entrar em contato com os alimentos (OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN
UNION, 2011, p. 20). A aplicagcdo desses filmes em embalagens de produtos
lacteos, especialmente queijos, torna-se favoravel devido ao aroma dos dleos e a
suceptibilidade de queijos a multiplicacdo microbiana ao longo do tempo de
prateleira, devido a sua microbiota natural e a facilidade de sofrer deteriorizacao.

Previamente ao ensaio, foi construida uma curva de calibragdo para o d6leo
essencial de orégano na faixa de concentracédo de 0,016 mg/mL — 0,2 mg/mL e
comprimento de onda maximo em 273 nm. Para o éleo de alecrim, as concentragdes
foram medidas entre 0,016 mg/mL — 0,15 mg/mL a 260 nm e, por fim, na faixa de
0,05 mg/mL - 0,15 mg/mL para o 6leo de manjericao, medidas em 275 nm. A
quantificacdo dos Oleos foi analisada por medidas de absorbancia em
espectrofotometro Shimadzu UV-Vis 1800.

Para os ensaios de liberagcao dos filmes da etapa 1, cerca de 150 mg de cada
filme (area aproximada de 17,1 cm?) foram imersos em 30 mL de solugdo de acido
acético 3% (v/v), mantidos em agitagdo continua de 100 rpm a 24 °C, em um
agitador pendular Marglabor, conforme Figura 12 (A). As mesmas condi¢cdes de
analise foram mantidas com os filmes da etapa 2, entretanto foi usado agitador
orbital MK1210 — TR (Figura 12 (B)). Periodicamente, aliquotas de 2 mL foram
retiradas em intervalos de tempo especificos durante 48 h de ensaio, sendo
substituidas com volume igual de meio e os dados posteriormente corrigidos. Para a
determinacao do percentual de 6leo liberado, foi considerada a concentragdo de
6leo medida em cada formulagao a partir dos resultados obtidos na analise de TGA.
Cada formulacéo foi ensaiada em triplicata e calculada a média e o desvio padréao.

Além do perfil de liberacdo, a cinética de liberagcdo do 6leo em cada
formulacdo também foi calculada através do DDSolver, um plug-in de extensao do
Microsoft Excel, onde os dados obtidos experimentalmente foram ajustados a
diferentes modelos cinéticos disponiveis para uso (ZHANG et al., 2010). O DDSolver
foi utilizado para encurtar o tempo de calculo, eliminar erros de calculo e determinar
o perfil de liberacdo ideal para as matrizes desenvolvidas. Dentre os modelos
avaliados, o de Korsmeyer-Peppas foi selecionado por melhor associar os dados
experimentais obtidos com os dados gerados pelo modelo. Os principais parametros
avaliados neste estudo foram: coeficiente de determinagdo (Rsqr), Critério de
Informacao de Akaike (AIC), Critério de Seleg¢ao de Modelo (MSC).
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Figura 12: Mesas utilizadas nos ensaios de liberagado: com agitagao pendular (A) e

agitacao orbital (B)

Fonte: Préprio autor

4.3.12 Atividade antimicrobiana dos filmes contendo 6leos essenciais

A avaliagdo da atividade antimicrobiana associada aos diferentes 6leos
essenciais foi realizada tanto na etapa 1 quanto na etapa 2 deste trabalho. A
atividade antimicrobiana dos filmes ativos de PHBV foi avaliada usando norma
padrao para filmes plasticos (Japanese Industrial Standard - JIS Z 2801:2000). Os
testes foram conduzidos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas -
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,
respectivamente, de modo a estimar quantitativamente a reducao/inibicdo de
microrganismos dentro de 24 h de contato com a superficie (OTERO et al., 2014). As
bactérias foram reativadas separadamente em Caldo BHI (brain heart infusion),
incubadas a 35 °C (£ 1 °C) por 24 h e a suspensao ajustada para o padrdao de
McFarland 0,5 contendo aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

Os filmes de cada formulagdo foram cortados em pedacos de 5 x 5 cm, e
filmes plasticos inertes usados foram de 4 x 4 cm. Todas as amostras foram
previamente expostas a luz ultravioleta para esterilizagdo. Em seguida, 0,4 mL de
inéculo microbiano (1,5 x 10° UFC/mL) foi colocado na superficie dos filmes e

imediatamente coberto com o filme inerte, garantindo contato préximo com a
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superficie antimicrobiana. O desenho ilustrativo do procedimento descrito encontra-
se na Figura 13. Os filmes foram incubados a 35 °C e 90% de umidade relativa por
24 h. Apos a incubagao, os filmes foram cuidadosamente lavados com 10 mL de
solugéo de peptona 0,1% e Tween 80 a 0,7%. Para a contagem de células viaveis, 1
mL foi transferido para um tubo contendo 9 mL de peptona 0,1% e diluido em série.

Os testes foram realizados em ftriplicata.

Figura 13: Desenho esquematico do procedimento segundo norma JIS 2801:2000:
cobertura da amostra com o indculo (1); cobertura do inéculo com um filme inerte de

dimensao menor (2); e incubacao dos filmes sob atmosfera umida por 24 h (3).

Filme inerte
T

Inéculo P
Amostra ) .

o \ 7

In6culo (2) 5

Q) =——

Fonte: Adaptado de SUN et al., 2016

As contagens microbiolégicas foram realizadas apds 24 h de incubagao a 35
°C em agar de contagem em placa (PCA). A atividade antimicrobiana foi calculada
em fungao do valor de redugéo (R), em log UFC/mL, usando a Eq. 4:

R = (logA —logR) Eq.4

onde log A é a média das contagens bacterianas do controle apds 24 h (in6culo) e
log B € a média das contagens bacterianas da amostra teste apos 24 h.

4.3.13 Aplicagao dos filmes em queijo mucgarela

Ap6s a conclusdo das diversas caracterizagdes tanto nos sistemas com
diferentes argilas, quantos nos sistemas com diferentes Oleos essenciais, a
formulacdo que melhor atendeu os resultados esperados foi selecionada para a
conclusdo dos ensaios visando a aplicagdo dos filmes. O produto alimenticio

selecionado foi o queijo mugarela.
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O queijo mucgarela testado foi adquirido no comércio local, em uma
embalagem a vacuo com 400 g de queijo, com fatias separadas por interfolhas
plasticas. O ensaio foi conduzido entre janeiro e fevereiro de 2022. As fatias de
queijo e as respectivas interfolhas foram cortadas em quadrados de 4 cm x 4 cm,
com o auxilio de uma lamina estéril e luvas. Toda a manipulagdo do alimento foi
conduzida em uma capela de fluxo laminar (Cabine de segurancga biolégica — Clean
Plus, marca Velco). Posteriormente, a formulagdo de interesse (POS) também foi
dimensionada em quadrados de 4 cm x 4 cm e esterilizada sob luz UV por 15 min de
cada lado - Conforme Figura 14(A). A Figura 14(B) ilustra a preparagao do ensaio.

O ensaio foi conduzido usando suspensdes de Escherichia coli ATCC 25922 a
10° UFC/mL e 100 pL de Listeria monocytogenes ATCC 13627 a 108 UFC/mL. As
bactérias foram reativadas separadamente em Caldo BHI, incubadas a 35 °C (+ 1
°C) por 18 h e a suspensao ajustada para o padrdao de McFarland 0,5 contendo
aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL. Apds o dimensionamento dos materiais, foram
colocadas sobre a superficie dos queijos, em contato direto, 100 uL de cada
suspensdo bacteriana, cobrindo prontamente com o filme de POS. Também foram
preparadas combinagdes queijo e filme inerte para servir de controle. Os queijos
foram acondicionados em embalagens plasticas vedadas e mantidos sob
refrigeragdo a 6 °C. A contagem microbioldgica no queijo foi avaliada em 3, 6, 9, 12,

15 e 30 dias. Todas as analises foram conduzidas em triplicata por dia.

Figura 14: Filme de POS dimensionados em quadrados de 4 cm x 4 cm sob luz UV
(A), manipulacdo dos queijos para corte (B), e acondicionamento dos queijos e
filmes em embalagens plasticas para a conducéo dos ensaios (C

Fonte: Préprio autor

Para a analise microbioldgica, o queijo mugarela (cerca de 3 g) foi separado
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do filme e colocado em um saco plastico estéril (Stomacher - marca Laborclin)
contendo 27 mL de agua peptonada 1% (LOTFI et al., 2018). Os queijos foram
homogeneizados por cerca de 1 min a 250 rpm com o auxilio de uma Bag Mixer —
marca Interscience. Cerca de 1 mL do caldo resultante foi recolhido, diluido e
inoculado por profundidade em placas descartaveis com Agar Triptona Bile
Glicuronideo (TBX) seletivo e diferencial para a contagem da E. Coli. Para a
contagem de L. monocytogenes foi inoculado 100 uL do caldo, sobre superficie, em
placas de Agar Listeria Ottaviani and Agosti (ALOA). Todas as placas foram
incubadas a 37 °C, e as contagens microbiologicas realizadas apos 24 h e 48 h,

respectivamente. Os resultados foram expressos em UFC/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS COMPOSICOES CONTENDO OLEO DE
OREGANO E SELECAO DA NANOPARTICULA INORGANICA

Os resultados apresentados nessa secao serdo referentes aos filmes de
PHBYV contendo trés diferentes argilas e 6leo essencial de orégano. O objetivo deste
primeiro estudo foi avaliar as propriedades dos filmes de acordo com a morfologia da

argila utilizada e a interagao com o 6leo de orégano.

5.1.1 Torque durante o processamento

A etapa de mistura e processamento dos materiais envolve temperaturas
elevadas (maiores que a temperatura de fusdo — Tm), agitagdo vigorosa e tempo de
permanéncia dos materiais dentro da camara. Todas as condi¢gdes promovem maior
homogeneizagcdo no processamento, permitindo boa distribuicdo dos aditivos na
matriz de PHBV. O controle das variaveis citadas deve ser adequado as
caracteristicas fisico-quimicas do polimero, principalmente quando o material de
estudo — PHBV - apresenta janela de processamento estreita (CARLI et al., 2015;
LIU et al., 2009).

A avaliagdo do torque durante o processamento permite visualizar a
caracteristica da viscosidade nas diferentes misturas e, consequentemente, uma
possivel tendéncia de degradagdo térmica dos materiais. As curvas sao
apresentadas na Figura 15. Os valores de torque diminuem com o tempo de
permanéncia dentro da camara, uma vez que a viscosidade vai diminuindo com a
fusdo do material e o tempo de processamento. O torque final avaliado para a
amostra de PHBV puro (P) foi de 4,9 Nm. Um acréscimo neste valor indica uma
maior viscosidade do polimero e, como consequéncia direta, indica uma menor
degradacao da matriz polimérica. De modo contrario, uma redug¢ao continua do valor
de torque pode indicar degradagao do PHBV.

A incorporagdo de nanoparticulas de argilas, em geral, deve promover um
aumento na viscosidade da mistura devido as interagdes polimero-carga. Esse efeito
foi observado na amostra contendo haloisita (PHal), aumentando o torque final da
mistura até o valor de 5,7 Nm. Entretanto, os resultados para os nanocompdsitos
contendo caulinita (PCau) e sepiolita (PSep) indicam pequena redugdo no torque

para 3,9 Nm e 4,2 Nm, respectivamente.
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Figura 15: Torque em fungdo do tempo de processamento das diferentes

formulagdes propostas
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Fonte: Préprio autor

Os valores de torque obtidos para os nanocompdsitos tendem a ser maiores
com a incorporagao da carga inorganica combinada ao oleo essencial. A utilizagao
de Oleo pode atuar como auxiliar de processamento, diminuindo a temperatura de
processamento e aumentando a estabilidade térmica no preparo dos
nanocompdsitos. Essa estabilidade térmica pode ser evidenciada ao analisar a curva
referente a composicdo PO, onde a incorporacdo de o6leo melhorou o
processamento dos materiais, alterando o torque final de 4,9 Nm do polimero puro
para 6,3 Nm na amostra de PO. A relacdo de aumento de viscosidade entre a
formulacéo polimero/argila e respectiva formulagcdo polimero/dleo/argila também foi
observada para os sistemas PCau/POCau e PSep/POSep, confirmando a tendéncia
do dleo de orégano em auxiliar o processamento do PHBV, aumentando a
estabilidade térmica dos materiais. Esse efeito sera mais claramente discutido

adiante.
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5.1.2 FTIR

A analise de FTIR permite a identificagdo qualitativa das ligagbes quimicas
presentes no material. A caracterizacdo quimica das nanoparticulas usadas nessa
etapa foi realizada pela andlise de FTIR-DRIFT, apresentada na Figura 16.
Observando o espectro da haloisita (curva em vermelho), € possivel identificar
bandas de absorgédo na regido de 3680 a 3655 cm™! atribuidas ao estiramento O-H
na ligagdo Al2OH, em 3620 cm! ao estiramento do grupo O-H da superficie interna e
em 1652 cm™ a fortes vibragbes de agua adsorvida. A banda em 1207 cm-' é
atribuida a ligacao Si-O (SZCZEPANIK et al., 2015). Para o espectro referente a
nanoparticula de sepiolita, a banda larga em 3672-3508 cm™' é atribuida a presenca
de grupos O-H na ligagdo MgsOH. A banda em 1670 cm™ ¢ atribuida a agua
coordenada ao magnésio na folha octaédrica. A banda intensa presente em 1208
cm' representa o estiramento de Si-O (ALKAN; TEKIN; NAMLI, 2005).

No espectro de caulinita ndo € possivel notar a presengca de bandas
associadas a agua adsorvida. A auséncia de agua na estrutura desta nanoparticula
sera observada mais a frente também na técnica de TGA. Entretanto, o espectro
apresenta bandas referentes ao estiramento O-H da superficie interna em 3604 e
3678 cm™ (QIU et al., 2014).

Figura 16: Espectro FTIR-DRIFT das nanoparticulas inorganicas
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O espectro FTIR-ATR para o 6leo essencial de orégano € apresentado na
Figura 17. O espectro do 6leo apresenta uma banda larga em 3450 cm’, referente a
hidroxila dos compostos fendlicos encontrados nos 6leos essenciais. Além desta, a
banda em 1200 cm™ também se refere ao grupo C-O dos fenois. A banda
caracteristica em 2983 cm! esta relacionada ao alongamento C-H, em 1458 cm™' a
flexdo de CH2 e em 1253 cm™' ao alongamento C-O-C (HOSSEINI et al., 2013).

Figura 17: FTIR-ATR para o 6leo essencial de orégano
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O espectro obtido para o filme de PHBV encontra-se na Figura 18 (A). As
bandas em 2977 e 2934 cm™ no espectro do PHBV representam as vibragdes
assimétricas e simétricas da ligagdo C-H, respectivamente. A banda de alta
intensidade em 1710 cm™' representa o estiramento da carbonila do éster (C=0)
(SHAKIL; MASOOD; YASIN, 2017). Os espectros de FTIR-ATR das composigbes
PHBV/argila e PHBV/dleo/argila sdo mostrados na Figura 18 (B) por linhas continuas

e tracejadas, respectivamente. A comparagao entre os diferentes espectros apenas
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identifica as bandas dominantes associadas a matriz polimérica — componente de

maior percentual de massa — e n&o ha diferengas visuais claras da incorporagao de

argila e 6leo a matriz de PHBV.

Figura 18: FTIR-ATR para o filme de PHBV (A) e para os diferentes filmes de PHBYV,

sem e com 6leo de orégano (B)
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Para melhor compreensao dos dados obtidos na analise de FTIR foi utilizada
a técnica dos minimos quadrados, através do calculo da correlagao e o erro médio
quadratico (RMSE) entre as diferentes curvas, permitindo a comparagao entre os
espectros obtidos (PEREIRA et al., 2016). Para a elaboracdo das curvas, as
transmitancias sdo normalizadas e comparadas entre si, como apresentadas na
Figura 19. A Figura 19 (A) apresenta a comparagdo entre a transmitancia da
amostra de PHBV puro com o préprio fiime de PHBV, fornecendo valores de
correlagdo igual a 1,0 e RMSE igual a 0,0. Na Figura 19 (B) a transmitancia do
PHBYV puro (eixo das abscissas) é comparada a transmitdncia do PHBV contendo
Oleo de orégano (eixo das ordenadas). Essa comparagao permite visualizar o desvio
de linearidade entre as transmitancias e, consequentemente, verificar que houve
uma modificacdo na estrutura quimica dos filmes devido a incorporacdo do 6leo. A
mesma comparagao foi realizada para as demais formulagdes de filmes, contendo
as diferentes argilas e com a incorporacdao do 6leo essencial. As curvas vao
apresentando aumento no desvio da linearidade conforme alteragcdo na composi¢ao
dos filmes.

O resultado numérico da comparacédo entre os espectros é apresentado na
Tabela 2. Na formulacédo contendo apenas o 6leo de orégano (PO) o valor de RMSE
€ alterado para 0,284. Embora a incorporagao das argilas nos filmes de PHal, PCau
e PSep represente um valor tedrico de 3% m/m, é possivel destacar um aumento
nos valores de RMSE. Como esperado, a adicdo de cargas em escala hanométrica
altera significativamente alguma propriedade da matriz polimérica.

A combinacao entre os dois aditivos (6leo e argila) € o parametro que provoca
maior desvio de linearidade entre os espectros, aumentando os valores de RMSE.
Esse efeito indica que houve alteragdo na estrutura quimica dos filmes. Uma vez
que a observacdo somente entre os espectros ndo pareceu clara, a técnica de
minimos quadrados se tornou necessaria a ponto de poder afirmar que a

incorporacgao dos diferentes aditivos foi efetiva no processo de fabricagao dos filmes.
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Figura 19: Analise comparativa das transmitancias dos filmes de PHBV versus os
filmes de PHBV puro (A) e as composi¢des PO (B), PHal (C), POHal (D), PCau (E),

POCau (F), PSep

100

HBV (%)
PO (%)

=)
=]
|

Espectro do P
T

o
=]
|

100+

(G) e POSep (H)

80
60
40—

207

0 T T T T T
40 60

Espectro do PHBV (%)

100+

80

60

PHal (%)

40

204

0 T T T T T
40 60 80

Espectro do PHBV (%)

100+

80

PCau (%)

404

204

T T T
40 60 80

Espectro do PHBV (%)

0 20

100

POSep (%)

20—

0 T T T T T
40 60 80

Espectro do PHBV (%)

0 T T T T T
0 20 40 60 80

Espectro do PHBV (%)

T
40 60

T T T T T
40 60 80

Espectro do PHBV (%)
100
0]
60
20

204

Espectro do PHBV (%)

Fonte: Préprio autor



59

Tabela 2: Resultados de RMSE dos espectros apds analise de FTIR/ATR

. Teor de Teor de 6leo
Amostras Argila RMSE

argila (%) de orégano (%)

P - - - 0,000
PHal Haloisita 3 - 0,991
PCau Caulinita 3 - 0,710
PSep Sepiolita 3 - 0,736
PO - - 8 0,284
POHal Haloisita 3 8 1,375
POCau Caulinita 3 8 1,161
POSep Sepiolita 3 8 1,262

5.1.3 MEV

A morfologia das nanoparticulas inorganicas e dos filmes preparados foi
analisada por MEV. As imagens das argilas sdo apresentadas na Figura 20, sendo
evidente as diferengas morfoldgicas entre as cargas selecionadas. A observacao de
estruturas predominantemente aglomeradas pode estar associada a baixa ampliagao
do MEV e a absorcdo de umidade durante o armazenamento da carga. A
microscopia referente a Figura 20 (A) esta relacionada a nanoparticula de haloisita,
que apresenta uma morfologia tubular. Na Figura 20 (C-D) é possivel observar a
morfologia lamelar da caulinita, com folhas compactadas. Por fim, na Figura 20 (E-F)
encontra-se apresentada a estrutura da sepiolita, com morfologia de nanoagulhas.
Embora a sepiolita também apresente aglomeragdo em seu estado sélido, essa
nanoparticula apresenta elevada area superficial, evidente principalmente em

maiores ampliagcdes.
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Figura 20: Micrografias das nanoparticulas de haloisita (A-B), caulinita (C-D) e
sepiolita (E-F) em 2500x e 5000x.
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Fonte: Préprio autor

A Figura 21 apresenta as microscopias da segao transversal para o PHBV
puro (A) e para os nanocompositos PHal (B), PCau (C) e PSep (D), a esquerda. A
Figura 21 (A) aponta uma superficie lisa tipica de uma fratura fragil, comparavel com
resultados relatados por outros autores para a matriz de PHBV (JOST,
LANGOWSKI, 2015). Nas demais imagens — Figura 21 (B), (C) e (D) — a regidao mais

clara indica as nanoparticulas, sendo possivel observar a aglomeragéo encontrada
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em cada formulagdo. E importante destacar que as argilas foram submetidas as
mesmas condicdbes de pré-processamento (secagem) e processamento.
Comparando os trés nanocompadsitos produzidos, € possivel afirmar claramente que
os filmes contendo sepiolita apresentaram a melhor dispersdo, com a carga
inorganica finamente dispersa ao longo da matriz de PHBV (Figura 21 (D)). Ja os
filmes de PHal e PCau (Figura 21 (B) e (C), respectivamente) apresentaram algumas
estruturas aglomeradas. Essa dispersdo limitada pode afetar a permeacao de
moléculas gasosas para o interior e/ou exterior do alimento, como sera discutido
mais a frente.

A incorporagao do 6leo de orégano resultou em aumento na rugosidade dos
filmes (Figura 21 — imagens a direita), sugerindo mudancas no comportamento
mecanico dos materiais como consequéncia do efeito plastificante do 6leo. Também
sdo observados alguns vazios e/ou rachaduras nos filmes, que podem estar
relacionados a volatilizagdo de 6leo durante alguma etapa do processamento dos
filmes. Na Figura 21 (F) e (G) ainda € possivel observar a aglomeragao de algumas
nanoparticulas de haloisita e caulinita, respectivamente, mesmo com a incorporacao
do dleo. E provavel que para os filmes contendo caulinita, onde os grupos hidroxila
estdo presentes entre as lamelas, ocorra uma forte interacdo particula-particula e a
carga tende a permanecer aglomerada. Ja para os filmes contendo haloisita, embora
os grupos silanol e aluminol presentes na superficie e bordas da nanoparticula
possam interagir com o polimero, as forcas de cisalhamento induzidas durante o
processamento ndo foram suficientes para promover um maior nivel de dispersao na
carga.

Entretanto, nos filmes de POSep (Figura 21 (H)) a sepiolita segue
homogeneamente dispersa ao longo da matriz polimérica. A boa dispersdo das
agulhas de sepiolita no PHBV também foi observada em outros estudos e pode ser
explicada pela interacdo entre os grupos hidroxila na superficie da particula e os
grupos éster da cadeia do PHBV (GONZALEZ-AUSEJO et al., 2019).
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Figura 21: Micrografias dos nanocompdsitos (a esquerda) e dos respectivos filmes
com 6leo de orégano (a direita): P(A); PHal (B); PCau (C); PSep (D); PO (E); POHal
(F); POCau (G) e POSep (H)
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Fonte: Préprio autor
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5.1.4 Propriedades térmicas: TGA, DSC e MO

A analise termogravimétrica fornece um importante resultado para a estimar a
temperatura onde se inicia o processo de degradagdo nos materiais poliméricos,
principalmente em biopolimeros que sdo materiais mais susceptiveis a sofrerem
hidrdlise e, consequente, quebra da cadeia. Além disso, em nanocompdsitos, € uma
ferramenta para estudar a estabilidade térmica dos materiais. O resultado da analise
de TGA para o filme de PHBYV encontra-se na Figura 22.

Para o PHBV puro, observa-se apenas um evento de perda de massa, na
faixa de 265-319 °C, onde ocorre um mecanismo de cisdo de cadeia aleatoria
(eliminagéo cis), levando a degradagdo da matriz polimérica (AOYAGI; YAMASHITA,;
DOI, 2002; SHAKIL; MASOOD; YASIN, 2017). Além disso, o produto final da
degradacao do PHBV sao CO:2 e H20 (MAZUR et al., 2022).

Figura 22: Curva de TGA para o filme de PHBV produzido
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Fonte: Préprio autor

Para as nanoparticulas inorganicas, inicialmente € possivel destacar a
presenca de agua adsorvida em cada nanoparticula. A amostra de caulinita, que

apresenta estrutura lamelar, ndo apresenta nenhum evento de perda de massa
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associada a presengca de agua, corroborando os resultados de FTIR-DRIFT.
Entretanto, para a haloisita e sepiolita, € possivel verificar uma perda de massa de
2,07% e 5,61%, respectivamente, até a temperatura de 120 °C.

Outra caracteristica observada no termograma das argilas esta relacionada a
decomposicdo parcial das nanoparticulas, perdendo grupos hidroxila em altas
temperaturas de acordo com mecanismos de desidroxilagdo (FROST; DING, 2003).
Este evento de degradacgao térmica ocorre na faixa de temperatura de 280 °C a 628
°C para a haloisita, 456 °C a 626 °C para a caulinita e 377 °C até 618 °C para a
sepiolita. Apesar disso, todas as particulas ainda apresentam boa parte da sua
estrutura quimica mantida em 650 °C, podendo ser confirmado pelos altos valores

de massa residual no TGA.

Figura 23: Curvas de TGA das nanoparticulas de haloisita, caulinita e sepiolita (A) e
respectivas curvas de dTG (B)
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Fonte: Préprio autor

A Figura 24 apresenta os termogramas das diferentes formulagées de filmes,
bem como a curva de TGA associada ao 6leo essencial de orégano. O dleo (curva
roxa tracejada) inicia seu processo de volatilizagdo em torno de 80 °C, com maximo
de perda de massa em torno de 198 °C e, em 270 °C, apresenta total volatilizacao.

Essa informagao condiz com a estabelecida pela literatura para a temperatura de
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ebulicdo do 6leo em 246 °C (HOSSEINI et al., 2013).

E possivel também perceber a diferenca entre as curvas que contém 6leo de
orégano, destacando na Figura 24 (B) e (C) os eventos térmicos associados em
cada faixa de temperatura. A Figura 24 (B) destaca o intervalo da analise onde
ocorre a volatilizagéo do 6leo de orégano. E possivel perceber a perda de massa em
todas as curvas tracejadas, que contém oleo de orégano, indicando a saida do 6leo
até a temperatura de 270 °C. Posteriormente a essa temperatura, o comportamento
de degradacao segue o esperado para filmes onde o constituinte principal € o PHBV,
ou seja, um evento de perda de massa em torno de 300 °C. Através desta
observacao, € possivel estimar o teor incorporado de 6leo essencial de orégano nos
filmes preparados.

O destaque na Figura 24 (C) refere-se a estabilidade térmica dos filmes.
Todas as curvas de perda de massa foram deslocadas para a direita em comparacao
a curva do polimero PHBV. Esse efeito indica que a estabilidade térmica dos
materiais aumenta tanto com a adigado da argila, quanto com a incorporagao do oleo
de orégano. Na pratica, o aumento da estabilidade térmica é interessante pois
aumenta a janela de processamento de materiais biodegradaveis.

Os resultados numéricos do TGA estdo consolidados na Tabela 3. Como
mencionado anteriormente, a incorporacao das argilas influenciou a estabilidade
térmica dos filmes, aumentando os valores de T5% (temperatura onde ocorre a
perda de 5% da massa) e Td (temperatura de maxima taxa de degradagéo). A
reducdo de T5% observada nas formulagées contendo 6leo essencial refere-se a
volatilizacdo do d6leo, sem afetar os estagios iniciais de degradagao do polimero.

A presenga de argila em nanocompdsitos contendo o 6leo de orégano
retardou o processo de degradagao do 6leo. A Tdeieo de 159 °C para o filme de PO
foi deslocada para 166 °C nos filmes de POHal, 164 °C nos filmes de POCau e 170
°C para o filme de POSep. Esse resultado pode indicar uma interagao entre o 6leo e
as diferentes nanoparticulas, aumentando tanto a estabilidade térmica dos filmes
quanto do aditivo antimicrobiano. Resultados semelhantes foram observados por
Persico et al. (2009) ao incorporar carvacrol e montmorilonita em filmes de LDPE
(PERSICO et al., 2009).
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Figura 24: Curva de TGA do oleo de orégano e das diferentes formulacdes de filmes
(A), ampliagao na temperatura de volatilizagao do 6leo (B) e ampliagao na
temperatura de degradacao do PHBV (C)
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Fonte: Préprio autor

Outro destaque importante € que a incorporagdo de o6leo de orégano
aumentou a Td dos nanocompésitos de PHBV/argila. Para filmes de PHal, a Td
aumentou de 309 °C (sem o6leo) para 316 °C (com 6leo). E possivel que a
incorporagdo de O6leo de orégano tenha melhorado a dispersdo da haloisita,
aumentando a area especifica das nanoparticulas e melhorando a propriedade
térmica dos filmes. Para as nanoparticulas de caulinita, mesmo com sua fraca
dispersao na matriz de PHBV obteve-se um aumento na Td, de 308 °C para o PHBV
a 316 °C para ambos os fiimes de PCau e POCau. A incorporacdo das

nanoparticulas de sepiolita — que apresenta melhor dispersdao na matriz de PHBV
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(segundo analise de MEV) — foi responsavel pelos maiores valores de Td: 319 °C
para PSep e 317 °C para POSep. Esse efeito pode estar relacionado a interagao
entre OEO e sepiolita, cujos grupos quimicos sao mais acessiveis do que outras

argilas.

Tabela 3: Temperaturas de degradacao e percentual de incorporacdo dos aditivos

apos processamento

Oleo Eficiéncia de Argila
. Td6|eo T5% Tdmax . . ~ .
Filmes (°C) (°C) (°C) incorporado incorporacao do incorporada
(%) 6leo (%) (%)
P - 284 308 - - -
PHal - 286 309 - - 3,4
PCau - 293 316 - - 3,0
PSep - 297 317 - - 2,8
PO 159 270 311 4,6 57 -
POHal 166 274 316 4,2 52 2,9
POCau 164 276 316 4,3 53 2,8
POSep 170 273 317 4.4 54 2,7

A partir dos dados da TGA, também foi possivel estimar o teor de
incorporagao desses aditivos nos filmes preparados. A incorporagao de d6leo de
orégano foi determinada a partir da massa residual em 255 °C. Da mesma forma, o
teor de argila presente nas formulagdes foi calculado pelo residuo a 690 °C.

Os resultados da Tabela 3 indicaram eficiéncia de incorporacdo em torno de
57% para o filme PO e, em menor rendimento, 52% para o filme de POHal. Essa
perda de material € esperada, uma vez que o polimero e as cargas sao submetidos
a aquecimento durante o processamento (165 °C) e moldagem dos filmes (190 °C).
Nessas condigdes, pode ocorrer volatilizagdo parcial do 6leo de orégano.

O teor real de 6leo nos filmes foi de 4,4% (m/m) de 6leo na composigao de
POSep, 4,2% no filme de POHal e 4,3% para o filme POCau. Esse efeito corrobora a
interacdo entre os grupos hidroxila disponiveis na superficie da sepiolita com o éleo
de orégano. Além disso, o maior teor de 6leo nesses filmes também pode indicar a
protecdo do oleo pela nanoparticula de sepiolita. Para as demais argilas, os pontos

de interagdo entre a argila e o oOleo tornam-se menores devido a sua prépria
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estrutura morfologica e a aglomeragdo das mesmas, resultando em um maior
percentual de oleo perdido. Entretanto, vale destacar a proximidade entre os
resultados obtidos, reforcando que todos os materiais apresentaram incorporagao
satisfatoria do agente antimicrobiano.

Quanto as nanoparticulas, considerando o teor tedrico de 3% (m/m) de argila,
pode-se verificar que as formulagbes mantiveram aproximadamente o mesmo
percentual de carga inorganica, indicando perda minima de material durante o

processamento e uma boa homogeneidade das amostras.

5.1.4.1 Caracterizacdo da cristalizagdo por DSC e MO

Os materiais também foram avaliados pela analise térmica de DSC, a fim de
observar propriedades importantes para a caracterizagdo dos filmes, como
temperatura de cristalizacdo (Tc) determinada durante o resfriamento, temperatura
de fusao cristalina (Tm) e grau de cristalinidade (Xc) dos materiais, estimadas no
segundo aquecimento. A Figura 25 (A) apresenta os resultados de resfriamento para
as diferentes composicdes. E possivel verificar a tendéncia de aumento da Tc em
todos os filmes onde foram incorporadas as nanoparticulas. Esse aumento na Tc
pode indicar um efeito nucleante das nanoparticulas na cristalizacdo de PHBYV,
aumentando a densidade de nucleagdo nas composicdes e, consequentemente,
originando maior quantidade de esferulitos em comparagédo com o filme de PHBV
puro.

Os resultados obtidos durante o segundo aquecimento sdo apresentados na
Figura 25 (B). A ocorréncia de picos duplos de fusdo (Tm1 e Tmz) foi observada para
todas as composi¢cdes de PHBV. Esse comportamento ja foi observado para o PHBV
por diversos trabalhos (CARLI; CRESPO; MAULER, 2011; WANG et al., 2005).
Alguns autores sugerem que o primeiro evento térmico estaria relacionado a uma
recristalizacdo do polimero, caracterizando como temperatura de fusado dos cristais
somente o segundo evento térmico (Tmz2) (YU et al., 2014). No entanto, neste
trabalho, os dois picos endotérmicos estdo muito proximos e o aparecimento do pico
duplo pode estar associado a fusdo de estruturas cristalinas de diferentes tamanhos
presentes na matriz de PHBV.
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Figura 25: Curvas de cristalizagéo (A) e fusao (B) para os filmes de PHBV
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Fonte: Préprio autor

Além disso, é possivel identificar uma tendéncia das curvas de DSC: para os
filmes de P e PO, o pico de fusao referente a Tmz € maior que o pico da Tmi. Com a
adicado das nanoparticulas, entretanto, os picos referentes a Tm1 apresentaram maior
intensidade. Essa tendéncia foi corroborada por micrografias Opticas, apresentada
na Figura 26 sugerindo que, de fato, cada evento endotérmico esta relacionado a
fusdo de esferulitos de diferentes tamanhos. O polimero puro (P) exibiu esferulitos
de tamanhos uniformes. Com a incorporagao das argilas, a formagdo de nucleos
cristalinos foi predominante, confirmando a hipétese sugerida anteriormente onde as
nanoparticulas atuariam como agentes nucleantes na matriz de PHBV. Assim,
esferulitos de diferentes tamanhos seriam formados, implicando em diferentes
temperaturas de fusdo onde estruturas menores fundem primeiro. Além disso, as
formulacbes PHal e PSep apresentaram maior quantidade de esferulitos, formando
cristalitos de tamanhos menores. Conforme ja discutido por MEV, esss formulagdes
apresentaram melhor dispersao. Ja para os filmes de PCau, é observado uma menor
quantidade de esferulitos, além de apresentarem forma irregular. As estruturas
aglomeradas encontradas no nanocompodsito PCau por MEV podem ter levado a
formacdo de cristalitos mais imperfeitos. Assim, o pico de Tm+s deste material

apresenta intensidade semelhante ao pico de Tma.
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Figura 26: Morfologia dos esferulitos obtidas por microscopia 6ptica com luz
polarizada para P (A), PHal (B), PCau (C), PSep (D), PO (E), POHal (F), POCau (G)
e POSep (H).
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Fonte: Préprio autor

A incorporagao do 6leo de orégano nao afetou significativamente a aparéncia
das curvas DSC, bem como a morfologia dos esferulitos, apresentando a mesma
tendéncia do nanocompdsito associado sem o 6leo. No entanto, vale notar um
deslocamento da Tm para temperaturas mais baixas (Tabela 4), indicando que o
O0leo de orégano pode atuar como plastificante, aumentando a flexibilidade das
cadeias do PHBV. Este comportamento, aliado a maior estabilidade térmica
promovida pela incorporagao de nanoparticulas de argila, permite que o PHBV seja
processado a 165 °C sem degradacao de suas macromoléculas.

Os valores obtidos pela analise de DSC estdao expostos na Tabela 4. O
intervalo de temperatura onde acontece a fusao cristalina do PHBV esta de acordo
com a temperatura de fusdo encontrada em outros trabalhos (IGGUI et al., 2015).
Além das informag¢des obtidas na interpretagcdo das curvas, também €& possivel
identificar que os valores de cristalinidade dos filmes sofreram um significativo
aumento, chegando a valores de 80% para a amostra de PSep e 79% para POHal
em comparagdo ao grau de cristalinidade do polimero puro (P). O grau de
cristalinidade do PHBV em 66% também foi observado em outro trabalho (CASTRO-
MAYORGA et al., 2017). O efeito da combinacdo de argila e 6leo essencial no
comportamento cristalino dos filmes pode ser resultado no aumento da mobilidade
das cadeias agregado ao efeito nucleante das argilas bem dispersas, como discutido

anteriormente.
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Tabela 4: Resultados térmicos obtidos por DSC

Filmes Tc (°C) Tm: (°C) Tm2(°C)  AHm*(Jlg)  Xc (%)
P 71 166 174 97 66
PHal 79 167 174 109 77
PCau 79 167 174 110 77
PSep 89 167 174 113 80
PO 70 164 171 112 84
POHal 78 164 171 103 79
POCau 79 164 172 100 77
POSep 85 165 172 103 79

AHmM*(J/g): Somatério da areade Tmq1e Tmy

5.1.5 DMA

A influéncia das nanoparticulas e do 6leo essencial sobre as propriedades
mecanicas dos filmes de PHBV foi avaliada por DMA. A Figura 27 apresenta as
curvas obtidas quanto ao modulo de armazenamento (E’) e modulo de perda (E”),
respectivamente.

E possivel observar um aumento significativo do médulo de armazenamento
em toda a faixa de temperatura para os nanocompdésitos de PHal, PCau e PSep em
comparagao com a curva de E’ para o polimero puro (P — curva em preto). Esse
comportamento indica que a adicdo das nanoparticulas de argila melhora as
propriedades elasticas da matriz de PHBV, aumentando a rigidez dos filmes (IGGUI
et al.,, 2015). As curvas de PHal e PSep encontram-se proximas indicando que as
nanoparticulas de haloisita e sepiolita, respectivamente, contribuiram com o
aumento do modulo mais fortemente do que as nanoparticulas de caulinita, que
apresentou menor modulo. Tal efeito esta relacionado a interagao polimero-argila. As
nanoparticulas de haloisita e sepiolita apresentam grupos hidroxilas mais acessiveis
do que as nanoparticulas de caulinita, onde os grupos hidroxilas estao localizados
dentro das lamelas. Esses grupos podem interagir com a carbonila do grupamento
éster de PHBYV, aumentando a interagdo entre as cadeias e facilitando a dispersao
das cargas na matriz polimérica (CARLI; CRESPO; MAULER, 2011). Com isso, as
propriedades mecanicas dos filmes de PHal e PSep apresentam um comportamento
mais proximo enquanto o filme de PCau apresenta uma curva de E’ deslocada das
demais, devido a aglomeragéo da caulinita (conforme verificado na analise de MEV).
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Figura 27: Modulo de armazenamento (E’) e mddulo de perda (E”) obtido nos

ensaios de DMA
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Fonte: Préprio autor

Quando avaliadas as curvas contendo 6leo de orégano (linhas tracejadas), o
comportamento passa a ser um pouco diferente. Em temperaturas mais baixas
(abaixo da trasicéo vitrea do polimero) todos os filmes contendo 6leo essencial
apresentaram maior E’ quando comparado ao PHBV puro. Este efeito indica que a
incorporagdo do Oleo de orégano na matriz de PHBV, junto as demais
nanoparticulas, pode contribuir para um aumento das interagdes entre os
componentes do filme. Como resultado, o desempenho dos filmes em aplicagdes de
embalagem pode ser ajustado com a selegdo adequada de argila/éleo, produzindo
materiais com propriedades funcionais.

Além dos resultados obtidos para o mdédulo de armazenamento, algumas
consideragdes também podem ser feitas na Figura 27 quanto ao modulo de perda
(E”), associado a componente viscosa do polimero. O médulo de perda para o

polimero puro esta representado pela curva em preto. Com a adicdo das
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nanoparticulas inorganicas houve um aumento significativo no E” dos materiais. Isto
era esperado, visto que como ha uma maior energia armazenada, maior sera sua
dissipacao de energia. Assim como no médulo E’, os filmes de PHal e PSep também
apresentaram maior médulo de perda E” em comparacédo aos fiimes de P puro e
PCau. Ainda, é possivel verificar a tendéncia do deslocamento das curvas E” para
temperaturas menores com a incorporagao de oleo de orégano, evidenciando um
efeito plastificante do 6leo nas composigdes.

Os resultados numéricos do médulo de armazenamento bem como os valores
de Tg estdo expostos na Tabela 5. Os valores de Tg séo obtidos da curva de tand,
apresentado mais a frente na Figura 28. Os valores de E’ a 25 °C sao menores do
que os observados a -25 °C. Esse efeito € observado uma vez que atingido a
temperatura de transicdo vitrea do polimero, o material ganha mais mobilidade,

reduzindo os valores de E’.

Tabela 5: Médulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e temperatura de

transigéo vitrea (Tg) obtidos por DMA

mes 5070 WD S0P o
P 6910 4984 265 24.8
PHal 17780 13136 468 23,1
PCau 11507 8333 617 17,6
PSep 17085 13335 704 23,7
PO 8765 4330 371 -0,5
POHal 13542 6710 1248 5,8
POCau 22031 10266 552 10,6
POSep 10176 5162 522 8,6

Visto que a tand é a razédo entre o médulo de perda (E”) e o0 mddulo de
armazenamento (E’), as nanoparticulas diminuem a dissipagdo de energia, ou seja,
ha uma restricdo na mobilidade das cadeias do polimero devido as interacbes
particula/polimero. A visualizacdo da temperatura de transicdo vitrea permite
caracterizar a mobilidade entre os sistemas preparados.

O PHBYV puro apresenta Tg em torno de 24,8 °C que ¢ ligeiramente deslocada
para 23,1 °C, 17,6 °C e 23,7 °C nos nanocompadsitos contendo haloisita, caulinita e
sepiolita, respectivamente. Na Figura 28 esse efeito € visualizado através do
deslocamento das curvas de tand dos nanocompdsitos em relagdo a curva do

polimero puro. Esse comportamento € significativamente alterado com a
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incorporagao do oleo essencial de orégano. Os valores de Tg s&o reduzidos para -

0,5 °C para o filme PO. Tal efeito pode ser justificado pela atuagdo do éleo como

plastificante na matriz PHBV, aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas pelo

aumento da distancia entre elas. Esse efeito plastificante do o6leo também é

evidenciado nas composi¢ées com a combinagao 6leo/argila, com valores de 5,8°C,
10,8°C e 8,6°C para POHal, POCau e POSep, respectivamente. Na Figura 28 essa

reducao é destacada pelo deslocamento de todas as curvas para a esquerda.

Figura 28: Curvas de tand para os diferentes nanocompdsitos
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5.1.6 Permeabilidade ao oxigénio

A caracterizagao dos filmes de PHBV/argila/6leo também foi realizada quanto

a permeabilidade ao oxigénio. O oxigénio pode causar oxidagédo, que € um estagio

inicial de varias formas de deterioragao dos alimentos. Um filme que atua como uma

barreira adequada ao oxigénio pode ajudar a manter caracteristicas sensoriais do
alimento, prolongando o tempo de prateleira (KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016).

A Figura 29 apresenta o resultado de permeabilidade ao Oz das dferentes amostras.

O filme de PHBV puro apresenta valor de permeabilidade de 392,4

mLmm/m?2d. Com a incorporagdo das diferentes argilas, os valores foram reduzidos
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em 70% ou mais, de acordo com cada composicado. Essa reducao é identificada por
um asterisco na Figura 29, onde todas as formulagbes foram estatisticamente
diferentes com p < 0,05 quando comparadas ao filme de PHBV puro. A redugédo mais
significativa no valor da permeabilidade foi alcangada no nanocompdésito PSep, com
valor de 54,3 mLmm/m?d. Esse resultado estd de acordo com a maioria dos
resultados anteriores, indicando que a sepiolita apresenta a melhor dispersao na
matriz de PHBV e, como consequéncia, atua diretamente como barreira a
permeacao de oxigénio.

Alguns trabalhos com 6leos essenciais ndo confirmam o efeito de barreira nos
filmes com a adicdo de agentes antimicrobianos (ROJAS-GRAU et al., 2007).
Entretanto, no presente estudo, foi observada uma notavel reducdo da
permeabilidade no filme PO e na combinacao 6leo de orégano/argila. Este fenbmeno
pode estar associado ao aumento da cristalinidade dos filmes (conforme Tabela 4)
em comparagao com o polimero puro e os filmes sem 6leo. De fato, os dominios
cristalinos também atuam como uma barreira, impedindo a difusdo das moléculas de
oxigénio (KANEHASHI et al., 2010). Além disso, ao comparar as composi¢ées com a
mesma argila, ndo foi possivel verificar diferenga significativa entre os pares PHal e
POHal, PCau e POCau, e PSep com POSep (Indicado na Figura 29 pelo cédigo
“NS”). Isso confirma que nao houve efeito negativo da incorporagao de d6leo aos

materiais quanto a permeabilidade ao oxigénio.
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Figura 29: Resultados de permeabilidade ao oxigénio dos diferentes filmes
preparados.
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5.1.7 Estudo de liberagao controlada do 6leo de orégano

Os nanocompdsitos contendo 6leo essencial de orégano foram usados para o
estudo de liberagdo em meio simulando o ambiente de produtos lacteos. Esses
estudos permitem compreender a taxa de liberagdo do 6leo nas diferentes
formulagbes e assim, verificar a influéncia de cada nanoparticula no controle da
liberagdo do agente antimicrobiano.

Inicialmente ao ensaio, uma solugdo de 6leo de orégano em &acido acético
(3%vV/v) foi preparada e analisada por UV para determinagdo do comprimento de
onda a ser feita a quantificacdo. O pico caracteristico em 273 nm, como mostra a
Figura 30, encontra-se condizente com a literatura e foi usado para elaborar a curva
analitica de 6leo de orégano (CAMPOS-REQUENA et al., 2015a). Os dados obtidos

estao apresentados na Figura 30.
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Figura 30: Espectro UV do oleo de orégano em acido acético (A) e curva analitica
construida para a quantificagdo do ensaio de liberagao (B)
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Com base nos valores satisfatérios de R? e com a equagao relacionando
concentracdo do oOleo e absorbancia, foi possivel estudar o percentual de ativo
antimicrobiano liberado em cada formulagédo do filme no meio proposto, ao longo de
diferentes tempos de ensaio.

O ensaio de liberagdo do 6leo de orégano em acido acético (3%v/v) foi
conduzido ao longo de 48 h. A Figura 31 apresenta os pontos obtidos no ensaio, com
0 ajuste cinético usando o modelo de Korsmeyer-Peppas. Os parametros obtidos
estdo apresentados na Tabela 6. Em todas as formulagdes foi possivel identificar
uma liberacdo gradual do 6leo de orégano. Essa informagao € interessante para a
aplicagdo em embalagens ativas, pois espera-se obter uma liberacdo gradual do
composto ativo ao longo da vida de prateleira do alimento, evitando o crescimento
da populacao bacteriana.

Para o filme contendo somente o dleo (PO) foi observada uma liberagdo de
11,5% + 0,5% de antimicrobiano apos 6 h de analise, completando 22,6% + 0,7% em

48 h. O ajuste adequado dos dados experimentais aos dados do modelo é
destacado através do erro quadrado médio (R?) de 1,00 para os filmes de PO,

POHal e POSep, e 0,99 para o filme de POCau. Esse modelo segue equacgao:

F:KKPth Eq5

Onde F ¢é a fragao de aditivo liberada, Kkp a constante da taxa de liberagéo, t

o tempo e n o coeficiente de difusdo. O parametro n < 0,43 indica que a liberagao do
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ativo segue por processo de difusdo; n = 0,85 indica que a liberagcdo ocorre
conforme acontece relaxamento da cadeia do polimero; enquanto que n com valor
entre 0,43 e 0,85 indica um mecanismo de transporte ndo Fickiano, com os
processos de difusdo e erosdo do polimero acontecendo concomitantemente e,

consequentemente, liberando o ativo.

Figura 31: Curva de liberagao do 6leo de orégano em acido acético com ajuste
cinético usando modelo de Korsmeyer-Peppas
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Na Tabela 6, é observado n em torno de 0,31 para todas as formulagdes de
filmes. Muitos estudos destacam que o processo de liberacdo em PHBV acontece
através de difusdo e degradacédo da matriz. Entretanto, pode ser que o processo de
degradagdo da matriz de PHBV comece a acontecer em estagios superiores ao
tempo de analise ensaiado. Além disso, essa caracteristica torna-se interessante
para aplicagdo em alimentos, uma vez que nao ha interferéncia da erosdo do
material de embalagem na liberagao do ativo antimicrobiano. Nesse contexto, a
liberacdo de O6leo de orégano em meio de acido acético (3%v/v) acontece,
unicamente, pelo processo de difusdo através da matriz de PHBV. Esse parametro

evidencia a importancia da selegdo adequada da carga inorganica, uma vez que a
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dispersdo da carga, a interagcdo entre carga e aditivo e as caracteristicas de
cristalinidade resultante com a combinagdo desses materiais pode alterar a difusao

do 6leo através do polimero.

Tabela 6: Parametros obtidos no DDSolver para o modelo de Korsmeyer-Peppas.
Modelo: Korsmeyer-Peppas

Parametros PO POHal POCau POSep
Kke 6,24 5,89 6,89 7,28
n 0,33 0,31 0,30 0,30
R? 1,00 1,00 0,99 1,00

A curva de liberacdo para POHal apresentou liberagao ligeiramente mais lenta
quando comparada aos demais sistemas. Apdés 48 h de analise, o filme contendo
haloisita liberou 19,5% %= 1,2% de Oleo de orégano, enquanto as composigdes
POCau e POSep liberaram 23,1% + 2,7% e 23,7% = 1,5%, respectivamente.
Sabendo que a liberagdo ocorre unicamente pela difusdo do 6leo do interior para o
exterior do filme, a dispersao e interacdo do 6leo com as nanoparticulas inorganicas
pode influenciar diretamente na liberacdo do 6leo para o meio. Nesses sistemas, a
aglomeracao da haloisita pode ter levado a uma ma disperséo do 6leo na matriz
PHBYV, e parte do dleo pode ter sido aprisionado dentro dos nanotubos de haloisita,
ao contrario das demais nanoparticulas com outras morfologias. Essa caracteristica
pode ter limitado a difusdo e consequentemente a liberagédo do éleo de orégano.
Esse efeito também pode ser corrobado quando analisada a permeabilidade ao
oxigénio: a ma dispersao de 6leo e argila nos filmes de POHal causou os maiores
valores de permeabilidade entre as amostras contendo 6leo de orégano.

Inicialmente, seria razoavel afirmar que a liberacdo deve ocorrer mais
lentamente, como € comumente aplicado em estudos de entrega de farmacos. No
entanto, como sera discutido mais adiante, a analise antimicrobiana desses filmes
indica que a formulagcao que apresenta a liberacao inicial mais rapida no meio de
simulacao é a preferivel. Para que a atividade antimicrobiana seja alcangada durante
todo o tempo de prateleira do alimento, a embalagem deve entregar o ativo
antimicrobiano ao meio de acondicionamento do alimento desde o primeiro contato
com o produto alimenticio, para evitar os estagios iniciais de multiplicagdo
microbiolégica. Portanto, para aplicagdes alimenticias, a embalagem ativa deve

garantir que n&o haja crescimento de bactérias patogénicas no inicio do
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armazenamento dos alimentos (CAMPOS-REQUENA et al., 2015a, 2015b).

5.1.8 Atividade antimicrobiana segundo JIS Z 2801:2000

A atividade antimicrobiana de composi¢cdes de PHBV contendo 6leo de
orégano contra S. aureus e E. coli foi estudada seguindo a norma JIS Z 2801:2000.
Esta metodologia € adequada para sistemas onde os ativos antimicrobianos nao se
limitam a superficie da matriz, mas também sao liberados para o meio por difuséo
(RADHESHKUMAR; MUNSTEDT, 2006). De acordo com este método, a eficacia
antibacteriana observada em superficies plasticas deve permitir uma redugao de 2
ciclos log ou superior a esta nos materiais analisados (VILLANUEVA et al., 2016). Os
resultados sdo apresentados na Tabela 7, com os valores de redugédo (R)

apresentados em log e em percentual.

Tabela 7: Contagem microbiolégica em filmes de PHBV com 6leo de orégano
calculada por ensaio de contato direto contra E. coli e S. aureus

E. coli* S. aureus™*
Coqtagem Reducgao R Cor!tagem Reducao R
Amostras apos 24h (R) (%) apos 24h (R) (%)
(UFC/mL) em log (UFC/mL) em log
Controle 1,3x10° - - 1,1x108 - -
PO 1,8x10* 1,940,9 98,6 3,1x10? 0,6+0,1 71,8
POHal 4,3x103 2,5+0,1 99,7 8,5x10" 1,1£0,1 92,3
POCau 9,0x101*** 6,2+0,0 99,9 3,0x10! 1,6+1,2 97,3
POSep 5,3x10* 1,4+1,8 95,9 9,0x10" 3,1+0,0 99,9

Controle: Filme controle, sem aditivo antimicrobiano.

* Contagem de E. coli no tempo zero foi de 3,7x103 UFC/mL

** Contagem de S. aureus no tempo zero foi de 5,1x103 UFC/mL

*** Amostra ndo apresentou crescimento microbiano sendo considerado o valor de 0,9 UFC/mL uma

vez que o limite de quantificagao do ensaio é de 1,0 UFC/mL.

Nos filmes controle, a contagem microbiana passou de 3,7x10% UFC/mL no
tempo zero para 1,3x108 UFC/mL apds 24 h de contato da suspensio bacteriana
com o filme inerte. Portanto, para o controle do teste (sem aditivo antimicrobiano),
nao houve reducédo na contagem microbiana. Entretanto, para as demais amostras,
a multiplicagcao de E. coli foi claramente inibida nos filmes contendo éleo de orégano,

chegando a 4,3x10°® UFC/mL para os filmes POHal, o que corresponde a uma
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reducdo (R) de 2,5 em log (equivalente a uma redugéo de 99,7% de suspensao
bacteriana em relagdo ao controle). Nas formulagdes PO e POSep, a contagem
atingiu uma reducédo de 1,9 log e 1,4 log, respectivamente. Percentualmente, a
multiplicagdo da E. coli foi inibida em 98,6% e 95,9% em relagdo ao filme usado
como controle. Este efeito pode estar relacionado com a cinética de liberagdo do
agente antimicrobiano na superficie dos filmes, uma vez que a presenga de argilas
influencia na difusdo do 6leo para o meio. Nos filmes de POCau, nao foi possivel
observar o crescimento de E. coli apdés 24 h de contato com o agente antimicrobiano,
resultando em uma reducéo de 6,2 log quando comparado ao controle.

Quanto a atividade antimicrobiana contra a S. aureus, os resultados obtidos
indicam que a contagem microbioldgica permaneceu constante no filme controle
comparando o tempo inicial de ensaio (tempo zero) e apoés 24 h de incubagéo (103
UFC/mL). As contagens microbiolégicas nos filmes contendo 6leo de orégano
também se mostraram diferentes dos resultados obtidos nos testes anteriores
usando E. coli. Apés 24 h de incubagao e contato direto com os filmes, foi possivel
observar uma reduc¢ao de apenas 0,6 log (71,8% de redugéo) para os filmes PO. A
eficacia dos sistemas contendo 6leo de orégano foi maior quando combinado as
argilas. Para a formulagédo de POCau e redugao chegou a 97,3% (1,6 em log) e nos
filmes de POHal a inibicdo foi de 92,3% (1,1 em log). Embora essas duas
formulagcdées ndo tenham atingido o valor de redugéo acima de 2 ciclo log, conforme
proposto pela norma, o efeito antimicrobiano é evidente e poderia ser melhorado
com alguns ajustes na concentracdo de 6leo essencial ou no controle da cinética de
liberacéo, por exemplo.

O efeito antimicrobiano foi mais evidente no sistema contendo sepiolita
(POSep) onde néo foi possivel observar a multiplicagado de S. aureus apés 24 h de
incubagao. A contagem apos 24 h nesses materiais, em comparagao a contagem no
tempo zero, indica uma inibicdo de 3,1 em log ou 99,9% de inibicdo de S. aureus
sobre a superficie dos filmes que contém 6leo essencial de orégano e sepiolita. Em
geral, os Oleos essenciais sdo mais eficazes contra bolores e leveduras do que
contra bactérias e entre essas, parecem ser mais eficientes contra Gram positivas do
que em comparacgao a culturas de Gram negativas (OTERO et al., 2014).

Estudos utilizando a mesma metodologia foram propostos por Otero et al.
(2014) em filmes de PP e PET contendo 4%, 6% e 8% de 6leo de orégano. Os

autores demonstraram que os filmes de PP sé foram eficazes quando a
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concentragéo de oleo de orégano foi de 8% m/m, com redugao de 1,08 log na carga
microbiana. Para filmes de PET, todas as concentragdes de oleo essencial foram
eficazes para as diferentes cepas testadas (OTERO et al., 2014). Em outro trabalho
de Altan e Yildirim (2014), foram produzidos fiimes de HDPE e PP com
nanoparticulas de TiO2 e ZnO como agentes antimicrobianos. Na maioria das
formulagcbes, a redugdo na carga microbiana de E. coli atingiu uma redugao
logaritmica de 2 ciclos (ALTAN; YILDIRIM, 2014). A comparagao com outros filmes
poliméricos confirma que fiimes de PHBV contendo 8% m/m de 6leo essencial de
orégano foram eficazes na redugéo do crescimento da carga bacteriana.

Finalmente, apos todos os ensaios de caracterizagcdo descritos nesse topico,
a nanoparticula de sepiolita foi selecionada como melhor carga para a aplicagéo
desejada, devido a combinagdo funcional com dleo essencial de orégano e a matriz
polimérica de PHBV, gerando o6timos resultados quanto as propriedades termo-
mecanicas, permeabilidade ao oxigénio e os ensaios antimicrobianos. Os demais
filmes (POCau e POHal) também apresentaram resultados satisfatorios,
comprovando a eficacia desses sistemas como embalagens ativas. Entretanto,
devido a aglomeragdo dessas duas cargas — caulinita e haloisita, algumas
propriedades ainda necessitam ser ajustadas para que a dispersao limitada nao
interfira nos resultados desejados. O presente trabalho segue para o tépico seguinte,
onde sistemas contendo PHBV/Sepiolita serdo aplicados a diferentes 6leos

essenciais.
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5.2 CARACTERIZAGAO DAS COMPOSICOES CONTENDO SEPIOLITAE
ALTERANDO O ATIVO ANTIMICROBIANO

Com a selegao da nanoparticula inorganica para as embalagens ativas de
PHBYV propostas nesse trabalho, os proximos resultados visam estudar a influéncia
de diferentes agentes antimicrobianos nos filmes produzidos contendo sepiolita. Os

resultados estdo apresentados nessa segao.

5.21 CG/MS

Os trés oleos essenciais comerciais foram analisados segundo CG/MS. Os
cromatogramas sao apresentados na Figura 32.

A Figura 32 (A) apresenta o cromatograma do oleo de orégano indicando que
0 componente majoritario deste, com 71,7%, refere-se ao 3-metil-4-isopropil fenol.
Em menor quantidade, é possivel perceber a presenca de benzeno (14,9%) e
terpinenos (6,9%). Diversos relatos indicam a presenga majoritaria do carvacrol ou
timol na composicdo do 6leo de orégano (FERNANDEZ-PAN et al., 2015; SHEMESH
et al., 2015, TAWAKKAL; CRAN; BIGGER, 2016). Entretanto, esta composigéo
depende da localidade de cultivo da planta, da forma de extracdo e da regido de
extragdo do oleo (por exemplo, se o dOleo foi extraido de folhas, frutos ou caule).
Neste estudo, a técnica de CG/MS permitiu avaliar a composig¢ao real do 6leo de
orégano adquirido, sendo possivel afirmar que o componente majoritario refere-se
ao 3-metil-4-isopropil fenol. Embora muito similar aos demais componentes citados
(carvacrol e timol), os grupos pendentes encontram-se em diferentes posicdes no
anel aromatico. O 3-metil-4-isopropil fenol apresenta caracteristicas antimicrobianas
comprovadas, sendo comercializado com o nome de Biosol, ativo com propriedades
antisépticas usado principalmente em produtos farmacéuticos e de higiene pessoal
(YU; BOUWER; COELHAN, 2006).

Enquanto a atividade antimicrobiana do 6leo de orégano é garantida através
do composto fendlico, no éleo de alecrim o composto organico € um éter ciclico. O
cromatograma apresentado na Figura 32 (B) destaca que 60,8% da composi¢cao do
Oleo de alecrim é de eucaliptol (ou 1,8-cineole), seguido por 14,7% de pineno. A
atividade antimicrobiana deste ativo majoritario esta frequentemente associada a
tratamentos respiratérios como bronquite e sinusite, por sua eficaz agao
descongestionante (SANTOS; RAO, 2000). Além disso, ambos o0os componentes
apresentam regulamentagédo segundo a FDA para serem aplicados como aditivos em
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alimentos, tanto com aplicacdo direta como aplicagao indireta em substancias de

contato com alimentos (Documento numero 21 CFR, 172.515).

Figura 32: Cromatograma do 6leo de orégano (A), oleo de alecrim (B) e 6leo
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Por fim, o cromatograma do 6leo de manjericao apresentado na Figura 32 (C),

indica 99,3% do ativo estragol. Assim como os demais 6leos citados, o 6leo de

manjericao € frequentemente associado a estudos visando produtos com atividade

antimicrobiana ou atividade antioxidante, podendo ser aplicado em embalagens ou
produtos odontolégicos (HEMALATHA et al., 2017).

5.2.2 FTIR

Complementar a analise de CG-MS, a espectroscopia permite confirmar as

estruturas quimicas principais na composi¢cdo de cada oOleo, através da visualizagao

de grupos funcionas e ligagdes quimicas presentes em cada espectro. Os 6leos

foram selecionados de modo que cada um apresentasse uma composicao, visando
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obter a melhor interagao 6leo/argila/polimero e consequentemente, a otimizagao das
propriedades antimicrobianas das embalagens ativas propostas.

Conforme ja caracterizado, o espectro referente ao 6leo de orégano foi
discutido na sec¢do 5.1.2 na Figura 17. De imediato € possivel perceber a diferenca
entre os espectros, indicando as distintas estruturas quimicas e confirmando o
resultado observado no CG/MS.

No espectro do dleo de alecrim (Figura 33), a banda intensa em 985 cm™' é
caracteristica da estrutura do eucaliptol, referente a ligacdo C-O de éter (HAMICHE
et al., 2018). Além disso, as bandas em 2922 e 2945 cm™' sdo caracteristicas das
vibragbes simétricas e assimétricas, respectivamente, da ligacdo C-H de CH:
(NARISHETTY; PANCHAGNULA, 2005).

Figura 33: Espectro FTIR-ATR do d6leo de alecrim
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Por fim, o espectro do oleo de manjericdo (Figura 34) distingue-se dos
demais, uma vez que apresenta a estrutura majoritaria de um fenilpropeno. O

espectro indica duas bandas intensas em 1510 e 1241 cm™" atribuidos a vibragéo
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C=C de aromaticos, em 2835 cm™ ao estiramento de C-H e em 1100 cm™
caracteristico da ligagao C-O-C de éter (YANG et al., 2017).

Figura 34: Espectro FTIR-ATR do 6leo de manjericao
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Os espectros de FTIR-ATR das composi¢gbes PHBV/6leo e PHBV/6leo/argila
sdo mostrados na Figura 35 por linhas continuas e tracejadas, respectivamente.
Novamente, a comparacdo entre os espectros apenas identifica as bandas
dominantes associadas ao PHBV, ndo sendo possivel visualizar claramente a
diferencga entre os diferentes dleos essenciais incorporados. A comparagao entre os
espectros foi acompanhada pelo ajuste usando a técnica dos minimos quadrados,
apresentado na Tabela 8.

O valor de RMSE para o PHBV puro é de 0,000 uma vez que a comparagao é
feita com o proprio espectro. Com a adicdo da sepiolita, o desvio entre os espectros
de P e PSep atinge um RMSE de 0,854. O aumento significativo do RMSE desses

filmes confirma ndo somente que a nanoparticula foi incorporada aos filmes como
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também que a carga esta mais dispersa que os aditivos antimicrobianos. Esse efeito
estaria indicado ao observar que o RMSE dos filmes com déleo (PO, PA e PM) é
menor. Para os filmes com orégano e manjericdo, o valor de RMSE ¢é de 0,660 e
0,634 respectivamente. Para o 6leo de alecrim o desvio entre os espectros é
ligeiramente menor.

A combinacgao entre os dois aditivos (6leo e argila) segue como parametro que
provoca maior desvio de linearidade entre os espectros, aumentando os valores de
RMSE para proximo a 1. Essa alteracdo confirma, através da caracterizagado por
FTIR, que houve alteragcdo na estrutura quimica dos filmes com a adigcdo dos
aditivos. Além disso, destaca-se o valor de 1,195 para os filmes de POSep, podendo
indicar o favorecimento na incorporagdo do Oleo de orégano nos materiais

produzidos.

Figura 35: Espectro FTIR-ATR do PHBYV e das diferentes formulag¢des de filmes
ativos
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Tabela 8: Relagao entre os espectros FTIR-ATR de PHBV e dos filmes contendo
diferentes 6leos essenciais

Sistemas RMSE Sistemas contendo RMSE
contendo dleos Oleo e argila

P 0,000 PSep 0,854

PO 0,660 POSep 1,195

PA 0,476 PASep 1,102

PM 0,634 PMSep 0,970

5.2.3 Torque durante o processamento

Como mencionado na secado 5.1.1, as condicbes de processamento das
misturas influenciam diretamente na homogeneizacdo dos materiais e,
consequentemente, na dispersao das cargas escolhidas para agregar valor a matriz
de PHBV. A Figura 36 apresenta o resultado de torque final apdés os 6 min de
processamento dos materiais na camara de mistura. O valor de torque para a
composi¢cao contendo somente PHBV foi de 4,9 Nm. Com a incorporagao da
sepiolita, o valor de torque foi reduzido para 4,5 Nm. Comportamento semelhante foi
observado no resultado de torque da se¢ao 5.1.1.

Embora o valor numérico encontrado nas diferentes formulagdes nao altere
significativamente a estabilidade térmica das amostras, € possivel identificar uma
caracteristica positiva de aumento do torque (5,8 Nm) nos materiais onde a sepioita
foi combinada aos 6leos essenciais de orégano e alecrim. Esses resultados indicam
que estes 6leos podem atuar como plastificantes e, eventualmente, podem vir a
diminuir os efeitos de degradagao das misturas durante o processamento quando

associados em conjunto com nanoparticulas de argila.
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Figura 36: Torque final apés 6 min de processamento para as misturas de
PHBV/Sepiolita contendo diferentes 6leos essenciais
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5.24 MEV

Nas micrografias apresentadas para os fimes da etapa 1, foi utilizada
aproximagao de 2500x, uma vez que o interesse era visualizar a morfologia das
nanoparticulas e a dirpersao das mesmas. Nesta etapa, a aproximacéao foi ajustada
para 1000x a fim de verificar a dispersao dos componentes na matriz de PHBV e a
caracteristica geral de cada filme com os diferentes dleos essenciais. As imagens
obtidas no MEV para esta etapa sdo apresentadas na Figura 37.

A Figura 37 (A) apresenta a imagem da secado transversal para o fiime de
PHBV. As imagens registradas para os filmes contendo 6leo, sem a presenca da
nanoparticula, estao indicadas na Figura 37 (C), (E) e (G). Entre essas imagens nao
€ possivel destacar uma alteragéo entre a morfologia dos filmes, tendo todas uma
ligeira rugosidade, também apresentada pela matriz de PHBV sem aditivos.

Com a adigao da sepiolita, Figura 37 (B), é observado um aumento de regides
heterogéneas finamente dispersas, possivelmente referente a nanoparticula dispersa
na matriz. Essa caracteristica também ¢é observada nos fiimes POSep e PMSep -
Figura 37 (D) e (H) respectivamente, indicando que a dispersé&o da nanoparticula foi

melhor atingida nesses materiais.
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Figura 37: Morfologia dos filmes: P(A); PSep (B); PO (C); POSep (D); PA (E); PASep
(F); PM (G) e PMSep (H).
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Nos filmes PASep (Figura 37 (F)) a secéo transversal apresenta um aspecto
mais poroso e heterogéneo. Essa morfologia porosa observada para os filmes de
PASep pode ser um indicativo de baixa compatibilidade entre os aditivos adicionados
e a matriz poliméerica (YONG; LIU, 2021), em que o 6leo de alecrim pode ter sido

volatilizado/perdido durante a analise, formando vazios.

5.2.5 Propriedades térmicas: TGA, DSC

Os resultados de perda de massa do 6leo essencial de alecrim e 06leo
essencial de manjericao sdo apresentados na Figura 38. Assim como o dleo de
orégano, que teve seu termograma apresentado na sec¢ao anterior (Figura 24), os
oleos aqui ilustrados também apresentam perda de massa até a temperatura de 270
°C. Por serem compostos volateis e aromaticos, todos os aditivos antimicrobianos
incorporados apresentaram caracteristicas de volatilizagdo com o aumento da
temperatura. Essa propriedade limita parcialmente a utilizacdo dos odleos em
produtos poliméricos que necessitam de processamento a altas temperaturas ou
altas taxas de cisalhamento pois haveria perda do aditivo ja na fabricagdo dos
materiais. Além disso, como sera discutido mais a frente, os O6leos também
apresentam limitacdo quanto ao armazenamento dos filmes produzidos com o
aditivo antimicrobiano.

Na Figura 38 (A) o Oleo de alecrim apresenta elevada perda de massa em
torno de 100 °C e uma pequena perda massa em torno de 350 °C. Essa
caracteristica pode estar relacionada a multicomposicdo do O6leo de alecrim
adquidiro. A analise de CG/MS discutida anteriormente estima que 60,82% da
composi¢cao do o6leo de alecrim seja de eucaliptol e os demais percentuais séo
relacionados a outros componentes presentes nesse 0leo, que podem apresentar
ponto de ebulicdo um pouco maior em relagéo ao eucaliptol, que apresenta ponto de
ebulicdo em torno de 176 °C (KYASA, 2020).

O termograma do 6leo de manjericdo, Figura 38 (B), apresenta uma unica
perda de massa (volatilizagdo) na faixa de temperatura entre 60 °C e 210 °C. Esse
comportamento também pode ser relacionado a composicdao do o6leo obtida por
CG/MS, uma vez que o cromatograma indica que o 6leo apresenta composi¢cao
majoritaria de apenas um componente — 99,31% de estragol. O comportamento do
Oleo de manjericao na analise de TGA obtida segue de acordo com a literatura, com
o ponto de ebulicdo do estragol em torno de 216 °C (TRIAUX et al., 2020).
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Figura 38: Curva de perda massa para oleo essencial de alecrim (A) e 6leo essencial
de manijericao (B)
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A Figura 39 apresenta os resultados de TGA para os filmes ao longo de toda a
faixa de temperatura, com ampliacdo na Figura 39 (B) na faixa de temperatura entre
270 °C e 340 °C. Os termogramas apresentam a mesma tendéncia de perda de
massa maxima em torno de 300 °C devido a degradagdo da matriz de PHBV - ja
discutido anteriormente na secdo 5.1.4. O destaque dessa caracterizagdo é
apresentado na Figura 39 (B), onde é possivel visualizar o aumento da estabilidade
térmica dos filmes com a presenga da nanoparticula. Todas as curvas tracejadas
(que contém sepiolita) sdo deslocadas para a direita em relagéo a curva do polimero
sem aditivo (P — curva em preto). O aumento da estabilidade térmica com a
incorporagao da sepiolita indica a boa dispersdo da carga nos filmes, além de
proporcionar o ajuste adequado da propriedade térmica dos materiais, uma vez que
a degradagao dos materiais podera ser iniciada em temperaturas mais elevadas.

Outro destaque interessante refere-se as curvas para PM e PMSep (curvas
em verde — continua e tracejada). Ambos os materiais apresentam elevada
estabilidade térmica em relacao ao fiilme de PHBV puro. Essa caracteristica pode
indicar uma interagcdo adequada entre a matriz e o 6leo de manjericido, além ser
justificada pelo 6leo de manjericao (componente majoritario estragole) apresentar

maior ponto de ebulicdo em relagdo aos demais 6leos utilizados.
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Figura 39: Termograma para os filmes preparados com diferentes dleos essenciais
na faixa de 30 °C a 700 °C (A) e ampliagcéo na faixa de 270 °C até 340 °C (B).

(A) 100
100
ﬁl w
80 - 9]
Eg 40
—~ 60
O\Q 20
< ——p
g -=== Pse “270 ZéO "(I)U q[I)O 310 320 330 "IIO
% 40 — P ) Teﬁ]peralura °C) :
S —PO
---- POSep
2 PA
PASep
—PM
04 ---- PMSep kL —_— -
. I 4 I g I . l . I . I . I
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Fonte: Préprio autor

A Figura 40 destaca o intervalo da analise onde ocorre a volatilizacdo dos
6leos. E possivel perceber a perda de massa em todas as curvas que contém os
aditivos antimicrobianos, confirmando a volatilizagdo dos 6leos aromaticos até a
temperatura de 270 °C. Novamente, apdés a temperatura de 300 °C o
comportamento de degradacdo segue o esperado para filmes onde o constituinte
principal € o PHBV.

A partir dos dados da TGA, a incorporacgao dos 6leos foi determinada a partir
da massa residual em 255 °C. Da mesma forma, o teor de argila presente nas
formulagdes foi calculado pelo residuo a 690 °C. Observa-se na Tabela 9 que o
percentual de argila incorporada nao varia muito entre as diferentes formulagdes,
indicando um percentual em torno de 2,0% e 2,7% de sepiolita nos filmes PMSep e
PASep, respectivamente. Essa variacdo na massa de nanoparticula incorporada
entre as diferentes formulacbes também nao parece influenciar diretamente na
estabilidade térmica dos filmes, ja que todas as temperaturas de maxima
degradagao (Tdmax) apresentam valores em 309 °C £ 1 °C.



Figura 40: Perda de massa obtida associada aos diferentes filmes até 300 °C.
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Outra analise importante refere-se a incorporagao dos 6leos essenciais. Uma
vez que o percentual tedrico de 6leo adicionado aos filmes foi 0 mesmo (8% m/m), a
observagdo dos diferentes percentuais de perda de massa na Figura 40 traz a
informacao acerca do real percentual de incorporacéo do 6leo em cada filme.
Diferentemente dos resultados encontrados anteriormente para o OEO, o teor
de Oleo encontrado para as novas composi¢des (Tabela 9) encontra-se bem abaixo
do esperado para os diferentes materiais. O teor de 6leo incorporado chega a ser de
2,2% nos filmes de PM e 2,3% nos filmes de PMSep, com rendimento de 28% e
29%, respectivamente, na incorporacdo dos Oleos. Esse resultado nao esta
relacionado ao rendimento durante a preparacao dos filmes, uma vez que ja seria
esperada uma perda minima de 6leo essencial devido as etapas de processamento.
Aqui nesse ponto, é importante ressaltar alguns aspectos sobre o desenvolvimento
de filmes antimicrobianos contendo 6leos essenciais e a limitacdo desse tipo de
material devido a caracteristica de volatilizacdo do préprio aditivo antimicrobiano,
que tende em migrar do filme com o tempo, principalmente quando os materiais séo
na forma de filmes (cerca de 0,23 mm de espessura). Ampliando a discuss&o nesse

ponto, os materiais propostos nessa segunda etapa do trabalho foram preparados e
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os filmes contendo os diferentes 6leos essenciais produzidos logo em seqlencia.
Entretanto, devido as circunstancias envolvidas durante os anos de 2020 e 2021, os
materiais tiveram que ficar estocados e a analise de TGA foi realizada apés cerca de
dois anos do periodo de produgado dos filmes. Com isso, a elevada perda de d6leo
nos filmes caracteriza-se, além da perda durante o processamento, pela
volatilizacdo do 6leo ao longo do tempo de armazenamento dos filmes.

Confirmando a discussao sobre o tempo de estocagem, uma analise pode ser
feita quando comparados os resultados de TGA nos filmes de PO e POSep
preparados na etapa 1 e imediatamente caracterizados (Tabela 3) e os filmes
preparados na etapa 2 com caracterizagao apos dois anos (Tabela 9). O percentual
de 6leo de orégano nos filmes apds a etapa de processamento foi de 4,6% na
formulacao de PO e 4,4% para o POSep. O percentual encontrado nos filmes apds

o periodo de armazenamento passou para 3,3% e 3,2%, respectivamente.

Tabela 9: Resultados de TGA quanto a temperatura de degradagao para as
diferentes formulagdes de filmes e estimativa de teor de aditivo incorporado.

Filmes Tdéeo To%  Tlmax Oleo Eficiéncia de Argila
(°C) (°C) (°C) incorporado incorporagao do 6leo (%) incorporada
(%) (%)
P - 284 308 - - -
PSep - 289 309 - - 2,4
PO 159 279 296 3,3* 41 -
POSep 166 281 308 3,2** 40 2,4
PA 161 283 308 3,0 37 -
PASep 160 282 310 2,8 36 2,7
PM 168 285 311 2,2 28 -
PMSep 178 285 309 2,3 29 2,0

* Perda de 1,3% de 6leo de orégano em relagéo do teor de 4,6% obtido na Etapa 1, segundo analise
de TGA.
** Perda de 1,2% de 6leo de orégano em relagao do teor de 4,4% obtido na Etapa 1, segundo analise
de TGA.

Dentre os percentuais de incorporagao do oleo observados na Tabela 9, os
filmes contendo 6leo de orégano parecem ter mais 6leo aprisionado nos filmes (41%
e 40% de incorporagéo para a formulagcdo PO e POSep, respectivamente) do que
nos materiais que foram produzidos usando 6leo de manjericao (PM com 28% de
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rendimento de dleo incorporado e PMSep com 29% de oleo de manjericdo). Esse
efeito pode estar relacionado a dispersdao de cada nanoparticula nos filmes e a
compatibilidade da mesma com os diferentes 6leos essenciais, influenciando na
volatilizagdo dos aditivos antimicrobianos. Na morfologia dos filmes de PMSep
apresentada na Figura 37 (H) é observada uma aglomeracéo das nanoparticulas ao
longo da secgao transversal dos filmes. Essa possivel aglomeragao, juntamente com
a baixa compatibilidade da sepiolita com o estragol (componente maijoritario do éleo
de manjericao) favorece a volatilizagdo do 6leo ao longo do filme antimicrobiano. Em
contrapartida, nos filmes de POSep, a boa dispersédo da sepiolita pode ter favorecido
o aprisionamento do 6leo de orégano nos filmes produzidos, criando um caminho
tortuoso para a volatilizagdo do o6leo. Além disso, dentre todos os ativos
antimicrobianos apresentados, € favorecida a interacdo do ativo 3-metil-4-isopropil
fenol, composto fendlico, com a matriz de PHBV e a nanoparticula de sepiolita,
resultando em maiores rendimentos de incorporacao de aditivos.

A Figura 41 (A) apresenta as curvas de cristalizacdo obtidas no resfriamento
para as diferentes composicdes. E possivel observar que a Tc obtida para o filme de
PHBV puro assemelha-se as obtida para o fiime PA e PO. No entanto, para a
formulacdo de PHBV contendo 6leo de manjericao (PM), a Tc € ligeiramente
aumentada, assim como em todos os materais preparados com o uso de sepiolita —
curvas tracejadas. Esse aumento na Tc confirma o efeito nucleante das
nanoparticulas na cristalizagcdo de PHBV, j4 mencionados anteriormente.

O comportamento durante o segundo aquecimento é apresentado na Figura
41 (B). Novamente, o perfil de picos duplos de fusdo (Tm1 e Tmz) é observado em
todas as formulagdes. Além disso, o perfil observado na etapa 1 (Figura 25) também
€ confirmado nessa segunda analise, indicando que nos filmes de P e PO o pico de
fusdo Tm2 € mais intenso que o pico da Tm1. O mesmo efeito também é observado
para a formulacdo PA. Com a adigdo das nanoparticulas, entretanto, os picos
referentes a Tm+ apresentaram maior intensidade, especialmente nas formulacbes
POSep e PMSep.A caracteristica desses picos apresenta o indicio de que ha
diferentes estruturas esferuliticas nos filmes e que a presenca da sepiolita pode vir a

atuar como agente nucleante nos materiais preparados.
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Figura 41: Curvas de cristalizagao (A) e de fusdo cristalina durante o segundo

aquecimento (B) para os filmes com diferentes 6leos essenciais
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Os valores para as temperaturas de fusdo (Tm) assim como a temperatura de
cristalizagao (Tc), a entalpia de fusdo cristalina (AHmM) e o grau de cristalinidade (Xc)
sao apresentados na Tabela 10. Em principio, a cristalizagcdo dos nanocompadsitos é
positiva do ponto de vista da barreira, uma vez que os cristalitos sao tipicamente
sistemas impermeaveis. Na Tabela 10 é possivel identificar um aumento na
cristalinidade de todos os sistemas preparados, em especial para as formulagcbes
contendo 6leo de manjericdo. Esse efeito no aumento da cristalizagdo também pode
vir a impor rigidez e alterar o desempenho mecéanico dos nanocompdsitos. Além
disso, na analise de microscopia foi possivel identificar estruturas mais aglomeradas
de argila nos filmes de PMSep. A aglomeragao dessas nanoparticulas é responsavel
pela formagdo de nucleos cristalinos, podendo a sepiolita atuar como agente
nucleante nesses materiais e, consequentemente, aumentar a cristalinidade dos

filmes.
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Tabela 10: Transi¢cdes térmicas obtidas por DSC para as diferentes formulacdes de
filmes e grau de cristalinidade (Xc) correspondente.

Filmes Tc (°C) Tm: (°C) Tm2(°C)  AHm*(Jlg)  Xc (%)
P 84 169 176 93 63
PSep 91 170 174 90 63
PO 82 166 174 86 64
POSep 88 168 174 86 66
PA 83 169 175 90 67
PASep 87 168 174 88 68
PM 89 169 175 89 68
PMSep 92 170 174 90 69

AHmM*(J/g): Somatério da areade Tmqie Tmy

5.2.6 DMA

A Figura 42 apresenta os dados obtidos pelo DMA para os filmes em
diferentes composigcdes. Como o0s materiais investigados sdo destinados a
aplicacbes de embalagem, a temperatura de interesse acontece em,
aproximadamente, 25 °C. Os filmes contendo 6leo de alecrim (PA e PASep) e os
nanocompositos PSep e PMSep nao apresentam diferencas significativas no valor
de modulo de armazenamento E' em relagcado ao polimero puro nesta temperatura. O
aumento em E' nesses materiais foi maior abaixo da Tg do que acima dela. Esse
efeito pode ser atribuido a sensibilidade dos aditivos a temperatura.

Os maiores valores de E’ foram os obtidos para os filmes de PM, que
aumentou de 4175 MPa do PHBYV puro para 6111 MPa (em -25 °C) e de 3284 MPa
para 4025 MPa a 25 °C. Essa caracteristica pode estar relacionada a interagao entre
0 Oleo essencial de manjericdo e a cadeia do polimero, uma vez que a composi¢ao
deste 6leo é predominantemente observada pela presenga de um grupamento polar
(estragol). Esse efeito também sera abordado mais a frente no ensaio de liberagao,
onde a discussao acerca do parametro de solubilidade indica que o PHBV e o 6leo
de manjericdo apresentam forte semelhanga. Entretanto, quando avaliados os
valores de E’ para os filmes com manjericido e sepiolita, o0 desempenho mecanico
parece diminuir com a presencga da nanoparticula. O valor de E’ a -25 °C é reduzido
para 5049 MPa e 3076 MPa a 25 °C. Essa caracteristica novamente pode estar
relacionada a baixa dispersao da argila nesses filmes, devido a baixa interagdo da
sepiolita com o 6leo de manjericao, influenciando nas propriedades térmicas e
mecanicas.

No estudo discutido no item 5.1.5, foi observado um aumento do médulo de



99

armazenamento com a adigdo de argila ao polimero, e esse aumento dependeu
fortemente da qualidade da dispersao. Neste estudo, quando avaliados os filmes
contendo 6leo de orégano com e sem sepiolita, um comportamente oposto é
observado nos materiais. Ha uma redugéo significativa no modulo E’ na temperatura
de aplicagdo das embalagens. Esse resultado também é justificado devido a
caracterizagao tardia dos materiais (ap6s um periodo de dois anos de estocagem

dos filmes), que influencia diretamente na qualidade e na flexibilidade dos filmes.

Figura 42: Modulo de armazenamento (E’) e modulo de perda (E”) obtido nos
ensaios de DMA
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Fonte: Préprio autor

A Tabela 11 resume os valores encontrados para o moddulo de
armazenamento (E’) e médulo de perda (E”), assim como para a temperatura de
transicéo vitrea (Tg) para as diferentes composigdes de filmes produzidos na etapa
2. O valor de Tg encontrado para o PHBV puro foi de 18,8 °C. Esse valor ndo sofreu
alteracdo quando observado o filme de PASep (18,3 °C). Para os demais filmes
produzidos, os valores de transi¢ao vitrea foram reduzidos, chegando a 8,7 °C para
o filme de PM, 10,8 °C para o filme de POSep e 13,5 °C para o PSep. A redugao na
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Tg indica que a mobilidade da fase amorfa nesses materiais é alcangada em
temperaturas mais baixas, tornando o material mais flexivel em temperatura préxima
a temperatura ambiente (25 °C) e melhorando o desempenho mecanico dessas

formulagdes como filmes flexiveis para aplicagdo em alimentos.

Tabela 11: Modulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e temperatura de
transic&o vitrea (Tg) obtidos por DMA

Filmes Ea (2')’:_)':8) Ea (zl\gfca) Ea 2"},""3 ) Tg (°C)

P 4175 3264 11 18.8
PSep 4459 3327 103 13,5
PO 3566 1940 124 15,6
POSep 4728 2216 143 10,8
PA 5568 3284 189 14.9
PASep 4967 3225 175 18,3
PM 6111 4025 136 8.7

PMSep 5049 3076 132 12,5

As curvas tand para as diferentes formulagbes de filmes ativos sao
apresentadas na Figura 43. Percebe-se o deslocamento das curvas para a esquerda
em relacdo a curva de PHBV puro (curva preta), indicando a diminuicdo da

temperatura de transicao vitrea, conforme discutido anteriormente.

Figura 43: Curvas de tand para os filmes com diferentes 6leos essenciais
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5.2.7 Angulo de contato

O angulo de contato € um teste rapido que permite avaliar caracteristicas
hidrofobicas da superficie dos filmes, que interfere na resisténcia dos filmes a agua e
influencia na liberagado dos 6leos durante o armazenamento do produto. Valores de
angulo de contato inferiores a 65° indicam natureza hidrofilica dos materiais,
enquanto valores superiores a 65° estdo relacionados a superficies hidrofobicas
(MEDINA-JARAMILLO et al.,, 2017). Os resultados de &angulo de contato estédo

apresentados na Figura 44.

Figura 44: Perfil das gotas obtidas no ensaio de angulo de contato para os filmes
contendo diferentes oleos essenciais
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Fonte: Préprio autor

Todas as amostras parecem apresentar resposta semelhante quanto a
molhabilidade. Para o filme de PHBV (P), é possivel apontar um perfil de gota com
carater mais hidrofébico, com angulo de contato medindo 82,28° + 3,17°. O angulo
encontrado para filmes de PHBV coincide com o observado por outros autores
(FERREIRA et al., 2009; FIGUEROA-LOPEZ et al., 2019). As medidas sofrem uma
pequena variagao com a adigao de 6leos essenciais e sepiolita, conforme detalhado
na Tabela 12.

Tabela 12: Medidas de angulo de contato para as diferentes formulacées de filmes

Filmes Angulo de contato (°) Filmes Angulo de contato (°)
P 82,28 £ 3,17 PSep 87,75+ 0,68
PO 83,63 £ 5,20 POSep 88,95+ 4,10
PA 86,06 * 4,36 PASep 84,61+ 0,43
PM 85,33 £ 4,32 PMSep 81,18 £ 2,85

E possivel observar que os valores de angulo de contato aumentam

ligeiramente com a adicdo dos dleos essenciais, devido a hidrofobicidade destes.
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Essa caracteristica de reducdo no carater hidrofilico com a incorporacdo de 6leos
agrega mais uma propriedade aos filmes, uma vez que a resisténcia a agua € um
comportamento desejavel para filmes biodegradaveis, protegendo o alimento ao
longo de sua vida de prateleira (HASHEMI; MOUSAVI KHANEGHAH, 2017). O
angulo de contato para o filme de PA apresentou um valor de 86,06°, seguido de
85,33° para o filme PM.

Conforme mencionado, as medidas sofrem pouca alteracdo em relagédo ao
valor medido de angulo de contato, uma vez que o proprio desvio entre os resultados
torna a caracterizacido mais parecida. Entretanto, € possivel destacar uma tendéncia
de aumento do angulo de contato com a incorporagao de sepiolita nos filmes de
PHBV e na combinagdo sepiolita/dleo de orégano. Esse aumento pode ser um
indicio da interagdo entre a nanoparticula e o 6leo de orégano, diminuindo os
grupamentos hidrofilicos livres e, consequentemente, aumentando o angulo de
contato (HASHEMI; MOUSAVI KHANEGHAH, 2017).

5.2.8 Permeabilidade ao oxigénio

Os filmes foram caracterizados quanto a influéncia da sepiolita em agregar
propriedades de barreira as formulacbes desenvolvidas. A Figura 45 apresenta o
resultado de permeabilidade ao Oz das dferentes amostras.

O ensaio anteriormente descrito (item 5.1.6) apresentava um valor de
permeabilidade em 392,4 mLmm/m?2d para o PHBV puro. Na presente etapa, o valor
encontrado para o filme de PHBV, sem aditivos, foi de 680,3 mLmm/m?d. Esse
desvio entre os resultados ¢ justificado pelos diferentes periodos de armazenamento
dos filmes e diferentes momentos de realizacdo das analises. Portanto, a
comparagao aqui apresentada refere-se apenas a esta série de resultados. A adicao
da sepiolita nos filmes (PSep) reduz a permeabilidade dos filmes para o valor de
398,2 mLmm/m?d. Essa reducdo de 42% confirma a atuagédo das nanoparticulas
como barreira a passagem de moléculas de Oz2.

Nos filmes contendo éleo de orégano e 6leo de manjericdo, os valores de
permeabilidade encontrados foram de 83,4 mLmm/m?d para o PO e 65,1 mLmm/m?3d
para o filme de PM. Embora o 6leo essencial ndo atue como aditivo de barreira em
filmes polimero, é possivel que essa tortuosidade na passagem de moléculas de O2
e consequente redugao da permeabilidade esteja associada ao grau de

cristalinidade dos materiais. Como discutido no item 5.2.5, houve um aumento na
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cristalinidade dos filmes de PO e PM em relacédo ao filme de PHBV puro. Como os
cristalitos sdo impermeaveis, a molécula permeante deve procurar zonas amorfas
para passar pela matriz polimérica. Portanto, um polimero com maior grau de
cristalinidade proporciona menor permeagao (ZABIHZADEH KHAJAVI et al., 2020).

Figura 45: Permeabilidade ao oxigénio dos filmes preparados usando diferentes
Oleos essenciais, com e sem nanoparticulas
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Fonte: Préprio autor

Para os filmes com 6leo de alecrim, os valores encontrados séo de 467,9
mLmm/m?d para a composi¢gdo PA e 70,1 mLmm/m?d na formulagdo PASep. Os
resultados estdo de acordo com o esperado, com uma reduc¢ao de 32% no valor de
permeabilidades ocasionado pela presenca do O6leo essencial e uma reducao
acentuada de aproximadamente 90% nos filmes com a presenga de sepiolita.

5.2.9 Ensaios de liberagao associado aos diferentes 6leos essenciais

Os ensaios de liberagao dos filmes de PHBV/Sep contendo diferentes dleos
essenciais foram novamente conduzidos em meio de acido acético 3% (v/v).
Previamente ao ensaio, as curvas de calibracdo foram construidas para auxiliar na

quantificacdo de dleo liberado em cada ensaio. A calibracdo associada ao 6leo de
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orégano encontra-se apresentada na Figura 30, anteriormente discutida. Para os
demais Oleos, a curva de calibragdo segue apresentada na Figura 46. O
comprimento de onda para a quantificacdo do 6leo de alecrim foi de 260 nm,
observado também em alguns artigos (MURESAN et al., [s.d.]). Entretanto, o
espectro apresentado na Figura 46 (A) indica que o alecrim ndo apresenta uma
banda de absorcdo bem definida no UV-Vis, devido a auséncia de insaturacdo na
cadeia do componente majoritario, eucaliptol. De modo contrario, para o oleo de
manjericdo, a banda de absorcdo € bem definida em torno de 275 nm devido a
insaturagao do grupo estragol (GUPTA et al., 2022).

Figura 46: Espectro UV e respectiva curva analitica para quantificagdo do ensaio de
liberacdo dos oleos de alecrim (A) e (B) e manjericédo (C) e (D).
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Fonte: Préprio autor

Para a discussdo desses resultados € importante ressaltar que a
concentracdo de oleo liberada € calculada de acordo com o teor de Oleo presente
nos filmes, obtida por TGA. Os resultados discutidos na Tabela 9 indicam que houve
perda do 6leo durante o periodo de armazenamento do filme (cerca de dois anos).

Esse material foi o0 mesmo usado nos ensaios de liberagdo. Consequentemente, os
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resultados passam a nao representar fielmente a entrega do ativo antimicrobiano no
meio simulador, uma vez que o O6leo desprendido dos filmes durante o
armazenamento € o mesmo que deveria ser liberado mais rapidamente para o meio
no ensaio de dissolugado. Dito isso, as curvas de liberagdo para os dleos essenciais
nas diferentes formulagcbes de filmes (com e sem sepiolita) sdo apresentados na
Figura 47.

Figura 47: Curvas de liberagéo dos diferentes dleos essenciais nos filmes de PHBYV,
com e sem a presencga de sepiolita.
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Fonte: Préprio autor

A entrega do 6leo de orégano nos filmes de PO e POSep acontece de forma
gradual no meio de acido acético 3% (v/v). Em 48 h de ensaio, o filme de PO liberou
cerca de 20,56% * 0,94% de aditivo, enquanto o filme de POSep liberou 19,69% =+
0,25% de 6leo. Esse resultado segue coerente com o observado anteriormente no
item 5.1.7, onde a liberagdo do orégano foi em torno de 20% para os filmes de PO e
POSep. Nos filmes contendo 6leo de manjericdo, a liberagdo segue mais lenta

quando comparada a liberagdo dos filmes com orégano. A baixa liberagdo é
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observada principalmente nos estagios iniciais do ensaio, ndo sendo possivel
quantificar o 6leo de manjericao liberado pelos filmes. O ensaio de liberagéo
apresentado na Figura 47 inicia em 24 h, com liberagdo de 3,37% % 0,56 de OEM no
filme PM e 4,10% £ 1,14 para o filme de PMSep. Nao parece existir diferenca entre o
perfil de liberacdo desses filmes, uma vez que os valores para o filme sem e com
sepiolita estdo muito proximos. Essa semelhanga € evidenciada em 48 h de ensaio,
onde os filmes liberaram 7,31% * 1,13 de 6leo nos filmes PM e 7,37% + 2,25 de éleo
no filme PMSep.

Nos filmes contendo d6leo de alecrim, 0,73% £ 0,64 de Oleo é liberado em 4 h
de ensaio no filme de PA e 1,40% + 0,52 para o filme de PASep. Ao final de 48 h, é
observada a liberagao de 26,23% * 1,74 e 39,77% % 1,44 de alecrim nos filmes de
PA e PASep, respectivamente.

Duas analises tornam-se importantes a serem consideradas, principalmente
nos filmes onde nao foi possivel quantificar o dleo liberado nas horas iniciais de
ensaio. A primeira refere-se a volatilizacdo do 6leo durante o armazenamento, ja
mencionado anteriormente, que acaba reduzindo a quantidade de ativo disponivel,
principalmente o 6leo da camada mais externa do filme. Com isso, o ativo liberado e
quantificado no ensaio é aquele que difundiu lentamente através da matriz de PHBV
ou PHBV/Sep ao longo do ensaio, sendo dificil a quantificacdo nas horas iniciais
onde o 6leo ainda nao foi liberado para o meio.

A segunda analise refere-se ao parametro de solubilidade (3) de cada dleo,
que influencia na afinidade entre os componentes do filme e na afinidade dos
componentes com o meio de liberag&o proposto. A Tabela 13 apresenta o  de cada
substancia e o coeficiente de particao (Ke/L), parametro que pode ser utilizado para
avaliar a distribuicdo do 6leo essencial no polimero ou no meio simulador. O

coeficiente de particao (Kr.L) € obtido através da Equagéao

K _ B0 Eq.6
P/L{a) = ASp ., q.

Sendo AdLa a diferenga entre o parametro de solubilidade do meio e o
parametro de solubilidade do 6leo e Adpa a diferenca entre os parametros de

solubilidade do polimero e do 6leo (ZYGOURA; PALEOLOGOS; KONTOMINAS,
2011).
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Tabela 13: Parametro de solubilidade (8) e coeficiente de particao (KeiL) do PHBV, do
meio de liberacio e dos oOleos utilizados no ensaio.

Parametro de Coeficiente de
Substancia
Solubilidade (8) (MPa'?)* partigdo (Ke.)
PHBV 20,6 -
Acido acético 3% (V/v) 471 -
Oleo de orégano 15,1 5,82
Oleo de alecrim 17,8 10,46
Oleo de manjericdo 19,2 19,93

* Os dados de & foram obtidos segundo referéncias: PHBV (CHOI; PARK, 2004); acido
acético 3% (v/v) (ZYGOURA; PALEOLOGOS; KONTOMINAS, 2011); dleo de orégano (ZHU

et al., 2016); oleo de alecrim; 6leo de manjericdo (LI et al., 2014).

E possivel observar que os valores de KpL sdo bem distintos entre si,
indicando que ha uma diferenga na entrega de cada 6leo para o acido acético 3%
(v/v). Quanto menor o valor de Kp/, maior é a particdo dos componentes no meio de
liberacdo e, consequentemente, melhor € a difusdo do ativo para o meio. Esses
resultados confirmam os dados obtidos no ensaio de liberacdo do 6leo de orégano,
onde foi possivel medir a concentracao de ativo liberado em todo o periodo de
analise.

Nos ensaios conduzidos com éleo de manjericdo, n&o foi possivel quantificar
os dados em tempos inferiores a 24 h. Esse resultado pode estar associado ao alto
valor de Kp/ do sistema, indicando baixa migragéo do ativo para o meio. Além do alto
Kei, € possivel observar que dentre os Oleos usados, o d6leo de manjericao
apresenta § de 19,2 MPa'?, proximo ao valor de 20,6 MPa'? para o PHBV. Essa
proximidade entre os valores de solubilidade indica que ha uma maior interagao do
O0leo de manjericdo com a matriz polimérica e, como consequéncia, ha uma
liberagdo mais lenta do ativo para o meio.

Por fim, a entrega de 6leo de alecrim para o acido acético é intermediaria aos
dados obtidos para o 6leo de orégano e 6leo de manjericdo. O percentual de alecrim
liberado nos sistemas PA teve medicao iniciada em 4 h de ensaio, enquanto nos
sistemas PASep em 3 h de analise. Esses resultados reforcam a importancia de
conhecer a solubilidade do ativo antimicrobiano no meio e compreender todos os

fatores que podem vir a afetar o ensaio de dissolucgao.
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5.2.10 Atividade antimicrobiana segundo J1S2801:2000

Assim como avaliado no item 5.1.8, a atividade antimicrobiana das
formulacdes de PHBV/Sepiolita contendo diferentes 6leos essenciais também foi
avaliada contra S. aureus e E. coli, seguindo a JIS 2801:2000 com adaptagdes. Os

resultados estio indicados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados de atividade antimicrobiana por ensaio de contato direto
contra E. coli e S. aureus para os filmes com diferentes 6leos essenciais

E. coli* S. aureus**
Contagem Reducao R Contagem Reducao
Amostras apos 24 h (R) %) apos 24 h (R) (%)
(UFC/mL) em log (UFC/mL) em log
Controle 1,6x10° - - 3,5x10° - -
PO 1,6x10° 3,0£0,5 99,9 1,3x10? 4,4+0,9 99,9
POSep 6,9x10° 2,4+0,8 99,6 2,2x103 3,2+0,9 99,9
PA 1,5x10° 0,0£0,0 6,3 1,6x10° 0,3+0,3 54,3
PASep 1,1x108 0,2+0,5 31,3 8,5x10° 0,6+0,0 75,7
PM 1,0x103 3,2t0,8 99,9 | 9,0x10M*** 6,0+0,0 99,9
PMSep 3,1x107*** 0,2+0,1 39,2 1,6x10° 0,3+0,3 54,3

* Contagem de E. coli no tempo zero foi de 1,4x103 UFC/mL

** Contagem de S. aureus no tempo zero foi de 1,0x103 UFC/mL

*** Ensaio foi conduzido em outro periodo para a amostra PMSep. A contagem microbioldgica inicial e
apos 24 h sofreu alteragédo no valor. Os dados de redugéo (R), em log, foram calculados em relagao a
respectiva contagem inicial do ensaio de 3,3x10* UFC/mL

**** Ensaio foi conduzido em outro periodo para a amostra PM A contagem microbioldgica inicial e
apos 24 h sofreu alteragédo no valor. Os dados de redugéo (R), em log, foram calculados em relagao a

respectiva contagem inicial do ensaio de 2,5x10* UFC/mL

A contagem de S. aureus e E. coli nos filmes de PHBV contendo 6leo de
orégano (PO e POSep) e no filme contendo 6leo de manjericdo (PM) foram
significativamente menores do que no controle. Para bactérias Gram negativas como
a E. coli, a inibigao foi praticamente a mesma para ambos os materiais, com redugao
percentual proximo a 99% e redugdo em log maior que 2 ciclos, conforme sugerido
pela norma proposta para avaliar eficacia de atividade antimicrobiana. Para a S.
aureus, € possivel observar um aumento significativo da caracteristica

antimicrobiana dos filmes, com uma redug¢ao em log de 4,4 para o filme de PO e 3,2
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em reducéo log para o filme de POSep. Essa caracteristica segue de acordo com o
apontado por alguns trabalhos, que discutem que 6leos essenciais apresentam um
melhor desempenho contra bactérias Gram positivas (DANNENBERG et al., 2017).

A composigdo PM também seguiu apresentando melhor desempenho contra a
bactéria Gram positiva, com uma redugdo em log de 6,0 sendo que em nenhuma
das placas ensaiadas em ftriplicata foi observada contagem microbiolégica das
suspensdes de S. aureus. Como nao houve contagem de bactérias inicialmente
incorporadas a analise, o material apresentou excelente efeito contra S. aureus,
levando a inibicdo total das bactérias e reducdo de 99,9% do crescimento
microbiano. Embora menor, a eficacia do 6leo de manjericao em filmes de PHBV
também foi apontada frente a bactérias E. Coli, onde a reducgdo atingiu um valor de
3,2 log.

Nas composicdes usando 6leo de alecrim ndo foi verificado um bom
desempenho dos filmes como agentes antimicrobianos, com os valores de redugao
significativamente baixos, tanto em log como em escala percentual. Além do alecrim,
os filmes PMSep também ndo apresentaram redugado e/ou inibigdo na carga inicial
de bactérias. Para esses materiais, o resultado pode estar associado a sepiolita
presente na composicdo, em relacdo ao material sem carga que apresentou
excelente desempenho antimicrobiano. A presenca de sepiolita ma dispersa nos
filmes de PMSep, como visto anteriormente, pode prejudicar as propriedades do
material produzido, aumentando a cristalinidade dos filmes e, consequentemente,
diminuindo o contato direto do 6leo de manjericdo com o indculo depositado sobre
os filmes.

Apos a andlise do conjunto de resultados obtidos, o filme POSep (6leo de
orégano e nanoparticula) parece ser o responsavel pelo melhor desempenho como
embalagem ativa, tanto em seus ensaios analiticos e qualitativos, como nos ensaios
de atividade anntimicrobiana. Por isso, a composicdo foi selecionada para a
caracterizagao final de avaliacdo da atividade in situ, simulando condi¢des de

aplicagao no produto alimenticio de interesse.

5.2.11 Atividade antimicrobiana in situ avaliada em queijo mucgarela

O prazo de validade de um produto lacteo, como o queijo mugarela, € muito
curto, de aproximadamente de 5 a 7 dias (COELHO et al.,, 2014), devido as

alteragdes quimicas, bioquimicas e fisicas que podem sofrer por microrganismos e
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enzimas deteriorantes de origem alimentar. Como consequéncia, o produto perde
suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, depreciando seu valor comercial.

O ensaio antimicrobiano in situ foi conduzido como o sugerido pela norma,
usando bactérias mais comuns nesse tipo de caracterizagdo. Portanto, devido ao
interesse de verificar a aplicagdo dos filmes desenvolvidos em queijo mugcarela e de
acordo com as bactérias patogénicas associadas a este alimento, os ensaios no
alimento foram conduzidos usando contaminagdo com a Listeria monocytogenes
(Gram positiva) e E. Coli (Gram negativa). Os resultados quantitativos do ensaio em

queijo mucarela sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Contagem de suspensdes bacterianas na superficie dos queijos cobertos
com o filme antimicrobiano desenvolvido com PHBV/dleo de orégano/sepiolita

E. coli L. monocytogenes
Tempo (d) Controle* POSep (UFC/mL) | Controle* POSep (UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)

0 2,71E+05 2,71E+05 1,27E+06 1,27E+06
3 1,01E+05 4,27E+04 1,23E+06 7,33E+05
6 9,67E+04 7,57E+04 3,53E+05 2,93E+05
9 4,67E+04 2,17E+04 * *

12 1,03E+05 8,40E+04 2,33E+05 4,00E+04
15 1,24E+05 9,80E+04 2,00E+05 6,67E+04
30 1,23E+04 1,37E+04 4,43E+04 3,67E+04

* Controle: Filme plastico sem incorporacao de 6leo essencial

** No dia 9, ndo houve coleta dos resultados para os filmes contra Listeria Monocytogenes.

As contagens de E. coli e de L. monocytogenes no tempo zero foram de
2,71x10° UFC/mL e 1,27x10% UFC/mL, respectivamente. Em intervalos de tempo
selecionados, um grupo de amostras foi retirado da refrigeragcao para seguir com a
contagem microbioldgica. No ensaio, € possivel perceber que a maior reducédo de
in6culo no produto alimenticio acontece nos tempos iniciais de contato, destacando
a reducdo de uma ordem de grandeza apos trés dias nos queijos contendo E. coli
com o filme antimicrobiano (POS) em comparagdo ao controle que manteve a
contagem em 10°. Apds esse periodo, a quantificagdo parece oscilar e ndo houve
inibicdo satisfatoria na contagem microbiolégica avaliada nesse ensaio. A Figura 48
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ilustra o resultado para ambas as bactérias.

Figura 48: Atividade antimicrobiana in situ dos filmes, por contato direto em queijo
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Para os ensaios conduzidos com L. Monocytogenes o efeito parece um pouco
diferente. Apods trés dias, ha uma inibigdo na multiplicagdo de L. monocytogenes nos
queijos em contato com o filme de POSep, enquanto a contagem microbioldgica
observada nos queijos com o controle permanece alta. Somente apds esse periodo
a contagem microbioldgica comeca a ser reduzida nos filmes usados como controle.

Embalagens ativas de acetato de celulose contendo 6leo de pimenta rosa
também apresentaram o mesmo efeito de redugdo, conforme descrito por
Dannenberg et al. (2017). As contagens mais baixas foram observadas no dia 3 e os
autores associam que a rapida liberagédo de 6leo essencial em até 3 dias justifica-se
pela afinidade existente entre os componentes apolares do 6leo e o sistema utilizado
(queijo mucgarela), que € composto por aproximadamente 21% de lipidios
(DANNENBERG et al., 2017). Esse recurso facilitaria a migragéo do 6leo do interior
do filme até a superficie do produto, permitindo uma melhor dispersdo do

antimicrobiano no alimento.
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Algumas consideragbes podem ser feitas a respeito da limitagdo do ensaio
para esse tipo de produto alimenticio. Numericamente, ndo houve uma redugao
significativa do indculo presente nos queijos em contato com os filmes
antimicrobianos. Essa baixa reducédo pode estar associada a limitacdo de liberagao
do oleo de orégano na matriz de PHBV/Sepiolita, tais como: (i) a liberacdo do 6leo
de orégano ¢ lenta, devido a lenta difusdo do 6leo na matriz; (ii) nas temperaturas de
refrigeracao, a difusdo do 6leo pode ser ainda menor do que a proposta nos ensaios
de dissolugéo (simuladas a 25 °C); (iii) os filmes sdo dimensionados em quadrados
de mesmo tamanho, entretanto n&o € possivel garantir a uniformidade na
distribuicdo de 6leo nas amostras. Esses fatores podem justificar o desempenho
favorecido dos filmes antimicrobianos nos primeiros dias de analise (3 dias), onde o
Oleo essencial esta mais préximo a superficie e, consequentemente, mais disponivel
para a liberacao e contato com o produto alimenticio.

Alguns trabalhos usando 6leos essenciais em aplicagdes voltadas a laticineos
também destacam algumas limitagdes na condugdo dos ensaios: Inouye et al. em
2003 compararam a atividade antimicrobiana de quatro 6leos essenciais na forma de
vapor e por contato com a solugdo bacteriana. Todos os dleos testados (6leo de
casca de canela, 6leo de tomilho, lavanda e perilla) apresentaram atividade
antimicrobiana. No entanto, o crescimento dos organismos foi inibido mais
eficientemente pelo contato gasoso do que pelo contato com a solugéo, indicando a
contribuigdo significativa do efeito direto do vapor na atividade antimicrobiana
(INOUYE et al.,, 2003). Han et al. (2014) destacam que a liberagao do 6leo de
alecrim e tomilho a partir de sachés de amido, em contato com queijos, também
depende da umidade dentro das embalagens, uma vez que os compostos volateis
séo volatilizados dos sachés em funcéo da umidade relativa dentro da embalagem e
da temperatura (HAN et al., 2014). Os autores também ressaltam que o saché
antimicrobiano contendo alecrim e tomilho n&o foi capaz de eliminar totalmente a
Listeria monocytogenes. No entanto, os queijos que tiveram contato com os sachés
tiveram reducédo no crescimento da bactéria (HAN et al., 2014).

Em contrapartida, Dannenberg e autores (2017) desenvolveram um filme de
acetato de celulose contendo 6leo essencial de pimenta rosa. Os autores avaliaram
a atividade antimicrobiana dos filmes em contato com queijos. Os testes in situ
demonstraram que a afinidade entre as moléculas apolares do 6leo essencial € o

componente lipidico do queijo permitiu que o 6leo presente no polimero migrasse
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para o alimento, garantindo o uso como embalagem ativa por contato direto
(DANNENBERG et al., 2017). Essas diferentes abordagens demonstram que a
atividade antimicrobiana deve ser estudada caso a caso, avaliando os diferentes
Oleos essenciais nos diferentes polimeros.

Além das caracteristicas relacionadas aos 6leos, vale destacar as limitagdes
relacionadas as bacterias. A temperatura de refrigeragdo de 6 °C usada no ensaio
microbioldgico simula o acondicionamento e a condicao de prateleira dos queijos.
Essa temperatura é mais propicia ao desenvolvimento da Listeria monocytogenes,
uma bactéria psicrotrofica, que consegue se desenvolver bem em ambientes com
temperaturas entre -0,4 e 45 °C (ROBERTS et al., 2020). Entretanto, em relacéo a E.
coli, a temperatura 6tima de crescimento esta em 37 °C. Essa caracteristica pode
justificar a dificuldade de crescimento e até mesmo a morte de E. coli no contato
com ambos os filmes avaliados.

Apesar das limitagbes encontradas na execugao deste ensaio microbioldgico,
€ possivel destacar a tendéncia dos filmes de POSep em reduzir a contagem
microbiolégica em ensaios conduzidos com suspensao bacteriana forgada. Nenhum
aumento na contagem microbioldgica foi observado, tanto nos ensaios adaptados
seguindo a JIS 2801:2000 quanto nos ensaios antimicrobianos usando o produto
alimenticio de interesse — queijo mucgarela. Os filmes avaliados foram capazes de
inibir a multiplicagdo das bactérias amostradas, tornando a contagem baixa em
relagdo ao controle. Portanto, pode-se considerar que o filme desenvolvido ao longo
do projeto responde as propriedades antimicrobianas desejadas, com resultados

satisfatdrios em ensaios in situ.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo apresentado avaliou dois parametros para o desenvolvimento de
filmes antimicrobianos: a selecdo adequada da carga inorganica e a escolha do
aditivo antimicrobiano, tendo como referéncia o uso de Oleos essenciais como
agentes naturais no controle de bactérias deteriorantes em embalagens para
alimentos. Foram avaliadas as nanoparticulas de haloisita, caulinita e sepiolita. As
nanoparticulas utilizadas apresentaram o efeito de barreira esperado quando
incorporadas a matriz de PHBV. Entretanto, destaca-se os filmes com sepiolita que
obtiveram os melhores resultados quanto ao aumento do moddulo, aumento da
estabilidade térmica e liberagdo controlada quando associada ao 6leo essencial em
meio simulador de alimentos lacteos. Esse ajuste da propriedade nos filmes de
PHBYV e sepiolita deve-se, principalmente, a interagao entre nanoparticula e polimero
e a morfologia da sepiolita, que favorece a dispersao da carga.

Além disso, as nanoparticulas foram combinadas ao 6leo essencial de
orégano para avaliagdo da contagem microbiolégica quando em contato direto com
uma suspensdo de bactérias. Os ensaios seguiram o procedimento da JIS 2801,
norma utilizada para avaliacdo antimicrobiana em filmes poliméricos. A incorporacao
do d6leo essencial de orégano nos diferentes filmes foi capaz de gerar resultados
favoraveis para a  aplicagdo como antimicrobianos. Entretanto, destaca-se
novamente os filmes de POSep como os materiais mais eficazes em bactérias Gram
negativas (E. coli) e Gram positivas (S. aureus), alcangando inibicdo da carga
microbioldgica.

Quando avaliados os diferentes 6leos essenciais, € possivel identificar que a
composi¢cao quimica influencia diretamente na interacdo com os demais
componentes dos filmes. Esse efeito € destacado nos ensaios de liberagdo dos
Oleos, onde a entrega do aditivo antimicrobiano depende fortemente da interacéo do
Oleo com o polimero e desse conjunto com o meio simulador do alimento. Embora o
o0leo de manjericdo apresente parametro de solubilidade proximo ao do PHBYVY,
indicando afinidade entre as matrizes, o coeficiente de particdo alto torna a liberacao
do aditivo mais lenta para o meio. Essa caracteristica afetou também os ensaios
antimicrobianos in situ, reduzindo seu potencial de inibicdo microbiana.

O nanocompédsito de POSep apresenta-se como mais promissor para a

aplicacdo em embalagens de alimentos, impedindo o crescimento das bactérias
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testadas. Para corroborar essa discussao, os filmes de POSep foram submetidos a
ensaios in situ em queijo mugarela, usando contaminagdo com Listeria
monocytogenes e E. coli. A aplicagdo como embalagem para queijos foi selecionada
devido ao aroma expressivo dos Oleos, que pode contribuir positivamente na
aromatizacdo deste produto alimenticio, facilitando a aceitacdo do consumidor. Os
resultados indicaram um desempenho satisfatério dos filmes de POSep em relagao
aqueles usados como controle, mantendo a contagem microbiologica baixa ao longo
dos 30 dias de ensaio. Sendo assim, os filmes produzidos contendo PHBYV,
nanoparticula de sepiolita e 6leo essencial de orégano se mostraram adequados
para aplicacdo como material de embalagem com propriedades antimicrobianas e
propriedades fisico-quimicas ajustadas, com o objetivo de manter as caracteristicas

sensoriais do alimento e garantir a seguranga do produto.
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