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RESUMO

As embalagens ativas, que visam estender a vida util de produtos, normalmente sdo produzidas
a partir da incorporagdo direta de aditivos na matriz polimérica. No entanto, para os 6leos
essenciais (OE) essa incorporacdo pode ocasionar perda por volatilizagdo durante o
processamento e rapida liberagdo durante a aplicagdo, o que resulta na diminui¢ao do tempo de
inibicdo de crescimento microbiano. Em vista disso, este trabalho consistiu em modificar
nanoparticulas de argila com oleo essencial de orégano (OEQO) e de manjericio (OEM) e
incorpora-las na matriz polimérica de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), com a
finalidade de obter uma embalagem com propriedades antimicrobianas. Inicialmente, as
superficies de haloisita (Hal) e caulinita (Kaol) foram modificadas com OEO ¢ OEM por
diferentes metodologias e foram caracterizadas por analise termogravimétrica, com a finalidade
de se obter os percentuais de incorporacdao do OE. Os melhores resultados foram observados
quando as nanoparticulas de argilas foram modificadas por ultrassom seguido de aplicagao de
vacuo em uma propor¢do de argila:OE de 1:10. A argila Hal modificada com OEO foi a que
obteve melhor resultado na incorporacdo (44% em massa de OE) e proporcionou uma
evaporacao lenta do OEQ, sendo selecionada para incorporagdo na matriz polimérica. Todos os
nanocompdsitos produzidos apresentaram uma diminui¢ao na estabilidade térmica do polimero
e ndo proporcionaram uma mudanga significativa no grau de cristalinidade quando comparado
ao filme de PHBV. Também foi observado que o nanocomposito produzido com argila
modificada e com acréscimo de OEO livre apresentou uma boa propriedade de barreira ao
oxigénio quando comparado ao filme de PHBV puro e outros nanocompositos produzidos.
Além disso, a modificacdo prévia da argila viabilizou uma liberagdo lenta e controlada do OEO,
resultando em uma atividade antimicrobiana contra E. coli proxima a concentracdo inibitoria
minima e uma boa atividade antioxidante (30%) apds 48 h de liberacdo do OEO em meio de
acido acético. Em vista disso, a modificagdo prévia da argila com OE se mostrou promissora
para aplicacdo em embalagens ativas.

Palavras-chave: Polimeros biodegraddveis. Nanoparticulas de argila. Modificacdao organica.
Propriedade antimicrobiana e antioxidante. Liberagdo controlada. Embalagem ativa de
alimentos.



ABSTRACT

Active packaging aims to extend the shelf life of products and are normally produced from the
direct incorporation of additives into the polymer matrix. However, for essential oils (EO), this
incorporation may cause loss by volatilization during processing and rapid release during the
application, which results in a reduction in the time of inhibition of microbial growth. This work
consisted of modifying nanoclays with oregano (OEO) and basil (OEM) essential oils and
incorporating them into a polymer matrix of poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate)
(PHBV), in order to obtain an active package with antimicrobial properties. Initially, the
surfaces of halloysite (Hal) and kaolinite (Kaol) were modified with OEO and OEM by different
methodologies and were characterized by thermogravimetric analysis, in order to obtain the
percentages of incorporation of the EO. The best results were observed with the clay
nanoparticles which were modified by the application of ultrasound followed by vacuum in a
ratio of 1:10 (nanoclay:EO). The Hal modified with OEO was the one that obtained the best
result in the incorporation (44 w% of EO) and provided a slow evaporation of the OEO, being
selected for incorporation in the polymeric matrix. All nanocomposites produced showed a
decrease in the thermal stability of the polymer and did not present a significant change in the
degree of crystallinity when compared to the PHBV film. It was also observed that the
nanocomposite produced with modified clay and the addition of OEO presented a good oxygen
barrier property when compared to the pure PHBV film and other nanocomposites. Thus, the
previous modification of the clay enabled a slow and controlled release of OEQ, resulting in an
antimicrobial activity against E. coli near to the minimum inhibitory concentration and a good
antioxidant activity (30%) after 48 h of OEO release in acetic acid medium. In view of these
facts, the previous modification of clay with EO proved to be promising for application in active
packaging.

Keywords: Biodegradable polymers. Nanoclays. Organic modification. Antimicrobial and
antioxidant properties. Controlled release. Food active packaging.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, pesquisas tém se concentrado em polimeros de base biologica e/ou
biodegradaveis com a finalidade de substituir os oriundos de fonte ndo renovavel. Atualmente
no mercado, segundo a European Bioplastic,! os bioplasticos — que sdo definidos como
polimeros de fontes renovaveis, biodegradaveis ou que apresentam ambas as propriedades —
correspondem aproximadamente 1% dos 367 milhdes de toneladas de polimero produzido
anualmente. Destes, os polimeros biodegradaveis (que incluem os polihidroxialcanoatos —
PHA) somam mais de 1,5 milhdes de toneladas de bioplasticos produzidos globalmente.
Embora ainda nd3o sejam tdo competitivos quanto o0s convencionais, 0s polimeros
biodegradaveis tém ganhado destaque por minimizar a quantidade de residuo gerado e os
impactos causados ao meio ambiente.

Os PHA sdo termoplasticos alifaticos naturais e nio toxicos.?> O poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) (PHBV) ¢ um membro da familia dos PHA, principalmente produzido por
bactérias, sendo biocompativel e biodegraddvel. No entanto, exibe baixas propriedades
mecanicas, cristalinidade (70%) e temperatura de fusio (170°C) relativamente altas.>* A
fragilidade e instabilidade térmica em temperaturas proximas a temperatura de fusao dificultam
as aplicagdes em larga escala. Portanto, torna-se menos competitivo quando comparado aos
termoplasticos convencionais.’

Como alternativa para aumentar a competitividade do PHBV frente aos materiais
convencionais, a forma¢ao de nanocompositos a partir da adi¢do das nanoparticulas de argila
em matrizes poliméricas tem apresentado uma melhora significativa nas propriedades térmicas,
mecanicas e de barreira do polimero.>® Isso devido as nanoparticulas atuarem como carga
reforgante e terem alta atividade superficial. Além disso, as nanoparticulas de argila vém se
destacando por serem naturais, nio toxicas e de baixo custo.”® A formagdo de nanocompdsitos
poliméricos possibilita aplicagdo em areas novas ou ja existentes.

Dentro dessa perspectiva, o desenvolvimento de embalagens ativas tem sido uma das
novas areas de estudo bem como de aplicagdo, principalmente para industrias alimenticias.
Além das fung¢des normais de embalagem para alimentos, como a prote¢do, conservagao,
veiculo de informagdo sobre o produto e conveniéncia ou servigo, as embalagens ativas visam
interagir com o alimento sem alterar suas propriedades organolépticas a partir da incorporagao
de certos aditivos. Elas também prolongam o tempo de vida util e garantem a seguranga

alimentar.®1°
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A incorporagcdo dos aditivos proporciona novas propriedades ao material, acdo
antimicrobiana, antioxidante, barreira a gases, entre outras. A embalagem antimicrobiana tem
por finalidade inibir e/ou inativar microrganismos indesejaveis que podem estar presentes nos
alimentos.® As nanoparticulas de prata sio muito estudadas por serem um agente
antimicrobiano eficaz.!""!> No entanto, a preocupacdo relacionada a seguranga e efeitos
ambientais limitam seu uso generalizado. Portanto, existe uma necessidade significativa da
substituicdo desses aditivos por agentes antimicrobianos naturais que sejam eficazes contra
bactérias patogénicas e ndo sejam prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente.

Os oleos essenciais, como o de orégano ¢ manjericdo, sdo conhecidos por terem
atividade antimicrobiana, serem naturais € de baixo nivel de toxicidade. Existem estudos dos
mesmos para incorporacdo nos materiais de embalagem, e podem ter atividade por contato
direto com a superficie dos alimentos ou pela liberagdo no espago vazio através da evaporacio.®
Varios métodos existem para incorporacdo desses agentes ativos na embalagem. A
incorporag¢ao direta de aditivos antimicrobianos em polimeros sdo as mais comuns. No entanto,
essas metodologias apresentam algumas desvantagens, como a volatilizacdo do dleo essencial
durante o processamento, o esgotamento rapido dos agentes ativos € mecanismo de a¢do em
curto periodo.'?

Novos estudos tém evidenciado uma melhoria nos mecanismos de agao e liberagao dos
agentes antimicrobianos a partir da modificagdo das nanoparticulas de argila com oleos
essenciais.” !4 Em vista disso, esta pesquisa propde o desenvolvimento de nanocompdsitos de
PHBV com argilas de diferentes caracteristicas fisico-quimicas, modificadas com o6leos
essenciais, objetivando prolongar o tempo do mecanismo de acdo da embalagem alimenticia
contra bactérias, além de combinar as caracteristicas da argila e do 6leo com as propriedades

do polimero visando aplicagdo em embalagens ativas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto ¢ modificar diferentes nanoparticulas de argila — haloisita e
caulinita — com o6leos essenciais para incorporagdo em matriz polimérica biodegradavel de
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV), a fim de se obter nanocompoésitos com

propriedades antibacterianas para aplicacdo em embalagens ativas para alimentos.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Definir e otimizar um método de incorporacao do 6leo essencial nas nanoparticulas
de argila com distintas caracteristicas fisico-quimicas;

¢ Analisar a influéncia do tipo de 6leo essencial na modificacdo das nanoparticulas de
argila em relagdo a eficiéncia de incorporagao;

¢ Analisar a influéncia da modificacdo das nanoparticulas nas propriedades térmicas e
de barreira da matriz polimérica;

e Determinar a cinética de liberagcdo do composto ativo em meios simuladores de
alimentos;

¢ Avaliar as propriedades antibacteriana e antioxidante dos nanocompositos obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Nas tultimas décadas, a poluicdo causada por residuos soélidos, principalmente os
poliméricos, tornou-se um grande problema ambiental cuja solucao e/ou mitigagdo ¢ um dos
principais desafios da sociedade moderna, uma vez que esses materiais ao serem descartados
em terra ou agua sao de dificil degradagao ou quando incinerados podem emitir gases poluentes.
Em vista disso, o desenvolvimento de materiais poliméricos biodegradaveis tem sido
investigado por diversos paises como forma de substituir os polimeros convencionais.

Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que tém sua cadeia quebrada por enzimas
adequadas produzidas por microrganismos (bactérias, fungos ou algas), sob condi¢des
especificas de temperatura, pH, umidade, e oxigenacdo.'>!¢ Durante ou antes do processo de
biodegradagao do polimero podem também ocorrer processos como hidrolise e fotodegradagao,
que auxiliam na quebra das macromoléculas, afetando sua estrutura.!”

Os polimeros biodegraddveis podem ser classificados em quatro diferentes categorias,
as quais estdao diretamente relacionadas a sua sintese: (1) polimeros provenientes da biomassa
ou de recursos agricolas (celulose, amido); (2) polimeros obtidos da producdo microbiana
(polihidroxialcanoatos) (PHA)); (3) polimeros sintetizados quimicamente usando mondmeros
de recursos renovaveis (poli(acido latico) (PLA)); (4) polimeros nos quais os monomeros €
polimeros sdo ambos obtidos por sintese quimica de recursos fosseis (policaprolactona
(PCL)).'*!8 No entanto, das categorias apresentadas apenas as trés primeiras sio obtidas de
recursos renovaveis. '8

Entre os polimeros biodegradaveis, os PHA tém sido uma opg¢do promissora para

1921 regeneracio de tecidos® e

algumas aplicagdes, como embalagem de alimentos,
encapsulamento de medicamentos®® devido a sua biodegradabilidade, propriedades mecanicas
e térmicas controladas. Além disso, podem ser produzidos por mais de 300 espécies de bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas.***

2.1.1 Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)

Os PHA sao uma classe de polimeros renovaveis, biodegradaveis e biocompativeis, na

forma de poliésteres termoplasticos. Eles sdo sintetizados por grandes variedades de bactérias
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e se acumulam em seu citoplasma (Figura 1) durante o processo de fermentagdo sob condigdes

de estresse, tais como limitagdes de oxigénio, nitrogénio ou fosforo, com excesso de fonte de

carbono.*??

Figura 1: Imagem de microscopia eletronica de transmissdo de granulos de PHB no interior
das bactérias.’

Os PHA podem ser classificados em dois grupos de acordo com o niumero de d&tomos
de carbono que compdem sua unidade monomérica. O primeiro, classificado como PHA de
cadeia curta, consiste de 3-5 atomos de carbono, e o segundo, de cadeia longa, consiste de 6-14
4tomos de carbono ou mais, sendo ambos nos grupos laterais.*?

O polihidroxibutirato (PHB), o qual pertence a classe de PHA de cadeia curta, ¢
caracterizado como um material rigido e quebradico, e € dificil de ser processado devido a sua
elevada cristalinidade. Uma estratégia para melhorar a processabilidade do PHB ¢ a
copolimerizacdo com 3-hidroxivalerato (HV) através de fermentacdo bacteriana ou sintética,
que tem como resultado a producdo do copolimero poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(PHBV), sendo também da classe de PHA de cadeia curta.***

A sintese para a produ¢do de PHBV envolve duas vias metabolicas paralelas, uma
levando a produg¢do de um mondmero hidroxibutirato (HB) e a outra a produgdo de um
mondémero hidroxivalerato (HV). O primeiro passo envolve uma condensacdo de duas
moléculas de acetil-CoA ou propionil-CoA (no qual o acetil-CoA ¢ fornecido pelo metabolismo

glicolitico de uma fonte de carbono, como o glicerol ou glicose, e o propionil-CoA pela ativagao

do propionato externo) por acdo de uma enzima 3-cetotiolase, codificada por phaA. O
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intermedidrio ¢ reduzido para 3-hidroxibutirato-CoA (3-HB-CoA) ou 3-hidroxivalerato-CoA
(3-HV- CoA) pela acetoacetil-CoA redutase, codificada por phaB. O 3-HB-CoA ou 3-HV-CoA
é incorporado na cadeia de crescimento pela PHA sintase, codificada por phaC.?’ A reacdo de

biossintese do PHBV ¢ apresentada na Figura 2.

Figura 2: Representagao esquematica das vias metabdlicas para produgao de PHBV.
Adaptado de Aldor e Keasling. ?’
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2.1.1.1 Estrutura e propriedades

O PHBYV, produzido substituindo o grupo metila da cadeia principal do PHB pelo
grupo etilico, ¢ um poliéster alifatico termopldstico opticamente ativo com alta
estereoregularidade.?® Sua estrutura quimica é composta por unidades estruturais HB e HV, as

quais estdo representadas na Figura 3.

Figura 3: Estrutura quimica do PHBV .}
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O PHBYV, com teor de HV até aproximadamente 50%mol, pode apresentar
isodimorfismo, ou seja, quando dois monomeros cristalizam na mesma estrutura cristalina.
Assim, as unidades de HV co-cristalizam no reticulo cristalino do tipo PHB e vice-versa, devido
ao polihidroxivalerato (PHV) e PHB apresentarem estrutura helicoidal semelhantes.?’! Em
consequéncias da co-cristalizagdo, o PHBV apresenta um elevado grau de cristalinidade (50 —
70%) ao longo de uma ampla gama de composi¢do.>°

A alta cristalinidade faz com que o PHBV seja considerado um polimero rigido e fragil,
0 que resulta em propriedades mecanicas inferiores quando comparado aos termoplasticos
convencionais. O PHBYV, com baixa concentracdo de HV, possui algumas propriedades
similares ao polipropileno, como temperatura de transi¢do vitrea (Tg) e temperatura de fusdo
(Tm) em torno de 4°C e 180°C, e modulo de Young e resisténcia a tragdo de 3,5 GPa e 43 MPa,
respectivamente. No entanto, quando comparado o alongamento na ruptura, o PHBV apresenta
resultados muito inferiores ao do polipropileno (400%), tornando-se uma desvantagem no

mercado. 3734

2.2 NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS A BASE DE PHBV

Nanocomposito polimérico ¢ uma combinagdo de polimero e nanomaterial organico
ou inorganico, onde pelo menos uma fase permanece na escala nanométrica (1-100 nm) no
material resultante.>> 37 A formacio de nanocompésitos pode ajudar a melhorar as propriedades
desejadas (como mecanica, térmica, barreira contra permeagao de gases, retardante de chama,
entre outras) da matriz polimérica, além de poder gerar um novo conjunto de propriedades,
dependendo do nanomaterial utilizado.?’

A melhoria nas propriedades apresentadas no nanocomposito ¢ devido a elevada area
superficial por unidade de volume (4rea especifica) e uma elevada razdo de aspecto das
nanoparticulas, o que proporciona, por exemplo, uma melhor interagcao entre as nanoparticulas
de argila e a matriz polimérica, a partir das interagdes de Van der Waals ou ligagdo de
hidrogénio, e um aumento na eficiéncia do refor¢o.’’° As nanoparticulas de argila mais
estudadas para preparacdo de nanocompositos de PHB e PHBV como matriz polimérica sao
montmorilonita (Mt),***! sepiolita (Sep),>® mica,* haloisita (Hal),*** e caulinita (Kaol).***

Embora existam trabalhos realizados com nanoparticula de Kaol com uma variedade
de polimeros, como PHB,* poli(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (PHBHHx)* e

48

quitosana™ para a produgdo de nanocompositos, apenas dois trabalhos utilizando
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nanoparticulas de Kaol e PHBV foram encontrados.?'** Outros tipos de argilas, como Mt, Sep
e Hal, apresentaram-se em maior nimero em pesquisas realizadas com PHBV.

Cabedo et al.** prepararam nanocompésitos PHBV/caulinita na proporc¢io de 5% em
massa de argila via processo de extrusdo. Eles constataram que a adi¢do da caulinita em PHBV
ndo apresentou um aumento no espagamento basal da argila, o que resultou na formacgao de
aglomerados e baixa dispersao na matriz polimérica. Ja a montmorilonita, que tem morfologia
similar a da caulinita (plaquetas), exibiu uma boa dispersao na matriz polimérica ¢ uma
expansao na intergaleria da argila.

A formagdo de aglomerados e baixa dispersdo de Kaol na matriz de PHBV também
foi observado por da Costa et al.?! Segundo os autores, essa aglomeracio ¢ devido as fortes
interacdes secundarias encontradas entre as lamelas. Embora a baixa dispersao, o
nanocompdsito PHBV/Kaol apresentou um aumento na estabilidade térmica e um acréscimo
de 11% no grau de cristalinidade (Xc) do PHBV quando comparado ao filme de polimero puro
(77% e 66%, respectivamente). Além da Kaol, o estudo também avaliou a interacio do PHBV
com Hal e Sep, onde as amostras PHBV/Sep e PHBV/Hal obtiveram um aumento na
estabilidade térmica, a formacao de esferulitos de menores tamanhos e X, relativamente alto
(80% e 77%, respectivamente). No entanto, o PHBV/Sep foi o que obteve uma melhor interagao
polimero/argila proporcionando uma boa dispersao.

Em estudo realizado por Kennouche et al.*’

a dispersdo de diferentes concentragdes
de Hal foi investigada quando adicionadas a matriz de PHBV. Neste estudo, concentragdes
menores de argila (2,5% e 5% em massa) apresentaram uma dispersao homogénea, com
nanotubos individuais. Para uma maior concentragdo (10% em massa), o nanocompdsito exibiu
grandes aglomerados de Hal devido as fortes ligagdes de hidrogénio entre as nanoparticulas.
Além disso, também foi constatado que a adigao de 2,5% e 5% de argila na matriz polimérica
aumentou a temperatura maxima de degradacdo (Tp igual a 2853 °C e 287,2 °C,
respectivamente) quando comparado ao PHBV puro (Tpigual a 282 °C).

Hasan et al.*°

incorporaram 3% em massa de nanotubos de haloisita no polimero e
observaram um aumento em torno de 4 °C na temperatura de fusdo (Tm) dos filmes resultantes
em comparagao com o PHBV puro devido ao fato da estrutura cristalina estar mais organizada.
O estudo também demostrou um aumento de 3 °C na Tp, 0 que pode ser atribuido a boa intera¢do
interfacial entre haloisita e PHBV. Além disso, uma reducao na absor¢ao de umidade nos filmes
produzidos e uma maior taxa de biodegradagdo com o aumento da concentracao (0-15%) dos

nanotubos foi observada. O material obtido apresentou um grande potencial para aplicagdao na
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area biomédica e de embalagens. Assim, no Quadro 1 ¢ apresentado a sumarizacdo dos

trabalhos encontrados na literatura abordados nesta segao.

Quadro 1: Resumo dos trabalhos encontrados na literatura.
Percentual de argila | Efeitos das nanoparticulas

Nanocomposito (% em massa) na matriz polimérica Referéncia
PHBV/Kaol 5.0 Baixa dispersao e formacao
de aglomerado 45
Boa dispersao e expansao na Cabedo e al.
PHBV/Mt 5,0 0a CISpe P
intergaleria
Baixa dispersao e formacao
PHBV/Kaol 3,0 de aglomerados, aumento na

estabilidade térmica e X¢
Formacao de pequenos
PHBV/Hal 3,0 aglomerados, aumento na Da Costa et al.
estabilidade térmica e X 21
Boa dispersao, formacgao de
esferulitos menores,

PHBV/Sep 3,0 aumento na estabilidade
térmica e X,
Concentragao de 2,5 ¢ 5% Kennouche ef
PHBV/Hal 2,5;5,0; 10,0 apresentaram boa dispersao 149
¢ aumento na Tp ar.
PHBV/Hal 3,0 Aumento na Ty, e na Tp Hasan et al.”’

2.3 NANOPARTICULAS DE ARGILA

As argilas s3o materiais naturais resultantes das alteragdes mecanicas e/ou quimicas
das rochas, compostas principalmente de minerais de granulometria fina, conhecidos como
argilominerais, e impurezas, como hematita, goethita e matéria organica.?>*! Dependendo da
area de estudo, a argila pode ter fracdo de sedimentos com particulas de didmetro esférico
equivalente a menor que 2 ou 4 um.?

Os argilominerais sdo minerais filossilicatos hidratados que podem proporcionar
plasticidade a argila.?>>! Eles podem ser de origem natural ou sintética. Os filossilicatos sdo
silicatos de Al, Fe, K, Ca e Mg hidratados que apresentam estrutura cristalina em camadas, as
quais sdo constituidas pela alternancia entre folhas bidimensionais tetraédricas e octaédricas

(Figura 4).22’52’53
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Figura 4: Figura esquematica da estrutura (a) octaédrica e (b) tetraédrica. Adaptado de
Murray.>

CyOxigénio
{& Hidrogenio ) Oxigénio
@ Aluminio o Silicio

Os argilominerais apresentam estruturas e composi¢des diferentes, mesmo cada um
sendo composto por folhas bidimensionais. Dependendo do tipo de argilomineral, a estrutura
pode ser do tipo 1:1 (uma folha tetraédrica e outra octaédrica) ou do tipo 2:1 (uma folha
octaédrica entre duas folhas tetraédricas).>*>* A Kaol e Hal sdo exemplos de argilomineral do
tipo 1:1 e a Mt e Sep do tipo 2:1.%

As propriedades fisicas e quimicas de um determinado argilomineral dependem de sua
estrutura e composi¢ao. De modo geral, as principais caracteristicas das argilas sao a anisotropia
das camadas ou particulas, a estrutura de camada com espessura de cerca de 0,7 nm para o tipo
1:1 e 1 nm para o tipo 2:1, a existéncia de espagamento basal na superficie externa e superficies
internas intercalares, o que facilita a modificacao (a partir da adsor¢ao, troca idnica ou enxerto),
plasticidade, e algumas podem conferir endurecimento por secagem ou queima.>* Devido as
propriedades inerentes, como elevada drea especifica, intumescimento, boa adsorcdo e

capacidade de difusio de carga, as argilas tém atraido atenciio na area da ciéncia.>*>

2.3.1 Haloisita

Haloisita ¢ um argilomineral dioctaédrico de razdo 1:1 (Al:Si) do grupo Caulim, com
estequiometria Al2Si205(OH)s - nH20, onde n = 0 e 2, respectivamente, para a haloisita
desidratada (com espagamento basal doo1 = 7 A) e haloisita hidratada (com espagamento basal
door = 10 A). As unidades da camada na haloisita sdo separadas por uma monocamada de
moléculas de dgua (Figura 5), a qual atua na redugdo da interacdo eletrostatica entre camadas
adjacentes e facilita a curvatura das camadas para diminuir a diferenga da dimensao das folhas

tetraédricas de silicio e octaédrica de alumina.>*»%



27

Figura 5: Estrutura da haloisita hidratada. Adaptado de Murray.>
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A haloisita pode apresentar duas morfologias, tubular ou esférica (Figura 6), de acordo
com as condicdes de cristalizagdo e geologia, sendo a haloisita tubular a mais comum.**>” Em

1>7 com haloisita tubular de diferentes locais e

um estudo realizado por Pasbakhsh et a
ambientes geoldgicos, foi observado que as particulas eram cilindricas e abertas, apresentavam
didmetro externo entre 20-200 nm, didmetro interno de 5-70 nm e comprimento entre 50-5000

nm.

Figura 6: Imagem de microscopia eletronica de transmissdo (a) haloisita tubular®’ (b)
haloisita esferoidal. 3

A haloisita tubular possui estrutura porosa, incluindo o limen cilindrico na faixa de 2-
50 nm, além de apresentar como propriedade fisica uma elevada area especifica (50-80 m? g™!),
uma razdo de aspecto de 10-50, e capacidade de troca cationica (CEC) na faixa de 2-60

mmol/100 g.°*°” Devido a essas propriedades, juntamente com a disponibilidade de grupos
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hidroxilas (OH) na sua estrutura, boa dispersdo e interagdo com matriz polimérica hidrofilica,
baixo impacto ambiental e a saude,>’ os nanotubos de haloisita tem despertado grande interesse

na aplicacdo de nanotecnologia, principalmente na formacgdo de nanocompositos>*->%6?

€ como
recipiente de encapsulamento (usado para armazenar e controlar a liberacdo de agentes

ativos).61-63

2.3.2 Caulinita

Caulinita é um aluminossilicato laminar de estrutura de camada dioctaédrico 1:1,
distribuida por folha tetraédrica de Si-O ligada a folha octaédrica de alumina através de ligacao
de hidrogénio. A espessura da camada unitaria é cerca de 7 A (Figura 7). A sua formula
molecular ¢ Al>Si14010(OH)s e composi¢cdo quimica teorica € 46,54% de Si02, 39,50% de Al,O3
e 13,96% de H,0.>*%*

Figura 7: Estrutura esquematica da caulinita. Adaptado de Murray>>
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A caulinita apresenta morfologia em placas hexagonais ou pseudo-hexagonais em

formas empilhadas (Figura 8). Pode conter particulas com tamanho micrométrico ou sub-

micrométrico na faixa de 0,2 a 4,0 um e espessura na ordem de 50-100 nm,%46¢
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Figura 8: Imagens de microscopia eletronica de transmissdo, com escala de 100 nm, da
caulinita. %

100 nm

Além disso, apresenta uma baixa capacidade de troca cationica, na faixa de 1 a 15
mmol/100 g, uma 4rea especifica na faixa de 5-39 m? g’!, e capacidade de adsorcdo de fons ou
moléculas.’®%® A caulinita geralmente apresenta carga de superficie liquida neutra, no entanto,
pequenas cargas negativas podem se desenvolver nas bordas da estrutura, que podem fornecer

reatividade a caulinita.®’

2.4 EMBALAGENS ATIVAS

Embalagem ativa para alimentos ¢ definida como um material que contém aditivos
incorporados a fim de estender a vida 1til dos produtos, reduzir o desperdicio e melhorar a
seguranca alimentar.®? Essas embalagens se baseiam em propriedades intrinsecas do polimero
ou nas propriedades do aditivo.®

Ela atua através da interagdo com o alimento ou seu meio a partir dos processos de
transferéncia de massa, que podem ocorrer via a migracao, adsor¢do, absor¢cdo e permeacao.
No processo de migragdo, os compostos ativos, como os antioxidantes e antimicrobianos
incluidos na matriz polimérica, podem ser transferidos para o produto ou o meio entre eles. No
processo de adsorcdo, a embalagem tem a capacidade de capturar gases emitidos pelo alimento
ou presente no espaco vazio entre este € o polimero, e esses gases sao adsorvidos na superficie
do polimero. Ja na absorcdo, esses compostos sdo absorvidos na matriz polimérica. A
permeacdo envolve a difusdo de moléculas na forma liquida ou gasosa através da matriz

polimérica.”
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A embalagem pode ser classificada de acordo com a propriedade desempenhada, como
embalagem antimicrobiana, antioxidante, controladora dos niveis de etileno, oxigénio,
umidade, absorvedora de sabores e odores, entre outras.”' Estudos relacionados a adicdo de
agentes antimicrobianos para a produ¢do de embalagem de alimento, principalmente os
conservantes naturais, tem se desenvolvido a fim de aumentar a qualidade e prolongar a vida
util do alimento embalado.

Requena et al. 7?

avaliou o efeito antimicrobiano de filmes PHBV contendo eugenol
e carvacrol, componentes presentes no oleo essencial de orégano e cravo, respectivamente, em
cepas de E. coli e L. innocua em um periodo de seis dias, e observou que todos os filmes ativos
tiveram efeito antimicrobiano significativo contra E. coli em amostras de queijo, carne de
frango e abobora. Em outro trabalho, produzido por Biddeci et al.® no qual primeiro incorporou
o oleo essencial de menta em nanotubos de haloisita para depois produzir compdsito com
pectina, foi observado que além da melhora no desempenho mecanico e na hidrofobicidade
superficial do filme de pectina, a embalagem ativa apresentou uma liberagdo mais controlada
dos aditivos antimicrobianos e uma boa inibi¢do de microrganismos patogénicos, E. coli e S.
aureus, em altas temperaturas.

Jang et al.”® produziram embalagens de alimento contendo nanoparticulas de argila
carregada com 6leo essencial de tomilho (OET). Observaram que a embalagem com nanotubos
de haloisita carregadas com OET apresentou uma eficaz inibi¢do do crescimento da bactéria E.
coli durante um periodo de 10 dias. Essa inibi¢ao ¢ devido a liberacdo rapida de cerca de 60%
de OET durante esse periodo. Apos 10 dias, observaram que o crescimento da populacao de
bactérias aumentava rapidamente em consequéncia da baixa concentracao (20%) e lenta
liberagao de OET no meio.

Hendessi et al.'® avaliaram a atividade antimicrobiana da embalagem ativa de
poliuretano com nanotubos de haloisita carregados com carvacrol contra cepa bacteriana de
Aeromonas hydrophile. Além do efeito de inibi¢do do crescimento bacteriano contra A.
hydrophile, os filmes apresentaram efeito de reducdo das células bacterianas entre 54-97% das
células, durante 45 dias sob um recipiente hermético a temperatura ambiente. Esse efeito
prolongado foi justificado pelos autores como resultado da liberagao controlada de carvacrol ao

longo do periodo de teste.
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2.4.1 Oleos essenciais como agentes antimicrobianos

Os oleos essenciais (OE) sdao uma mistura de compostos organicos aromaticos e
volateis de consisténcia oleosa normalmente obtidos a partir de ervas e especiarias, que sao
produzidos como metabolitos secundarios para desempenhar papel de defesa na planta.®>7*
Virias técnicas — como destilagdo de agua ou vapor, extracdo por solvente, prensagem a frio,
entre outras — sdo utilizados para extrai-los de diferentes partes da planta aromatica.’

Na composi¢do do oOleo essencial, dois ou trés componentes principais podem
constituir até 85% do 6leo. ">”> Quimicamente, os OE contém compostos volateis que sdo
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados, como alcoois,
acidos, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas e fendis.”> A composicio e qualidade dos OE depende
da espécie, parte da planta utilizada e outros fatores, como cultivo, solo, condigdes climaticas,
o tipo de extragdo, entre outros.’®

Estima-se que sejam conhecidos mais de 3000 tipos de 6leos essenciais.”* Alguns
desses tipos, como o 6leo essencial de orégano e de manjericdo, apresentam em sua composicao
compostos fenolicos (timol, carvacrol, eugenol e linelol) que proporcionam uma eficaz inibi¢ao
do crescimento bacteriano.”” Essa inibi¢do ocorre principalmente devido a natureza hidrofobica
dos Oleos essenciais € de seus constituintes que interagem com as camadas lipidicas da
membrana celular bacteriana, fazendo com que se rompam, inibindo efetivamente as
propriedades funcionais da célula, e resultando no vazamento de ions e outros componentes
celulares.””” Além disso, os compostos volateis podem se ligar a estruturas proteicas da célula
microbiana, causando alteragdes nos blocos de construcao lipidica e proteica, resultando na
inibicdo das proteinas enziméticas e permeabilidade dos componentes celulares.’®”’

A utilizagao dos 6leos e seus constituintes como aditivos vém sendo crescente devido
aos mesmos apresentarem propriedades antibacteriana, antifingica, e antiviral, bem como
propriedades inseticida e antioxidante. Além disso, sdo geralmente reconhecidos como seguros

(GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) (21CFR182.20), sendo considerados

conservantes naturais aceitaveis pelo consumidor.

2.4.1.1 Oleo essencial de orégano

O ¢6leo essencial de orégano ¢ extraido da erva perene e aromatica, comumente

nomeada como orégano. Ha uma variedade de espécies em todo o mundo que sdo denominadas
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como orégano, sendo as mais comuns dos géneros Origanum Vulgare ¢ Thymus Capitatus
(Coridothymus Capitatus), ambos pertencentes a familia Lamiaceae. '>7°

A composi¢cdo do Oleo essencial de orégano, assim como outros tipos de Oleos,
dependera da localizacao da coleta do material, condig¢des climdticas durante o plantio e parte
vegetal a ser extraida. De modo geral, os principais constituintes do Thymus Capitatus sao
carvacrol, timol, a-terpineol, acetato de carvacrol, y-terpineno. Destes, o carvacrol ou timol

(Figura 9) representam o maior percentual na composi¢cdo do 6leo, e sdo considerados os

principais responsaveis pela propriedade antimicrobiana no 6leo essencial.”® 8¢

Figura 9: Compostos ativos presentes no 6leo essencial de orégano.®!
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Bounatirou et al.” avaliaram a composi¢io do 6leo essencial da Thymus capitatus em
diferentes fases do crescimento e observaram que o carvacrol foi o principal constituinte do
0leo essencial, com cerca de 73%, 74% e 66% nas fases vegetativa, de floragdo e pos-floragao,
respectivamente, além de apresentar altos niveis de p-cimeno (5-17%), y-terpineno (2-14%) e
B-cariofileno (1-4%). O o6leo essencial Th. capitatus das fases de floracdo e pos-floragao
demostrou ser eficaz contra patdgenos transmitidos por alimentos, como Listeria innocua,
Bacillus cereus, Salmonella, e patdgenos como Staphylococus aureus. Além da propriedade
antimicrobiana, o 6leo essencial também apresentou propriedade antioxidante.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano (7h. Capitatus) também foi
avaliada por Ehivet ef al.®? em filmes de amido de batata-doce. O filme contendo 2 % (v/v) OE
apresentou efeito inibitérios contra Salmonella Enteritidis, E. coli e L. monocytogenes, com

zonas de inibigdo de 18,4 + 2,8 mm?, 10,1 + 5,0 mm? e 9,0 + 4,7 mm?, respectivamente.

2.4.1.2  Oleo essencial de manjericdo

O ¢leo essencial de manjericdio (OEM) ¢ extraido da planta aromdtica Ocimum

Basilicum L., popularmente conhecida como manjericio, e pertencente a familia Lamiaceae. 3
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O género Ocimum compreende mais de 150 espécies, distribuidas por toda a regido tropical da
Asia, Africa, América Central e do Sul, que diferem na composi¢do quimica do 6leo essencial.®*

De modo geral, os principais componentes presentes no OEM de O. basilicum sao
linalol, eugenol, metil eugenol, cinamato de metila, a-terpineol e estragol (também conhecido
metil chavicol). Os constituintes menores compreendem pinheiros (o € ), a-bergamoteno,
eucaliptol, terpinenos (o e y), germacrene D, entre outros.’”>%34 Alguns desses compostos sdo

considerados agentes antimicrobianos, como linalol, estragol e eugenol (Figura 10).

Figura 10: Compostos ativos presentes no 6leo essencial de manjericdo. 3%
OH
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Em um estudo realizado por Baldim et al.”

foi observado que as amostras de OEM,
da espécie Ocimum basilicum, contendo elevada concentracdo de linalol (59,24 e 60,22%)
apresentaram resultados antimicrobianos mais eficientes contra bactéria Gram-positiva
(Bacillus cereus). No entanto, essa eficiéncia ¢ devido a presenca de linalol juntamente com
outros constituintes com percentuais menores, como eugenol, terpinen-4-ol, visto que durante
a acdo antimicrobiana, o linelol aumentou a fluidez na membrana celular e alterou a
permeabilidade celular, possibilitando que esses outros constituintes atingissem o citoplasma
aumentando os danos ao patégeno.

Em um estudo realizado por Teneva et al.®’ foi observado que o metil chavicol
(estragol) foi o principal constituinte do OEM, em torno de 36,81%, seguido por eugenol de
metila (20,40%), B-linelol (14,35%) e eugenol (10,55%). O estudo comprovou atividade
antibacteriana tanto para bactéria Gram-positiva quanto para Gram-negativa. No entanto, as
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus dureas) foram mais sensiveis ao 6leo essencial,
enquanto que as bactérias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp. e
Escherichia coli) foram menos sensiveis. Segundo os autores, isso ¢ devido a diferenca de
composicdo e estrutura da parede celular dos dois grupos de bactérias, uma vez que a Gram-

negativa tem uma membrana externa formada por lipopolissacarideos e proteinas que revestem

a camada de peptideoglicano. Além das bactérias, também foi estudada a atividade antifiingica
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do OEM, onde foi possivel observar um efeito inibitério contra os fungos Penicillium sp.,

Fusarium sp., Aspergillus niger e Aspergillus flavus.

1‘88

Amor et al.*® relataram que filmes de quitosana contendo microcapsulas de OEM

aumentaram e conferiram atividade antimicrobiana contra E. coli e S. saprophyticus,
respectivamente. Assim, os filmes contendo microcdpsulas de OEM, com diferentes
concentragoes (1%, 2% e 3% (m/v)), foram capazes de reduzir a viabilidade celular de ambas
as cepas devido aos constituintes presentes no OEM. No Quadro 2 estao apresentados de forma

sumarizada os trabalhos encontrados na literatura relatados nas segoes 2.4.1.1 ¢ 2.4.1.2.

Quadro 2: Principais componentes e propriedade antimicrobiana dos 6leos essenciais de
orégano e manjericao.
Principal Propriedade
componente antimicrobiana
Contra Listeria
Orégano (Thymus Carvacrol innocua, Bacillus
Capitatus) cereus, Samonella,
S. aureus
Contra Samonella
- enteritidis, E. coli e Ehivet et al.??
L. monocytogenes
Many Zgg;‘l’cﬁjlm“m Linelol Comfe‘rfzglﬂus Baldim et al.”
Contra S. aureaus,
Pseudomonas
aeruginosa,
Samonella sp., E.
coli, Penicillium sp.,
Fusariium sp.
Aspergillus niger e
Aspergillus flavus
Contra E. coli e S.

Manjericio - ) Amor et al. 3
saprophyticus

Oleo essencial Referéncia

Bounatirou et al.”’

Orégano (Thymus
Capitatus)

l 87

Manjericao Estragol Teneva et a

2.5 MODIFICACAO ORGANICA DE NANOPARTICULAS DE ARGILA

Um grande nimero de pesquisas vem crescendo na modificacao de argilas com agentes
ativos, como 0leos essenciais € fArmacos, a partir do encapsulamento ou adsor¢do, com ou sem
o auxilio de surfactantes. Essa modifica¢do da argila torna a liberagdo do composto ativo mais
controlada, reduz a volatilizacdo de 6leos essenciais, além de garantir uma melhor dispersao
polimero/argila.”!3%? Alguns trabalhos relatam a adsorc¢do de leos essenciais na superficie de

L 69

argilas a partir de um prévio tratamento alcalino ou acido. Nakhli et al.”” relataram que a
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presenga de grupos "OH ou H' na superficie da caulinita favoreceram a adsor¢do de moléculas
de sabineno, composto presente no 6leo essencial de Xylopia aethiopica, também conhecida
como pimenta-da-Africa, uma vez que o tratamento da caulinita com hidréxido de sodio
(NaOH) ou acido sulftrico (H2SOs4) aumenta o carater hidrofobico desta argila e,
consequentemente, aumenta a forca de interacdo entre o adsorvente-adsorbato.

Em um outro estudo realizado por Lee et al.®® foi observado que, apés o tratamento
com NaOH, a haloisita apresentou um aumento tanto no volume dos poros (de 0,17 para 0,22
cm® g'!) quanto na 4rea especifica (de 31,1 para 62,8 m? g!). Foi também relatado um aumento
de eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial de tomilho (20,5 + 1,3%) quando comparado
com a eficiéncia de encapsulagdo do 6leo em argila sem tratamento (15,4 + 1,0%). No ensaio
de liberacao do composto ativo em temperatura ambiente relatado nesse estudo, a haloisita
tratada liberou de forma répida em torno 40% do 6leo nos trés primeiros dias, devido ao
aumento dos poros da nanoparticula, e de forma lenta no restante dos 18 dias de ensaio, devido
a existéncia de 6leo entre as camadas, demonstrando assim um bom desempenho tanto na
incorporacdo quanto na liberagdo controlada do agente ativo.

A modificacdo das nanoparticulas de argila, principalmente Hal, a partir do
encapsulamento do agente ativo também pode ocorrer por processo a vacuo. O carregamento
se baseia na difusdo de moléculas em solugdo externa nos poros presentes nas nanoparticulas
devido ao gradiente de concentra¢do.”® Em um estudo realizado por Hendessi et al'® da
modificacdo de nanotubos de haloisita com carvacrol a partir do tratamento a vacuo resultou
em 39,3 + 1,2 % de eficiéncia de carregamento. No entanto, os autores alegam que esse valor
alto pode estar relacionado nao somente a presenca de carvacrol no limen, mas também na
superficie externa da argila. Assim, para saber o contetdo no liumen, as nanoparticulas
modificadas foram lavadas com etanol e a eficiéncia passou para 8,1 + 0,2 %. Além disso, em
uma avaliagdo de liberagdo do composto ativo a partir da TGA em condigdes isotérmicas foi
observado que as nanoparticulas carregadas com carvacrol apresentaram perda gradual de
massa de aproximadamente 17%, com uma liberacdo mais rapida na primeira hora, devido a
liberagdo de carvacrol adsorvida a superficie, ¢ uma taxa de liberacdo mais controlada ao
restante do tempo.

No mesmo estudo, foi realizada a modificacdo das nanoparticulas a partir de
tratamento ultrassonico seguido por processo a vacuo. Foi observada uma melhor incorporagao
do carvacrol nas nanoparticulas, obtendo eficiéncia de 47,8 + 1,8% e, apos a lavagem, de 18,4

1'91

+ 1,6%. Em outro estudo utilizando a mesma metodologia, Tas et al.”" confirmaram que o
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processo com a lavagem com etanol apresenta uma eficiéncia de 15% em massa de
carregamento de carvacrol.

1.°2 Hal e Mt foram modificadas com

Em um estudo realizado por Saucedo-Zuiiga et a
solugdo satura de etanol e 6leo essencial de laranja (OEL) ou tomilho (OET) utilizando processo
de ultrassom seguido de aplicagdo de vacuo. Eles observaram a partir da analise de difragdo de
raios X (DRX) que a presenca de OE nas argilas promoveu um aumento no espacamento da
interlamelar de 0,67 para até 0,80 nm para Hal e de 2,1 até 3,3 nm para Mt. Segundo os autores,
a interagdo entre a argila e OE, principalmente OET, pode estar promovendo uma esfoliacao de
argila e a intercalagdo de OE dentro das galerias.

O aumento na distancia interlamelar também foi observado por Proenca et al.”® Neste
estudo, primeiramente a Mt e o 6leo essencial de melaleuca foram homogeneizados por Ultra-

turrax®

para depois passar pelo processo de ultrassom seguido de aplicacdo de vacuo. Os
autores observaram um aumento na distdncia interlamelar apos a modificacdo com OE,
passando 2,55 nm para 3,53 nm na amostra contendo 10 g de OE ¢ 4,01 nm na amostra contendo
20 g de OE.

Em um estudo realizado por Giannakas et al.** foi proposto a modificacdo da Mt com
OEO, OEM e OET a partir do processo de evaporagdo do OE e adsor¢do na superficie da Mt,
uma vez que esta ¢ um material poroso inorganico com capacidade de intumescimento e elevada
area superficial. Os autores observaram que apds a modificagdo as argilas apresentaram cerca
de 5% a 15% em massa de OE adsorvido, ¢ as amostras com maior teor de OE no inicio do
processo tiveram maiores percentuais de OE adsorvido na superficie da argila. Além disso,
também foi observado que ao utilizar a Mt modificada com dimetildialquilamina, a adsorcao
do OE proporcionou um aumento no espagamento interlamelar da argila, comprovada por DRX,
sugerindo que o OE foi incorporado na superficie interna da argila a partir da interag@o entre os
grupos aromaticos do OE e os grupos amina presente na argila. J4 a Mt pura modificada com
OE nao apresentou alteragdo no espacamento basal da argila, indicando que a adsorcao foi na
superficie externa da argila a partir de ligagcdes de hidrogénio dos grupos OH do OE com os
grupos OH da superficie externa da Mt.

Outro estudo foi realizado por Essifi et al.®> também utilizando o processo de
evaporacao/adsor¢do de 6leo essencial de tomilho, timol e carvacrol em Mt, porém utilizando
uma temperatura de 30 °C no processo. Neste estudo, o processo resultou em uma adsor¢ao de
aproximadamente 28,5%, 18,5%, e 17% em massa, respectivamente, de OET, timol e carvacrol
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na superficie da Mt. No entanto, assim como Giannakas ef al.”" a adsor¢ao do composto ativo
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ocorreu na superficie externa argila através da interacdo eletrostatica entre adsorvente-
adsorbato, uma vez que os resultados de padrio de DRX ndo apresentaram variagdes
significativas no espagamento basal entre a Mt modificada e Mt pura.

Visando obter embalagens ativas com resultados significativos no mecanismo de agao,
assim como também no efeito antimicrobiano, optou-se pela modificagdo das nanoparticulas de
caulinita e haloisita com 6leo essencial de orégano e manjericdo. Metodologias tradicionais
utilizadas para incorporar aditivos na matriz polimérica obtiveram um curto periodo de tempo
na liberagao do composto ativo. Portanto, modificar previamente as nanoparticulas de argila
com o composto ativo para depois incorporar a matriz polimérica pode permitir uma taxa de
liberagdo da molécula ativa mais controlada, fazendo com que este estudo possa contribuir para

a ampliacao do uso de polimeros e inovagao na area da industria alimenticia.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

O PHBYV foi fornecido pela Ningbo Tianan Biologic Material Co., Ltd. (ENMAT Y
1000) com uma massa molar viscosimétrica média de 450.000 g mol™' e um teor de valerato de
3,4 %mol (estimado por espectroscopia RMN 'H em solu¢do - CDCl3). As nanoparticulas de
argila haloisita (Hal) na forma de p6, umidade de 4,01%, capacidade de troca catidnica (CEC)
de 8 meq g! e densidade 2,53 g cm™, as nanoparticulas de caulinita natural (Kaol) na forma de
p6, com umidade de 0,27%, com CEC igual a 12 meq g e densidade de 2,53 g cm™; o 6leo
essencial de orégano (OEQO), com temperatura de ebulicdo em 239 °C, densidade de 0,939 g
mL! a 25 °C e composi¢io majoritaria de 3-metil-4-isopropilfenol (estimada por cromatografia
gasosa acoplado ao detector por espectrometria de Massa (CG/MS)- Apéndice A); o 6leo
essencial de manjericao (OEM), com temperatura de ebuli¢ao 215°C, densidade de 0,956 g mL"
'a 25 °C e composi¢io majoritaria de estragol (1-metoxi-4-prop-2-enilbenzeno) (estimada por
cromatografia gasosa acoplado ao detector por espectrometria de Massa (CG/MS) - Apéndice
A); o Tween 80 (Figura 11), liquido viscoso nao-idnico com > 58% de 4cido oleico (acido (Z)-
octadec-9-endico), temperatura de ebuligdo em 100 °C, pH entre 5,5 — 7,5, densidade de 1,064
g mL!, concentragio micelar critica (CMC) de 0,012 mmol L™ (20-25°C) e equilibrio
hidrofilico-lipofilico em 15; o 4lcool etilico 95% PA ACS (etanol), densidade de 0,789 g mL"!
a 25 °C, pressao de vapor 44,6 mmHg a 20°C e temperatura de ebulicdo 78°C, foram todos
obtidos da Sigma-Aldrich.

Figura 11: Estrutura molecular do Tween 80.
HO(CH,CH,0)y, ~ (OCH2CH)xOH

CH(OCH,CH,)yOH 0
HzCO_ (CH2CH20)Z_1CH2CH20 —C _CHz(CH2)5CH2CH: CHCHz(C HZ)(,CH3

wtxt+ty+z=20
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3.2 MODIFICACAO DAS NANOPARTICULAS DE ARGILA COM OLEO ESSENCIAL

As técnicas de modificagdo das nanoparticulas de Kaol e Hal com OE a partir dos
métodos de ultrassom seguido de vacuo (U), evaporagio/adsor¢io (EA) e Ultra-Turrax® (UT),

estdo descritas nesta se¢do e esquematizada na Figura 12.

Figura 12: Imagem esquematica das trés metodologias utilizadas para modificacdo das
nanoparticulas de argilas com OE.

Mistura de OEO ou OEM
com nanoparticula de argila

v Mistura de OEM com
Processo de ultrassom Becker com OEM Nanoparticula de argila nanoparticula de argila
! I v
Aplicac¢ao de vacuo v Processo de ultrassom
i Pote hermético 4
Pressao atmosférica v Centrifugacio
v Estufa v
— E a primeira aplicaciio de vacuo? v Secagem temperatura
Sim + Nao Dessecador (esfriar) ambiente
Centrifugacio

v

Secagem temperatura ambiente

v

Caracterizacio fisica e quimica

3.2.1 Processo de ultrassom seguido de vacuo

As modificagdes das nanoparticulas de argila com OEO e OEM a partir do processo
de ultrassom seguido de aplicagdo de vacuo foram realizadas conforme descrito em Hendessi
et al.'®> com algumas alteragdes. A Figura 13 traz um esquema ilustrativos do processo de
ultrassom seguido de aplica¢do de vacuo. Primeiramente, foram misturadas nanoparticulas de
argila (Hal ou Kaol) com de OE na propor¢do de 1:10 em massa. Em seguida, a mistura foi
submetida ao processo de ultrassom por 30 min, utilizando um equipamento Ultrassonico Elma
S40H (Elmasonic) com a funcao de pulso degas em banho de gelo. A amostra foi transferida
para um dessecador conectado a uma bomba a vacuo. Submeteu-se a mesma a uma pressao de
30 mmHg por 30 min. Em seguida, mantendo a amostra no dessecador, foi removido o vacuo
e deixada a mesma sob pressdo atmosférica por 10 min. O ciclo foi repetido mais uma vez a
fim de aumentar a eficiéncia de incorporagdo. A fase sélida na suspensao foi separada por

centrifugacdo a 7000 rpm por 5 min e o excesso de 6leo essencial foi removido. As amostras
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foram secas a temperatura ambiente em dessecador com silica sob vacuo por 4 dias antes das

analises (amostras Hal/OEO U, Kaol/OEO U, Hal/OEM U e Kaol/OEM_U).

Figura 13: Esquema ilustrativo do Processo de ultrassom seguido de aplicagdo de vacuo.

Fonte: Do autor, criado com BioRender.com.

Em seguida foram realizadas seis variagdes do processo de ultrassom seguido de
aplicagdo de vacuo, sendo estas:

- Na primeira variagdo, foi adicionado Tween 80 (T80) na mistura de nanoparticulas
de argila ¢ OEO na propor¢cdo de argila:OEO:T80 de 1:10:10 em massa (amostras
Hal/OEO/T80 U e Kaol/OEO/T80 U);

- Na segunda variagdo, foi adicionada metade da quantidade de Tween 80 da primeira
variacdo (propor¢ao de argila:OEO:T80 de 1:10:5 em massa) (Hal/OEO/0.5T80 U e
Kaol/OEO/0.5T80_U);

- Na terceira variagdo, foi alterada apenas a propor¢ao de argila:OEO para 1:20 em
massa (amostras Hal/20EO_U e Kaol/20EO_U);

- Na quarta variagdo, as nanoparticulas de argilas foram previamente secas a 150 °C
por 3 h em estufa com circulagao e renovacao de ar (NI 1513-CR, NOVA INSTRUMENTS), e
submetidas ao processo de ultrassom com aquecimento de 50 °C (amostras Hal/OEO U.A e
Kaol/lOEO_U.A);

- Na quinta variagdo, a propor¢do de argila:OE foi alterada para 1:4 em massa
(amostras Hal/0.40EO_U, Kaol/0.40EO_U, Hal/0.40EM_U e Kaol/0.40EM_U);

- Na sexta variacao, foi adicionado etanol na mistura de argila e OEM na proporcao de

argila:OEM:etanol de 1:4:1 (amostras Hal/0.40EM/EtOH_U e Kaol/0.40EM/Et OH_U).

3.2.2 Processo de evaporacio/adsorcao (EA)

O método de evaporagdo/adsor¢do, esquematizado na Figura 14, foi realizado

L 94

conforme descrito em Giannakas ef al.”” com algumas alteracdes. As nanoparticulas de argila

(Kaol ou Hal) foram espalhadas em um recipiente de vidro hermético de forma equitativa. No
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meio do recipiente, foi colocado um béquer e preenchido com OEM. Em seguida, colocou-se a
amostra em estufa com circulacdo e renovacao de ar a 120 °C por 24 h. Apos resfriadas, as
amostras foram armazenadas em temperatura ambiente. Nesta metodologia, a propor¢ao de

argila e OEM foi de 1:4 em massa (amostras Hal/0.4OEM_E.A e Kaol/0.40EM _E.A).

Figura 14: Esquema ilustrativo do Processo de evaporagdo e adsor¢do. Adaptado Giannakas et

al >
il
(1) Recipiente fechado
@ I @ = (2) Béquer com éleo essencial
L t , 1 ! ! (3) Nanoparticulas de argila
(3) Jutt . (3) (4)Evaporacio e adsorgdo

Fonte: Do autor, criado com BioRender.com.

3.2.3 Processo Ultra-turrax® (UT)

O processo, esquematizado na Figura 15, foi realizado de acordo com Proenga et al.”?
com algumas alteracdes. A mistura de argila:OEM:etanol foi dispersa agua destilada na
proporg¢ao de 1:4:1:50 em massa. Em seguida, a dispersdo foi agitada por 1 min utilizando um
equipamento Ultra-turrax® (T 18 DI com elemento de dispersdo S 18 N) a 19000 rpm em um
ambiente fechado e sob banho de gelo. A suspensdo foi submetida ao processo de ultrassom
por 30 min sob banho de gelo. Em seguida, amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 5 min e
retirado o sobrenadante. A amostra foi colocada para secar em um dessecador com silica sob

vacuo por 4 dias em temperatura ambiente (amostras Hal/0.40OEM_E.A e Kaol/0.40EM_E.A).
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Figura 15: Esquema ilustrativo do Processo Ultra-turrax®.

\;‘.." i - —

e — )

Fonte: Do autor, criado com BioRender.com.

Na Tabela 1 estdo descritas de forma resumida as nomenclaturas das amostras de argila
modificada de acordo com cada metodologia e as propor¢des de cada constituinte empregado

na modificacao.

Tabela 1: A nomenclatura e propor¢cao em massa das nanoparticulas modificadas com OE
pelos processos de ultrassom seguido de aplicagdo de vacuo (U) ou evaporagdo/adsor¢ao (EA)
ou Ultra-Turrax® (UT).

Amostras Processos Hal Kaol OE Tween 80 Etanol
Hal/OEO U 1 - 10 - -
Kaol/lOEO_U - 1 10 - -
Hal/OEM_U 1 - 10 - -
Kaol/lOEM U - 1 10 - -
Hal/OEO/T80_U Ultrassom | - 10 10 )
Kaol/OEO/T80 U seguidode - 1 10 10 -
Hal/OEO/0.5 T80 U aplicagdo de | - 10 5 -
Kaol/OEO/0.5T80 U  Vvacuo - 1 10 5 -
Hal/20EO_U 1 - 20 - -
Kaol/20EO_U - 1 20 - -
Hal/OEO U.A* 1 - 10 - -
Kaol/lOEO_U.A* - 1 10 - -
Hal/0.40EO U 1 - 4 - -
Kaol/0.40EO U - 1 4 - -
Hal/0.40EM_U 1 - 4 - -
Kaol/0.40EM_U - 1 4 - -
Hal/0.40EM/ EtOH_U 1 - 4 - 1
Kaol/0.40EM EtOH U - 1 4 - 1
Hal/0.40EM_EA Evaporacao/ 1 - 4 - -
Kaol/0.40EM_EA Adsor¢do . 1 4 - -
Hal/0.40EM_UT Ultra- 1 - 4 -
Kaol/0.40EM UT Turrax® - 1 4 -

*Q simbolo A significa o processo de ultrassom com aquecimento
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3.3 PREPARACAO DOS NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS

A partir dos resultados obtidos da caracterizagdo das nanoparticulas de argila
modificadas com OE, a amostra Hal/OEO U foi escolhida para ser incorporada na matriz
polimérica de PHBV, visto que essa apresentou melhores resultados de incorporagao do OEO
e taxa de evaporacdo do OE mais controlada.

Os nanocompdsitos poliméricos foram preparados por meio de mistura no estado
fundido.?! Primeiramente, o PHBV em pd foi seco a 80 °C por 6 h em estufa com circulagio
de ar. Posteriormente, cada amostra — PHBV puro e misturas de PHBV com 3% (em massa)
de argila e 8% (em massa) de 6leo essencial (misturados diretamente ou utilizando argila
previamente modificada) — foi adicionada em um misturador interno (Roller-Rotors R600 -
Rheomix 6002C) a uma velocidade de 100 rpm a temperatura de 165 °C — para as amostras que
contém OEO — e a 170°C — para o filme de PHBV puro — por 6 min. Em seguida, todos os
materiais foram fragmentados utilizando moinho de facas (Solab SL-32). Por ultimo, filmes
foram moldados por compressdo em uma prensa hidraulica (Solab SL-11). O material (3,5 g)
foi aquecido a 190 °C por 90 s sem aplicagdo de pressdo e mais 30 s a uma pressao de 1 t para
formacgao do filme. A Tabela 2 apresenta a composicao de cada filme e o cddigo de identificagdao

utilizado em cada condigao.

Tabela 2: Composicao dos filmes poliméricos

Amostra PHBYV (g) Hal (g) OEO (g) Hal/OEO U
PHBV 50,0 - - -
PHBV/OEO 46,0 - 4,0 -
PHBV/Hal/OEO 44,5 1,5 4,0 -
PHBV/Hal/OEO U 47,3 - - 2,7*
PHBV/Hal/OEO U /OEO 44,5 - 2,8%* 2,7

* quantidade equivalente a 1,5 g de argila (3%m)
** quantidade adicionada para totalizar 4,0 g de OEO na mistura (8%m)

3.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

As técnicas de caracterizagdo empregadas, assim como os equipamentos utilizados na

caracterizacdo dos materiais obtidos, estdo descritas nesta secao.
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3.4.1 Caracterizac¢io quimica

A modificagcdo quimica das nanoparticulas de argilas foi investigada a partir da analise
de FTIR por reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e andlise elementar. As analises de FTIR-
ATR foram realizadas em um espectrometro PerkinElmer Frontier, presente na UFSC, na faixa
de numero de onda de 4000 a 450 cm™', com resolucdo 4 cm™ e 16 varreduras. A analise
elementar foi realizada a partir do equipamento analisador elementar CHNS/O PerkinElmer PE
2400 series II pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Para a caracterizagdo da estrutura quimica dos nanocompositos também foi utilizada a
técnica de FTIR-ATR, com o mesmo equipamento e parametros descritos anteriormente. Neste
caso, a comparagao entre os espectros permite apenas a analise qualitativa das bandas da matriz
polimérica. Para a analise quantitativa dos espectros, os resultados de transmitancia dos filmes
preparados foram normalizados em um intervalo de 1 a 100%. Os graficos de cada amostra
foram construidos de modo que os valores de transmitancia das amostras fossem comparados
com o filme de PHBV puro com auxilio de uma regressdo linear pelo método de minimos
quadrados, obtendo os valores do coeficiente de determinagdo (R?) e do erro médio quadratico

(RMSE).?!

3.4.2 Estrutura e morfologia

O espacamento basal das nanoparticulas de argila modificadas foi determinado pela
técnica de difracdo de raios X pelo método do pd em um difratdmetro Rigaku MiniFlex600
DRX presente no Laboratdrio Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas
(LINDEN) — UFSC. Para a analise, foi utilizada radiacio CuKo (A= 1,5406 A, 40 kV e 15 mA)
em um intervalo de 1° < 20 < 80° e passo de 10° min!. O espagcamento basal da nanoparticula

de argila foi determinado pela Lei de Bragg (Equacgao 1):

nd = 2d sin @ Equacio 1

Onde: n € um inteiro, A € o comprimento de onda de raios X (nm), d é a distancia
interplanar (nm), e 0 € o angulo de difragdo (graus).
A morfologia das nanoparticulas modificadas com oleo essencial foi avaliada via

microscopia eletronica de varredura (MEV). Para este estudo, foi utilizado o equipamento
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JEOL JSM-6390LV, presente no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) —
UFSC, operando a uma tensdo de 10 kV com ampliagdo 2500 e 10000 vezes. Antes da
observagdo, as amostras foram colocadas em um porta amostra com fita de carbono e

metalizadas com ouro.

3.4.3 Teste de evaporacao do dleo essencial

O teste de evaporagao do 0leo essencial incorporado nas nanoparticulas de argila foi

realizado conforme descrito em Bernardos et al.®®

com algumas alteracdes. A taxa de
evaporagao foi monitorada a 25 °C (temperatura adequada para o crescimento de fungos) e a 37
°C (temperatura adequada para o crescimento bacteriano). No teste, 60 mg das amostras
modificadas (Hal/OEO U, Kaol/OEO U, Hal/OEM U e Kaol/OEM U), correspondendo a
aproximadamente 24 mg de OEO puro, foram pesados em placa de Petri, em duplicata. As
mudangas de massa foram monitoradas apos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 dias para 25 °C e
apos 1, 3, 5, 7,9, 24, 26, 28, 30 ¢ 32 h para 37 °C. A mudanca de massa de cada amostra

expressa como a porcentagem do composto evaporado foi calculado usando a taxa de

evaporacao média das duas repetigoes.

3.4.4 Propriedades térmicas

As nanoparticulas de argila pura e modificadas foram caracterizadas por anélise
termogravimétrica (TGA) para determinagdo do percentual de incorporagao de 6leo essencial e
temperatura maxima de degradacdo. Para a analise foram utilizados dois equipamentos —
PerkinElmer TGA 8000 e TGA QA-50, pertencentes a UFSC e Universidade Caxias do Sul
(UCS), respectivamente. Para o primeiro equipamento, as nanoparticulas puras e modificadas,
Tween 80 e o OE foram aquecidos de 30 a 900°C a uma taxa de 20 °C min™! sob atmosfera de
argdnio, com vazio de 20 mL min!. No segundo, as nanoparticulas modificadas com 6leo
essencial foram aquecidas de 0 a 910°C a uma taxa de 10°C min™!' sob atmosfera de nitrogénio,
com vazio de 50 mL min!. A eficiéncia de incorporagdo (EI) foi calculada a partir da Equacio
2, sendo a perda de massa obtida de acordo com as temperaturas correspondentes determinadas

experimentalmente por TGA.

EI (%) = 100% — ( Massa (%)) Equacio 2
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A estabilidade térmica e a temperatura maxima de degradacao dos nanocompositos
poliméricos foram avaliadas por TGA, utilizando o equipamento PerkinElmer TGA 8000
pertencente a UFSC e seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente, com alteragao
na temperatura de aquecimento de 30 a 700°C.

As caracteristicas de cristalizagdo dos nanocompdsitos foram investigadas por
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) utilizado o equipamento NETZSCH DSC 214
Polyma, pertencente a UFSC. As amostras foram analisadas de 40 °C a 200 °C a uma taxa de
aquecimento e resfriamento de 10°C min™' sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min'). A
historia térmica das amostras foi apagada por um ciclo de aquecimento preliminar a 10 °C min
!. As medidas foram realizadas no primeiro ciclo de resfriamento e no segundo ciclo de

aquecimento. O grau de cristalinidade (X.) foi determinado a partir da Equagao 3:

X, = Mm_ . 100 Equacio 3

- fp 'AH&

Onde AH, (J g!) é a entalpia de fusdo da matriz polimérica, fp € a fragdo em massa

do polimero na amostra e AH®n € a entalpia de fusdo do PHBV cristalino puro, cujo valor ¢ 146

Jg'l.“o

3.4.5 Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio foi estudada a fim de verificar a influéncia Hal na
propriedade de barreira nos filmes de PHBV preparados. O teste foi conduzido a 23 °C com
fluxo de oxigénio de 100 cm® min™!, de acordo com a norma ASTM F1927-07. O equipamento
utilizado foi o L100-5000 Systech Illinois, presente na UCS. Os dados coletados sao referentes
a permeabilidade ao oxigénio (PO2) em mL m dia!. Os resultados para cada filme sio obtidos
apos a medida de espessura média dos filmes (/), em mm, conforme a Equacao 4, obtendo-se o

coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (P’O2), em mL mm m™ dia™!.

P'0, = PO, X1 Equacio 4
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3.4.6 Ensaios de liberacao do 6leo essencial

Para realizag¢ao dos ensaios de liberacdo do OEO dos filmes em meio simulador de
alimentos, foi primeiramente obtida a curva de calibragdo a partir da regressao linear da curva
de concentragdo versus absorbancia. A curva de calibracdo foi construida a partir da analise de
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-Vis), usando solu¢des de OEO de
concentragdes de 0,002 - 0,2 mg mL™! e com varreduras de absorbancia entre 200 a 400 nm. °!

Para a determinacao da taxa de liberagdao do 6leo essencial de orégano dos filmes foi
considerado apenas um dos tipos de simuladores alimentares, de acordo com o Regulamento n°
10/2011 da Unido Europeia: B (acido acético 3% (v/v)) que simula alimentos com pH inferior
a 4,5, como leites fermentados, natas, sucos contendo polpa de fruta, queijos em conserva

aquoso (queijos frescos e mugarela).®’

Assim, as amostras de filmes (150 mg) foram colocadas
em cada erlenmeyer com tampa e misturadas com 30 mL do meio simulador. Cada sistema foi
mantido sob agitacdo de 100 rpm a aproximadamente 25 °C ao longo do tempo de ensaio.
Aliquotas de 2 mL foram retiradas em diferentes tempos (0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 30, 48 ¢ 72 h)
e medida a absorbancia. A concentragdo do 6leo essencial em cada simulador ao longo do tempo
foi determinada pela medicdo de absorbancia usando a curva de calibragdo padrdo
correspondente. Para isso, a absorbancia foi obtida utilizando espectrofotometro UV-Vis 1800
(Shimadzu) a 272 nm, presente na UFSC. Todas as analises foram realizadas em triplicata.”®

A cinética de liberacdo do OEO foi avaliada utilizando o software DDsolver®,

ajustando o perfil de liberacdo ao modelo Korsmeyer-Peppas a partir da Equagao 5:
F=kxt" Equacio 5
Onde: k ¢ a constante de proporcionalidade que incorpora caracteristicas da rede
polimérica e do composto ativo, t € o tempo e n € o expoente de difusdo que indica 0 mecanismo
de liberagio do composto ativo.”
3.4.7 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante dos nanocompdsitos foi investigada pelos métodos de

eliminagdo de radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazin-1-il) e ABTS™

(2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico)).
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3.4.7.1 Método DPPH

O Meétodo DPPH" ¢ baseado na captura do radical livre estdvel DPPH por um
antioxidante. O mecanismo de reagao entre o antioxidante e DPPH" dependera da conformacao
estrutural do antioxidante, mas de maneira geral o mecanismo pode ser representado conforme
mostrado na Figura 16. Neste mecanismo, o antioxidante atua como doador de atomo de

hidrogénio estabilizando o DPPH" e reduzindo-o a hidrazina (DPPH-H). 100101

Figura 16: Estabiliza¢do do radical livre DPPH. °!

O,N O,N
i
N-N’ NO, F RH —— N-N NO, + R
G on G o
DPPH’ Antioxidante DPPH-H

O método de eliminagdo do radical DPPH" foi aplicado de acordo com de Carvalho et
al.'? usando etanol. Apés 48 h de ensaio de liberagdo em meios de 4cido acético 3% e etanol
50%, foi retirada uma aliquota (0,05 mL) e adicionada a 1,45 mL de solu¢gdo de DPPH- (0,1
mmol L). A mistura foi mantida no escuro por 3 h. Apds esse periodo, a absor¢do foi
determinada em 515 nm no espectrofotdometro UV-Vis. A atividade antioxidante (AA) foi

calculada utilizando a Equagao 6:

AA(%) = Zpppifamostra , 4 Equacio 6

ADPPH

Onde Apppy = absorbancia do DPPH puro e A;p,05tr= @bsorbancia da amostra, ambos

em A= 515 nm.
3.4.7.2 Meétodo ABTS

O método ABTS consiste na capacidade de um antioxidante capturar o cation radical
ABTS™, sendo que o antioxidante pode ter tanto cardter hidrofilico quanto lipofilico.!”® A

Figura 17 mostra o principal mecanismo de estabilizacdo e formagao do radical ABTS.
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Figura 17: Estabiliza¢do do radical livre ABTS"" por um antioxidante e sua formagéo pelo

persulfato de potéssio. Adaptado de Rufino et al. 1%
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O método ABTS utilizado foi de acordo com Re et al. '*

com algumas modificagdes.
Inicialmente, uma solu¢do de contendo radical ABTS™ (7 mmol L) e persulfato de potéssio
(2,45 mmol L) (1:0,5) foi mantida no escuro por 16 h. Uma aliquota dessa solugio (2 mL) foi
diluida em agua destilada (98 mL) para obter a solugdo de trabalho ABTS"". Uma aliquota (0,02
mL) do ensaio de liberagdo em acido acético 3% (v/v) apos 48 h foi adicionada a solugdo de
trabalho ABTS™" (0,98 mL). A mistura foi deixada em repouso por 10 min no escuro e depois
medido a absorbancia no espectrofotometro UV-Vis 1800 (Shimadzu) a 734 nm. A atividade

antioxidante (AA) foi calculada a partir da Equagao 7:

AA (%) = 24Brs—Aamostra , 1) Equacio 7

AABTS

Onde A prs = absorbancia do ABTS puro e A 05t = absorbancia da amostra, ambos

em A = 734 nm.
3.4.8 Atividade antibacteriana

A analise microbioldgica dos filmes foi realizada de acordo com The Japanese
Industrial Standard (JIS Z 2801:200), com algumas adaptacdes.'® As amostras foram testadas
contra a bactéria Escherichia coli. Cada amostra foi cortada nas dimensdes de 4 x 4 cm™ e os
filmes inertes de 3 x 3 cm™'. Todas as amostras foram previamente submetidas a luz UV-C (200
a 280 nm) por 15 min cada lado do filme, totalizando 30 min de esterilizagdo. Em seguida, cada
amostra de teste foi colocada em uma placa de Petri esterilizada, de modo que a superficie do
teste seja exibida, sendo adicionado 0,4 mL de inéculo microbiano (1,6 x 10* unidades
formadoras de coldnias (UFC) por mL) e coberto com o filme inerte, garantindo contato
proximo a superficie microbiana. A amostra na placa de Petri foi incubada a 35 °C e uma

umidade relativa de 90% por 24 h. Apos a incubacao, os filmes foram lavados cuidadosamente
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com 10 mL de solu¢ao de 0,1% de peptona com 0,7% de Tween 80. Para a contagem de células
vidveis, 1 mL foi transferido para um tubo de ensaio contendo 9 mL de peptona e diluido em
série. Os testes foram realizados em triplicata. A atividade antibacteriana foi calculada a partir

da Equagdo 2:

R =log(A/B) Equacio 2

Onde R ¢ o valor da atividade antibacteriana (UFC mL™), A é a média das contagens
bacterianas da amostra controle ap6s 24 h (indculo) e B ¢ a média das contagens bacterianas de

teste apos 24 h.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE ARGILA

Os resultados apresentados nesta se¢do sdo referentes as diferentes metodologias de
modificacdes da Hal e Kaol com OEO ou OEM. O objetivo foi avaliar eficiéncia de
incorporagao dos OE, as mudancas na morfologia, estrutura quimica da argila ocasionada pela

adi¢ao de OE e no controle da volatilizagcao de OE.

4.1.1 Eficiéncia de incorporacao dos o6leos essenciais nas nanoparticulas de argilas

A eficiéncia de incorporacao dos 6leos essenciais nas nanoparticulas foi determinada
a partir da analise de TGA. Para isso, primeiramente os materiais de partida foram
caracterizados a fim de se obter as principais perdas de massa de cada componente e suas
respectivas temperaturas de degradacdo. Com base na comparagdo entre a argila modificada e
o material de partida, a eficiéncia de incorporacao foi determinada a partir da perda de massa
correspondente ao OE.

A Figura 18 mostra as curvas de TGA/DTG de todos os materiais de partida em fungao
da temperatura. Na anélise de degradacdao térmica da Hal (Figura 18(a)), verificou-se dois
eventos térmicos: a primeira perda de massa proxima de 30 — 100°C, correspondente a liberagao
de moléculas de dgua fisicamente adsorvidas na superficie, e a segunda perda de massa entre
430 —600°C relacionada a desidroxilagdo dos grupos OH. '*? No entanto, a degradagio térmica
nao foi totalizada até a temperatura final da andlise (900°C), gerando uma massa residual de
83%. Na Kaol (Figura 18(b)) foram observadas duas perdas de massas: a primeira em 30 —
159°C relacionada a umidade presente na argila, e a segunda entre 439 — 600°C que se refere a
eliminacio dos grupos OH durante o processo de desidroxilagio. ' Também foi observado que
nao houve degradacao total, constituindo uma massa residual de 87%.

Na curva correspondente ao OEO (Figura 18(c)), foi possivel observar apenas dois
eventos: a primeira perda de massa na faixa de temperatura de 40 — 178°C relacionada a
volatilizagdo dos compostos como (+)-o-pineno, P-terpineno, y- terpineno, m- cimeno €
cariofileno e a segunda entre 178 — 210°C que corresponde a volatilizagdo completa dos
compostos como timol, 1-(4-metilfenil)etanol e 3-metil-disopropilfenol. '°7 J4 a curva de TGA

do OEM (Figura 18 (d)) apresentou apenas um evento térmico na faixa de 41 — 270°C
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correspondente a volatilizagdo completa dos diferentes compostos quimicos presentes em sua
composi¢ao. Para o Tween 80 (Figura 18 (e)), foi observado também um evento térmico

principal na faixa de temperatura de 360 — 456 °C atribuido a sua degradagdo e massa residual

igual a 3%. 108

Figura 18: Curvas de TGA e DTG das amostras de (a) Hal pura: (b) Kaol pura; (¢) OEO; (d)
OEM; (e) T8O.
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A partir da analise de TGA das nanoparticulas modificadas foi possivel determinar a
eficiéncia de incorporagdo dos OE e do Tween 80 através da perda de massa de cada amostra
em funcao da temperatura, nas temperaturas de degradagdo caracteristicas de cada componente.

As curvas de TGA/DTG de cada amostra encontram-se no Apéndice B.
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A Tabela 3 apresenta a eficiéncia de incorporacao (EI) dos OE nas nanoparticulas de
argila. A partir dos resultados obtidos, foi observado que as amostras obtidas pelo ultrassom
seguido de aplicacao de vacuo sem a adicdo de Tween 80 ou etanol apresentaram valores
significativos de incorporagao do OEO e OEM. Essa maior incorporagao pode ser justificada
pela possivel presenca de OE tanto na superficie interna quanto externa das nanoparticulas,
propiciada pelo excesso de OE durante a modificagdo.!? Este comportamento esté relacionado
com o processo de modificacao. O ultrassom pode aumentar a dispersao de particulas através
do processo de cavitagdo, que auxilia na desaglomeragio das nanoparticulas.!® J4 a aplicacdo
do vécuo permite a difusdo de moléculas do meio mais concentrado (OE) para o menos

concentrado (limen das nanoparticulas de argila).”

Tabela 3: Eficiéncia de incorporacdo do OEO, OEM e T80 nas nanoparticulas.

El do El do El do El do El do El de
Modificaciao da Hal OEO OEM Tween Modificacio da Kaol OEO OEM Tween
(%) (%) 80 (%) (%) (%) 80 (%)
Hal/OEO U 45 - - Kaol/OEO U 43 - -
Hal/20EO U 44 - Kaol’20EO U 30 - -
Hal/OEO/T80 U 24 - 30 Kaol/OEO/ T80 U 14 - 37
Hal/OEO/0.5T80 U 26 - 20 Kaol/OEO/0.5T80 U 22 - 20
Hal/OEO U.A 47 - - Kaol/OEO U.A 38 - -
Hal/0.40EO U 43 - - Kaol/0.40EO U 42 - -
Hal/OEM_U - 41 - Kaol/OEM U - 36 -
Hal/0.40EM_U - 37 - Kaol/0.40EM_U - 36 -
Hal/0.40EM/EtOH_U - 5 - Kaol/0.40EM/EtOH_U - 3 -
Hal/0.40EM_EA - 13 - Kaol/0.40EM_EA - 3 -
Hal/0.40EM_UT - 5 - Kaol/0.40EM_UT - 2 -

Hal — haloisita; Kaol — caulinita; OEO — 6leo essencial de orégano; OEM — 6leo essencial de manjericao; T80 —
Tween 80; EtOH — etanol; A — aquecimento; U — Ultrassom; EA — Evaporagao/Adsor¢do; UT — Ultra-turrax®

As amostras Hal/OEO/T80 U e Kaol/OEO/T80 U apresentaram valores menores que
as amostras Kaol/OEO U e Hal/OEO U. A utilizacdo do Tween 80 visava promover uma
mistura homogénea entre as nanoparticulas de argila (hidrofilica) e o OEO (hidrofébico),
devido ao surfactante apresentar comportamento anfifilico. No entanto, ao invés de promover
essa mistura, possivelmente o Tween80 atuou competindo com o OEO por interacdo quimica,
como ligagdes de hidrogénio, com as nanoparticulas de argila. Essa competicdo ¢ comprovada
quando analisada a amostra Kaol/OEO/0.5T80_U, onde ao diminuir a quantidade de Tween 80
pela metade, o valor do percentual de incorporacdao do OEO nas argilas praticamente dobra.

Na amostra Hal/2.00EO U, mesmo com o dobro de OEO adicionado, obteve-se uma
eficiéncia de incorporagdo proxima da amostra Hal/OEO U, 44% e 45% respectivamente,

indicando que 45% ¢ o maximo de OEO que a Haloisita consegue adsorver em sua superficie
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externa e em seu limen, por esse processo. Embora a amostra de Kaol/2.00EO U tenha obtido
uma boa eficiéncia de incorporagdo (30% OEQO), foi ligeiramente inferior ao Kaol/OEO_U. J4
na amostra com o processo de ultrassom e aquecimento, Hal/OEO U.A e Kaol/OEO U.A, nao
houve mudanga significativa no percentual de incorporagao do OEO quando comparado ao sem
aquecimento, Hal/OEO U e Kaol/OEO_U.

As amostras Hal/0.40EM/EtOH_U e Kaol/0.40EM/EtOH_U apresentaram 5% e 3%
de OEM, respectivamente. Embora o OE seja bastante soluvel em etanol (99,95%), a adi¢ao do
reagente nao contribui para um aumento significativo da eficiéncia de incorporagao do OEM.
Possivelmente o OEM foi eliminado apds a centrifugagdo, uma vez que estudos anteriores
realizados por Hendessi ef al.'* e Tas et al’' utilizaram etanol para eliminar o excesso de

1.°% foram

composto ativo incorporado em Hal. . Em estudo realizado por Saucedo-Zuniga et a
obtidos resultados parecidos, com aproximadamente 5% de 6leo essencial de tomilho (OET)
incorporados em haloisita (propor¢ao de 1:3 de Hal e OET).

As amostras Hal/0.40EM_EA e Kaol/0.40OEM_EA apresentaram baixa adsor¢ao do
OEM, 13% e 3% respectivamente. O pouco de OEM incorporado possivelmente estd adsorvido
na superficie externa da argila, uma vez que o processo se baseia na evaporagdo do OE e

1.%% realizaram esse

adsor¢ao do mesmo nos poros das superficies das argilas. Giannakas ef a
mesmo procedimento com OEM e montmorilonita e obtiveram entre 3,4 — 14% de OEM
adsorvido. No entanto, essa adsor¢do ndo apresentou aumento no espagamento basal da
nanoparticula, sugerindo que possivelmente o OE esteja adsorvido na superficie externa.

Nas amostras Hal/0.40EM_UT e Kaol/0.40EM_UT, a incorporacao do 6leo essencial
foi de 5% e 2%, respectivamente. Essa baixa incorporagdo foi devido a baixa quantidade de
6leo e elevada quantidade de 4gua durante o processamento, dificultando a interagdo do 6leo
(hidrofébico) com a argila (hidrofilica).

Em vista dos resultados obtidos, optou-se por continuar as caracterizagdes apenas com
as nanoparticulas modificadas pelo processo de ultrassom seguido de aplicagdo de vacuo na
propor¢do de 1:10, que sdo as amostras Hal/OEO U, Kaol/OEO U, Hal/OEM U e
Kaol/OEM_U. Adicionalmente, estes 6leos apresentam composi¢oes diferentes e valores altos
de incorporagdo por esse processamento, o que ¢ um fator que pode trazer diferencas no

comportamento destes materiais para a aplicacdo proposta.
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4.1.2 Caracteriza¢io quimica

A caracteristica quimica das nanoparticulas de argila com oOleos essenciais foi
investigada por FTIR-ATR e analise elementar. A Figura 19 mostra os espectros de FTIR-ATR

dos materiais de partida e da Hal e Kaol modificadas com OEO.

Figura 19: Espectros de FTIR-ATR das amostras: a) Hal pura, OEO e Hal/OEO U e b) Kaol
pura, OEO e Kaol/OEO_U
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No espectro de Hal pura foram observadas na regido 3695-3623 cm™! as vibragdes de
alongamento dos grupos hidroxilas da superficie interna entre as folhas tetraédricas e
octaédricas. Uma banda fraca proxima a 3550 cm™!, referente a agua adsorvida,''®!!! também é
observada. As vibragdes em 1118-1004 cm™ correspondem a energia absorvida pelos grupos
Si-O na superficie e Al-O-H nas bordas da Hal, enquanto que na regido 523 - 460 cm™! sdo
relacionadas a vibracdo dos grupos Si-O-Si e Si-O-A1.843110

No espectro de OEO, observam-se as bandas de vibracao do grupamento O-H em 3395
cm! e do grupamento C-O em 1253 cm™ do grupo fenédlico caracteristico do 6leo essencial, do
mesmo modo que as bandas em 2960-2871 cm! referentes ao estiramento de C-H e em 1421
cm’! a deformagdo angular de CHa.''>!13 Na amostra Hal/OEO U, observou-se tanto as bandas
caracteristicas da Hal quanto do OEQO.

No espectro de Kaol, observam-se em 3688 e 3620 cm™ vibragdes de estiramento dos
grupamentos O-H localizados na parte interna entre as folhas octaédricas e tetraédricas. As
bandas em 1113 e 1027 cm™ sdo atribuidas, respectivamente, as vibragdes de estiramento fora
do plano e no plano do grupamento Si-O, e as bandas de 936 e 911 cm™! a deformagdes angulares
Al-O-H presentes na Kaol.!'*!'> Na Kaol/OEO-U ¢ possivel notar bandas caracteristicas tanto
da Kaol quanto do OEO, confirmando assim a presenga de OEO nas nanoparticulas em ambas
modificagdes.

A Figura 20 apresenta os espectros de FTIR-ATR dos materiais de partida e das
nanoparticulas modificadas com OEM. Nos espectros das Hal/OEM_U e Kaol/OEM_U ¢
possivel constatar tanto as bandas caracteristicas das nanoparticulas de argila pura, citadas
anteriormente, quando as bandas relacionadas ao OEM. Para OEM, a banda em 3003 cm™ é
atribuida a vibragdo de estiramento de =CH> e as bandas em 2954 a 2835cm™! ao estiramento -
CH. A banda em 1612 cm™! corresponde a vibragio de estiramento de C=C, a banda 1510 cm™
! refere-se a vibragio de estiramento O-CH3z e C-O em 1246 cm™!, e na banda de 1176 cm™ as

vibracdes de estiramento assimétrico C-O-C.!13:116
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Figura 20: Espectros de FTIR-ATR das amostras: (a) Hal pura, OEM e Hal/OEM U e (b)

Kaol pura, OEM e Kaol/OEM_U
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A presenga de OE nas nanoparticulas também foi comprovada pela analise elementar

das argilas antes e depois das modifica¢des, conforme indicado na Tabela 4. Nota-se que tanto

para a Kaol quanto para a Hal ha um aumento significativo no percentual de carbono (%C) e
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hidrogénio (%H) com a adicdo de ambos os dleos. Além disso, as amostras com OEO
apresentaram aumentos mais significativos de %C, cerca de 10% a mais quanto comparado ao
OEM. Estes resultados coincidem com os encontrados no percentual de incorporagao do OE

nas nanoparticulas, dado que para OEO o valor foi de 45% para Hal e 43% para a Kaol.

Tabela 4: Composi¢do elementar das nanoparticulas de argila puras e modificadas com OE.

Amostra %C %H %N
Kaol 0,50 1,19 0,00

Hal 0,00 1,29 0,00
Kaol/lOEO_U 41,86 5,96 0,00
Kaol/OEM_U 30,82 4,05 0,00
Hal/OEO U 39,09 5,35 0,00
Hal/OEM U 26,62 4,16 0,00

4.1.3 Morfologia

A morfologia das nanoparticulas puras ¢ modificadas foram investigadas pelo MEV e
estdo apresentadas na Figura 21. A Kaol pura (Figura 21 (a)) exibiu uma estrutura laminar no
formato pseudo-hexagonal, com laminas empilhadas interagindo por fortes interagdes
secundarias.!!” Para Kaol/OEO_U e Kaol/OEM_U (Figura 21 (b) e (c)), a presenga do OE nio
ocasionou mudangas significativas na superficie da argila e na desaglomeracao das argilas que
seria ocasionada pelo processo de ultrassom, que visava desaglomerar as nanoparticulas pelo
processo de cavitagdo,'?” indicando que possivelmente o OE esteja interagindo fracamente com
aargila, uma vez que todos as amostras foram secas antes da analise para evaporagao do excesso
de OE.

A Hal pura (Figura 21 (d)) apresentou estrutura de nanotubos finos individuais. A
estrutura de nanotubos possui galerias com limens ocupados pelo ar que podem ser utilizados
para aprisionamento de aditivos, além de possuir grupos silanol e aluminol que podem interagir
por meio de ligacdo de hidrogénio com grupos polares. °> Na amostra de Hal contendo OEO
(Figura 21 (e)), a haloisita manteve sua estrutura, mas o aspecto dos nanotubos ficou
intumescido, sugerindo uma eficiéncia de adsor¢do deste composto ativo pelo filossilicato tanto
na superficie externa quanto em seu lumen, ocasionada pela aplicacdo de vacuo, que visou a
retirada do ar e incorporagdo do OE. No entanto, para a amostra Hal/OEM_U (Figura 21(f)),
pouca alteracdo na superficie da argila foi observada. Isso pode ser atribuido @ menor interacao

entre 0 OEM com a argila e a maior volatilidade do OEM.
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Figura 21: Imagens MEV mostrando a morfologia tipica da argila pura, (a) Kaol e (d) Hal, e
apos a adsorcao do OE, (b) Kaol/OEO_U, (c¢) Kaol/OEM U, (e) Hal/OEO_U, (f)
Hal/OEM_U.
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A analise por DRX foi realizada a fim de verificar a mudanca no espagamento basal
das amostras de Hal ou Kaol puras e modificadas com 6leo essencial de orégano ou manjericao.
Na Figura 22 sdo apresentados os difratogramas dos solidos Kaol, Kaol/OEO U,
Kaol/OEM_U, Hal, Hal/OEO U e Hal/OEM_U.
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Figura 22: Padroes de DRX das amostras (a) Hal pura, Hal/OEO U e Hal/OEM U e (b) Kaol
pura, Kaol/OEO U e Kaol/OEM U.
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O padrao de DRX da haloisita ndo modificada (Figura 22 (a)) mostrou espagamento
interplanar de 0,736 nm (20 = 12,02°) associado ao plano (001). Uma pequena reflexdo foi
encontrada em 20 igual 10,2° revelando uma haloisita parcialmente hidratada, e um pico intenso

em 20 igual a 20° associado ao plano (110), que caracteriza haloisita de morfologia tubular, o
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que esta de acordo com o resultado obtido pelo MEV.!!! Além disso, é possivel observar um
pico de impureza de quartzo em 20 igual a 26,6° relacionado ao plano (113).!!8

Todas as Hal modificadas com OE apresentaram os picos caracteristicos da Hal pura
citadas anteriormente, o que condiz com os resultados obtidos no MEV, onde Hal manteve sua
estrutura tubular mesmo apos a modificagdo. A incorporagdo do OE na sua estrutura nao
provocou mudanca significativa no espagamento do plano (001), conforme apresentado na
Tabela 5. Isso indica que tanto para Hal/OEO U quanto para Hal/OEM U a adsor¢ao do OE
ocorreu principalmente na superficie externa a partir da ligacdo de hidrogénio e interagdo
eletrostatica. Além disso, houve uma diminui¢ao na intensidade da reflexdo em 26 igual 10,2°,
demostrando uma possivel eliminagdo de moléculas de agua apo6s o tratamento da Hal com
ambos os OE. Também foi observada alteracao na area do pico em 20 = 20,0° da Hal, indicando
uma possivel estrutura amorfa que pode ter sido ocasionada pelo processo de ultrassom

utilizado durante a modifica¢do do filossilicato com OE.

Tabela 5: Resultados do angulo 260 e espacamentos da interplanar (d001) encontrados a partir
dos padrdes de DRX da Hal pura, Kaol pura, Hal/OEO U, Hal/OEM.

Amostra 200 doo1 (nm) Amostra 20(° doo1 (nm)
Hal 12,0 0,736 Kaol 12,4 0,715
Hal/OEO_U 12,1 0,729 Kaol/OEO_U 12,6 0,702
Hal/OEM U 12,1 0,729 Kaol/lOEM U 12,5 0,709

O difratograma da Kaol sem modificagdo (Figura 22 (b)) apresentou duas reflexdes
intensas — em 20 igual a 12,4°, correspondente ao plano (001) e espagamento basal doo1 = 0,715
nm, e em 20 igual a 24,9°, correspondente ao plano (002) e doo> = 0,357 nm. Além dos picos
caracteristicos da Kaol, o difratograma exibiu pico em 20 igual a 26,6° correspondente a
impureza de quartzo.'!*12°

Nos padroes de DRX das Kal/OEO U e Kaol/OEM_U, ¢ possivel observar que a
incorporagdo de OE na estrutura da Kaol nao provocou mudanga significativa no espacamento
do plano (001), como observado na Tabela 5. Isso deve-se as fortes ligagdes de hidrogénio entre
as duas superficies adjacentes e a presenca de dipolos permanentes nas camadas individuais
que garante a forte interacdo entre as lamelas, dificultando a intercalagio de compostos.!!’
Estes resultados sugerem que a modificacdo ocorreu na superficie externa da argila. Além disso,

¢ possivel observar que a modificagdo ndo proporcionou alteracdo na estrutura do material,

permanecendo uma estrutura lamelar, corroborando os resultados de MEV.
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Os pertis de evaporacao dos OE livres e adsorvidos nas temperaturas de 25°C e 37°C,

que sdo ideais para o crescimento de bactérias e fungos, respectivamente, sao apresentados na

Figura 23.

Figura 23: Percentual de evapora¢ao OE incorporado em Kaol e Hal e em forma livre a: (a)
25°C, temperatura adequada para o crescimento fungico, e (b) 37 °C, temperatura adequada

para o crescimento bacteriano.
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Com base nos resultados, nota-se que, independentemente da temperatura, a
volatilizagdo do OEM livre ¢ mais rapida do que a do OEO em um mesmo periodo de tempo,
em consequéncia de uma maior pressao de vapor do OEM quando comparado a do OEO.
Enquanto que o estragol, principal componente do OEM, tem pressao de vapor igual a 0,165
mmHg a 25°C, o 3-metil-4-isopropilfenol, principal componente do OEO, tem pressao de vapor
igual 0,0175 mmHg a 25°C.!21:122

Para as nanoparticulas modificadas, ¢ possivel observar que, embora os OE nao
estejam adsorvidos na superficie interna das nanoparticulas, comprovada pelos resultados de
DRX, a adsor¢do dos OE na superficie externa, possivelmente devido a presenca de poros e
ligagdes de hidrogénio,”® contribui para uma liberagdo mais lenta quando comparado ao OE
livre. Portanto, a evaporacdo do OE em forma livre na temperatura de 25°C foi
aproximadamente 50% maior do que em forma adsorvida. Em 37°C, os efeitos foram
semelhantes aos observados a 25°C.

Em virtude do elevado percentual de incorporagdo, modifica¢ao da superficie e menor
volatilizacdo do OE, a amostra Hal/OEO U foi escolhida para ser incorporada na matriz

polimérica de PHBV.

4.2 CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS

Os resultados apresentados nesta se¢ao sao referentes aos filmes de PHBV preparados
com haloisita e 6leo essencial de orégano com ou sem modificagdo. O objetivo foi comparar a
incorporagdo direta dos aditivos com o uso da argila modificada, com ou sem complementagao
do teor de 6leo, de acordo com as propriedades térmicas, antioxidante, antimicrobiana, e avaliar

a taxa de liberagcao do OEO nos filmes de PHBV.

4.2.1 Caracterizacio quimica

Os espectros FTIR-ATR do PHBV puro e dos nanocompositos de PHBV sdo
mostrados na Figura 24. No espectro do PHBV, as bandas em 2977 e 2934 cm™! representam as
vibragdes assimétrica e simétrica da ligagio CH, e a banda intensa em 1710 cm™! é referente ao
estiramento da ligagdo C = O da carbonila do éster. As bandas em 1456 e 1375 cm’!

correspondem as vibragdes de estiramento de ligagdo de CH, CH, e CH3.°



64

Figura 24: Espectro FTIR-ATR das diferentes composicdes de filmes de PHBV, sem e com

Hal modificada com OEO.
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Nos espectros de FTIR-ATR dos nanocompdsitos de PHBV nao ha alteragdes nitidas
entre as bandas resultantes da incorporagdao do OEO, Hal, Hal/OEO U e a da matriz de PHBV.
Assim, as interacdes entre os componentes foram determinadas pelo método dos minimos
quadrados. Por ser uma analise quantitativa, permite calcular o erro médio quadratico (RMSE)
entre cada composi¢do dos nanocompdsitos e o filme de PHBV puro.

As curvas obtidas a partir da comparagdo entre a normalizacdo da transmitancia do
filme PHBV puro com as dos nanocompositos sdo apresentadas na Figura 25. Essa comparacao
fornece o desvio de linearidade entre as diferentes composi¢des de filme, que permite verificar

apresenca destes aditivos no polimero e possiveis interagdes entre os componentes da mistura.’!



Figura 25: Anélise comparativa das transmitancias dos filmes de PHBV versus os de (a)
PHBYV puro, (b) PHBV/OEO, (c) PHBV/Hal/OEO, (d) PHBV/Hal/OEO U e (e)
PHBV/Hal/OEO U/OEO.
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PHBYV com o préprio filme, fornecendo valores de R? igual a 1,0 e RMSE igual a 0,0, valores

apresentados na Tabela 6. A partir da Figura 25 (b) € possivel observar um desvio da linearidade

entre as transmitancias do filme PHBV/OEO e PHBYV puro, o que resulta em valor de R? de

0,9948 ¢ um valor de RSME de 0,861.
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Tabela 6: Valores do coeficiente de determinacio (R?) e do erro médio quadratico (RMSE) do
filme de PHBV e os nanocompdsitos.

Amostra R? RMSE
PHBV 1,0000 0,000
PHBV/OEO 0,9948 0,861
PHBV/Hal/OEO 0,9892 1,829
PHBV/Hal/OEO U 0,9938 1,375
PHBV/Hal/OEO U/OEO 0,9944 1,300

A incorporacdo direta de OEO na matriz PHBV resulta em um pequeno aumento no
RSME, de 0,0 para PHBV para 0,861 para PHBV/OEOQ, o que pode estar relacionada a pouca
interagdo entre o OE e a matriz. A adi¢do de Hal na matriz de PHBV ¢ o parametro que provoca
maior desvio de linearidade, obtendo valor de RSME igual 1,829, indicando que a amostra
PHBV/Hal/OEO apresentou uma menor interagdo entre os aditivos e a matriz polimérica quanto
comparado aos outros filmes.

O resultado semelhante ¢ encontrado nos nanocompdsitos com as argilas modificadas
(PHBV/Hal/ OEO_U e PHBV/Hal/OEO_U/OEO), no qual quando comparado ao filme puro
apresentaram maiores valores de RSME. No entanto, apresentaram uma maior linearidade
quando comparado ao PHBV/Hal/OEO, possivelmente ocasionada por uma melhor dispersao
dos aditivos na matriz polimérica, devido ao OEO estar presente na superficie externa da

nanoparticula de argila, fornecendo uma superficie organofilica.

4.2.2 Propriedades térmicas

Os resultados da analise de TGA para filme de PHBV e os nanocompositos encontram-
se na Figura 26. Para o PHBV puro, observa-se apenas uma perda de massa, na faixa de 270 —
318 °C, associado a degradacdo da matriz polimérica, que ocorre de acordo com o mecanismo
de cisdo aleatoria de cadeia.’’ O PHBV apresentou massa residual igual a 0,4%. Para os
nanocompositos contendo OEQ, ¢ possivel verificar duas perdas de massa: a primeira referente
ao percentual de OEO nos estdgios iniciais da analise até¢ 240°C e a segunda em na faixa de 270

—320°C associada ao comportamento de degrada¢dao do PHBV.
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Figura 26: Curvas de (a)TGA e parte ampliada correspondente a perda de massa do PHBV, e

(b) DTG do OEO e das diferentes compo

sicdes do filme de PHBV.
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Todos os nanocompdsitos apresentaram comportamento térmico similar e os

resultados estdo apresentados na Tabela 7. De modo geral, os nanocompdsitos de PHBV

iniciaram a decomposi¢do em temperatura mais baixa que o filme de PHBV puro, conforme

observado nos resultados de Tse (temperatura de decomposi¢do inicial onde ocorreu 5% da

perda de massa). As temperaturas maximas de degradacdo (Tp) dos nanocompoésitos também

foram ligeiramente menores que o PHBV puro. Embora tenha aumentado a faixa de

degradacao, houve uma pequena diminuicdo na estabilidade térmica do polimero quando

adicionadas as nanoparticulas modificadas.
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Tabela 7: Temperaturas de degradacdo, massa de OEO incorporado no filme e massa residual

em 600 °C.

Amostra Ts% (°C) T (°C) Massz; 0(/{3 OEO Massz; (;:)Sldllal
PHBV 287 310 - 0,4
OEO 95 194 100 0,0
Hal 443 509 - 83*
PHBV/OEO 261 307 4,3 0,2
PHBV/Hal/OEO 274 309 4,6 3,1
PHBV/Hal/OEO U 260 307 2,4 2,7
PHBV/Hal/OEO_U/OEO 275 308 3,5 2,6

*Massa residual em 800 °C

Na Tabela 7 também ¢ possivel observar que, apds o processamento, as amostras
contendo Hal (PHBV/Hal/OEO, PHBV/Hal/OEO U e PHBV/Hal/lOEO U/OEO)
apresentaram massa residual proxima a formulagado original (3% em massa de Hal), indicando
que ndo houve perda significativa de argila durante o processamento e boa homogeneidade dos
sistemas. Além disso, também foi observado que as amostras PHBV/OEO e PHBV/Hal/OEO,
onde inicialmente havia sido incorporado 8% em massa de OEO na matriz polimérica,
apresentaram aproximadamente 4% de incorporagdo apds o processamento. Essa perda
possivelmente foi devido a volatilizagdo do OEO durante o processamento, uma vez que as
misturas foram processadas a uma temperatura de 165 °C.

A amostra PHBV/Hal/lOEO U nao apresentou perda significativa apos
processamento, obtendo um valor parecido com o percentual no inicio do processo (2,4% de
OEOQ), isso devido ao 6leo essencial estar adsorvido na superficie da argila dificultando a perda
de OEO por volatilizagdo durante o processamento. J4 a amostra PHBV/Hal/OEO U/OEOQO, que
tem a argila modificada mais o acréscimo de 6leo de maneira direta na matriz polimérica para
completar os 8% originais, apresentou apenas 3,5% de incorporacdo do OEQO, sendo que destes
possivelmente a maior parte (~2%) corresponda ao 6leo adsorvido na argila, visto que a amostra
anterior teve uma incorporagdo completa.

Na Figura 27 sao apresentadas as curvas de fusao (Figura 27 (a)) obtidas a partir do
segundo ciclo de aquecimento, e as curvas de cristalizacdo (Figura 27 (b)) obtidas a partir do
primeiro ciclo de resfriamento. Na Figura 27 (a) ¢ possivel observar que todos os filmes
apresentaram dois picos de fusdo (Tmi € Tmz2). Em trabalho realizado por da Costa et al.,*! foi
relatado que esses dois picos endotérmicos, por apresentar temperaturas muito proximas uma
da outra, podem estar relacionados a fusdo de diferentes tamanhos de esferulitos presentes na

matriz polimérica de PHBV. Além disso, também ¢ possivel observar uma diminui¢do na T
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ao adicionar a Hal, que pode ser resultado da formagdo de esferulitos menores e menos

perfeitos.

Figura 27: Curvas de (a) fusao e (b) cristalizacao dos filmes de PHBV.
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Na Figura 27 (b) ¢ possivel verificar uma diminui¢do na temperatura de cristalizacdo
(T¢) para quase todos os filmes, com exce¢ao do filme de PHBV/Hal/OEO_ U/OEO que obteve
um aumento na T indicando que neste caso pode ter havido um efeito nucleante da argila na
cristalizagdo do PHBV.

A Tabela 8 apresenta as temperaturas de fusdo e cristalizacdo, a entalpia e o grau de
cristalinidade dos filmes de PHBV com diferentes composig¢des obtidas a partir do termograma
do DSC (Figura 27). Nota-se que a adicao de OEO, Hal pura ou Hal modificada proporcionou
uma diminui¢ao na temperatura de fusao (Tm1 € Tm2) para todas as amostras. Além da formacao
de esferulitos menores, outro fator que pode ter influenciado na diminui¢do da T foi que o OE

pode ter atuado como plastificante.

Tabela 8: Propriedades térmicas (temperatura de fusao (Tm1 € Tm2), temperatura de
cristalizagdo (T¢), variagao de entalpia de fusdo (AHm) e grau de cristalinidade (X.)) para
PHBYV puro, PHBV/OEO, PHBV/Hal/ OEO, PHBV/Hal/OEO U e PHBV/Hal/OEO U/OEO.

Amostra Tc(°C) Tmi(°C) Tm(°C) AHm{Jg) Xc (%)
PHBV 79 166 174 85 58
PHBV/OEO 74 161 170 81 56
PHBV/Hal/OEO 77 160 169 86 59
PHBV/Hal/OEO_U 78 160 169 84 57
PHBV/Hal/OEO U/OEOQ 81 164 172 87 60

A presenga do OEO na matriz polimérica proporcionou uma tendéncia de redu¢ao no
grau de cristalinidade do filme e na temperatura de cristalizagdo. Esse efeito que ocorre com
Oleos essenciais indica que os componentes do 6leo interagiram com a matriz polimérica,
alterando sua mobilidade e afetando o seu comportamento térmico. No trabalho realizado por
Requena et al.'®, a incorporagdo de 6leo essencial de orégano na matriz polimérica de PHBV
diminuiu o grau de cristalinidade de 66,5% para 50,7%.

Para as amostras PHBV/Hal/lOEO e PHBV/Hal/OEO U, a temperatura de
cristalizagdo ficou proxima ao PHBV puro, indicando que as argilas ndo atuaram como agentes
nucleantes, o que faria com que a temperatura de cristalizagdo a partir do estado fundido
aumentasse € consequentemente o processo de cristalizacao fosse mais rapido com formacgao
de esferulitos menores. Essa diminui¢cdo também pode ser um indicativo de uma ma dispersao
das argilas no PHBV.®> Além disto, pode-se verificar que ndo houve alteragdes significativas no
grau de cristalinidade dos polimeros. Esses resultados também foram encontrados em trabalhos

semelhantes onde foram utilizadas Mt e Hal.!2+126
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4.2.3 Permeabilidade ao oxigénio

O oxigénio ¢ responsavel pela deterioragdo dos alimentos durante o armazenamento e
manuseio. A alta concentragdo de O pode resultar em alteracdes quimicas nos alimentos, como
oxidacdo, descoloragdo e mudanga no sabor. Além de contribuir no crescimento microbiano, a
presenca de oxigé€nio acelera a produgdo de eteno, principal responsavel pelo amadurecimento
de alimentos, como frutas. Portanto, a producdao de embalagens com barreira ao oxigénio
adequada pode ajudar a melhorar a qualidade e estender a vida util dos produtos ali
acondicionados. 2”12

A Figura 28 apresenta os resultados da analise de permeabilidade ao O dos filmes
PHBYV puro, PHBV/OEO e das diferentes composi¢des de nanocompositos. O PHBV puro
exibiu valor de permeabilidade de 860,6 + 0,0 mL mm m™ dia!. Ao adicionar o OEO com ou
sem a presenga de Hal pura ou Hal modificada, o valor de permeabilidade ao O diminui em

mais de 60%, indicando que a adi¢ao desses aditivos promoveu um aumento na propriedade de

barreira do filme.

Figura 28: Permeabilidade dos filmes de PHBV ao oxigénio.
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O filme PHBV/OEO foi que apresentou maior barreira ao oxigénio. Possivelmente,
essa melhoria na propriedade foi devido ao fato de o OE estar nos espagos vazios do material,
dificultando a difusdo das moléculas de O.. Em trabalho anterior realizado por da Costa et al.?!
também foram obtidas redugdes significativos na barreira a gases ao adicionar OEO a matriz
polimérica de PHBV, diminuindo em aproximadamente 80% a permeabilidade ao oxigé€nio
quando comparado ao filme de PHBV puro. No entanto, em outro trabalho realizado por Souza

et al.'*°

a adicdo de 6leo essencial de alecrim (OEA) em filme de quitosana proporcionou um
aumento de aproximadamente 15% na permeabilidade ao oxigénio quando comparado ao filme
de quitosana pura. Segundo os autores, 0 OEA estaria atuando como plastificante, aumentando
a mobilidade das cadeias poliméricas, assim facilitando a difusdo das moléculas de O através
do filme.

Todos os nanocompdsitos produzidos apresentaram uma reducdo significativa na
permeabilidade a oxigénio comparados ao filme de PHBV puro. Esta melhoria na propriedade
de barreira observada para os nanocompositos pode ser atribuida ao aumento de caminhos
tortuosos para a difusdo de moléculas de O induzidas pela adi¢dao das nanoparticulas de argila
na matriz polimérica, uma vez que os valores do grau de cristalinidade dos nanocompositos se
encontram proximos ao do polimero puro (Tabela 8). Assim, as nanoparticulas atuam como
obstaculos para a transferéncia de moléculas de 0,.%° A melhoria na propriedade de barreira
proporcionada pela presenca de Hal também foi observada em estudo realizado por Risyon et
al.®® onde ao adicionar 3% em massa de Hal na matriz de PLA, a propriedade de barreira
melhorou aproximadamente 33%.

No entanto, a amostra de PHBV/Hal/OEO apresentou uma menor propriedade de
barreira ao oxigénio quando comparada as amostras PHBV/Hal/OEO U e
PHBV/Hal/OEO_U/OEO. Apesar da presenca do OEO na amostra PHBV/Hal/OEO, a
compatibilidade entre a nanoparticula de argila e a matriz polimérica ¢ limitada, em razdo da
Hal ser de natureza hidrofilica, o que implica na formac¢dao de aglomerados e geragdo de
caminhos preferenciais de difusdo, levando a uma maior permeabilidade.'”> Assim, nas
amostras PHBV/Hal/OEO U e PHBV/Hal/OEO_U/OEO, a modificagdo prévia da superficie
da argila com OEO proporcionou uma caracteristica organofilica na argila e provavelmente
uma melhor dispersdo na matriz, melhorando a interag@o entre polimero e argila e diminuindo

a permeabilidade ao oxigénio.
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4.2.4 Ensaios de libera¢cdao do OEO

Os nanocompositos e filmes de PHBV contendo OEO foram utilizados para analisar a
liberagao do 6leo essencial em meio simulador de alimentos. O meio utilizado neste trabalho
foi de 4cido acético 3% (v/v), que simula meios aquosos e de alimentos com pH inferior a 4,5,
como leite fermentado, natas, queijo, vinagre, frutas sob forma de conserva ou pastosa e carnes
em conserva em meio aquoso, conforme o Regulamento n°® 10/2011 da Unifio Europeia.’” Este
meio foi utilizado pois, segundo alguns estudos, os compostos do OE tem uma liberagao
satisfatoria em um periodo de 24 h, com concentragdo necessaria para inibi¢ao bacteriana nestes
casos.?!%

As taxas de liberacdo do OE podem ser influenciadas pela polaridade do meio
simulador de alimento. Assim, para compostos apolares — como OEO — havera uma liberagdo

maior em meios apolares.”® O perfil de liberagdo do OEO em meio de 4cido acético 3% esta

apresentado na Figura 29.

Figura 29: Liberacdo de OEO em solucao de 4cido acético 3%, a 25 °C.
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Embora o meio de simulador seja de carater polar, os resultados obtidos apresentaram

uma liberagao gradual do OEO para todos os filmes. O filme de PHBV/OEO apresentou um
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perfil de liberagdo mais rapida quando comparado aos outros sistemas, com um percentual de
27% de OEOQ liberado em um periodo de 72 h. Para PHBV/Hal/OEO, o perfil de liberagao foi
um pouco mais lento que o PHBV/OEOQ, devido a presenga da argila que dificulta a difusao das
moléculas de OEO para o meio, resultando neste mesmo periodo a liberagdo de 25% de OEO.

Os nanocompdsitos com a argila modificada com OEO (PHBV/Hal/OEO U e
PHBV/Hal/lOEO U/OEOQO) apresentaram um perfil de liberagao mais lento quando comparado
aos outros sistemas, com uma liberagdo de aproximadamente 19% para ambos. Essa liberagdo
mais lenta pode ser justificada pelo 6leo estar aprisionado na Hal, dificultando a sua difusdo
para o meio.

A fim de determinar o mecanismo da difusdo do soluto através do polimero para o
meio, os dados obtidos experimentalmente foram submetidos ao modelo matematico de
Korsmeyer-Peppas a partir do software DDSolver®. A Figura 30 apresenta o perfil de liberacao

de cada amostra juntamente com os ajustes realizado pelo modelo Korsmeyer-Peppas.

Figura 30: Concentragdo prevista de OEO liberado utilizando o modelo Korsmeyer-Peppas
(linhas) e dados experimentais (pontos)
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A partir dos resultados obtidos, ¢ possivel observar que para todas as amostras o

modelo matematico apresentou um bom ajuste na liberagio do OEO, com um R? acima de 0,94
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(Tabela 9). Além disso, expoente de difusdo (n) foi menor que 0,5, indicando que a liberagao
do OEO ocorreu predominantemente por difusdo Fickiana, onde o tempo de relaxagdo da cadeia
polimérica é maior do que a difusdo do OEO."3%!13! Também ¢ possivel observar que as amostras
de PHBV/OEO e PHBV/Hal/OEQO exibiram uma taxa de liberagdo mais rapida — k igual 5,98 e
5,34,  respectivamente —  quando  comparadas ao PHBV/Hal/lOEO U e
PHBV/Hal/OEO_U/OEO (4,24 ¢ 4,02).

Tabela 9: Parametros do modelo cinético de Korsmeyer-Peppas para liberagao de OEO em
acido acético 3%.

Amostra R? k n
PHBV/OEO 0,95 5,98 0,33
PHBV/Hal/OEO 0,94 5,34 0,34
PHBV/Hal/OEO U 0,94 4,24 0,34
PHBV/Hal/OEO U/OEO 0,94 4,02 0,35

R? - o coeficiente de determinagdo; K - constante de proporcionalidade; n — expoente de difusio.

4.2.5 Atividade antioxidante

O método de DPPH" baseia-se na redugdo da solucdo alcodlica de DPPH na presenga
de um antioxidante doador de hidrogénio. Assim, a atividade antioxidante de um tnico
composto ou extratos de plantas pode ser determinada pela medi¢do do consumo de oxigénio
ou producdo de hidroperoxidos ou outros produtos da degradacio.!?

A capacidade antioxidante de diferentes composi¢des de filme de PHBV pelo método
DPPH" estd indicado na Figura 31. O filme de PHBV puro ndo apresentou atividade
antioxidante significativa para os meios de etanol 50% (v/v) e 4cido acético 3% (v/v), resultados
ndo apresentados no grafico.

Para o meio de etanol 50% (v/v), € possivel observar que os filmes PHBV/OEO,
PHBV/Hal/OEO e PHBV/Hal/OEO_U/OEQO, com mesma quantidade de OEO adicionada (8%
em massa), apresentaram em torno de 34% de capacidade antioxidante. Enquanto para o
nanocompdsito com a argila modificada sem acréscimo de OEO (2,4% em massa de OEO),
apresentou uma capacidade antioxidante um pouco inferior dos outros nanocompositos,
aproximadamente 28%. Essa menor atividade pode ser devido @ menor concentracdo de OEO
presente no filme, uma vez que no caso da argila modificada com acréscimo de OEO

(PHBV/Hal/OEO_U/OEO), esta atividade ficou proxima do PHBV/Hal/OEO.
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Figura 31: Capacidade antioxidantes de simuladores alimentares apds exposi¢do as amostras
de filmes de PHBV contendo OEOQO, a partir do método de DPPH.
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Para o meio de 4cido acético 3%, todos os filmes apresentaram baixa capacidade
antioxidante. Isso possivelmente em razdo do meio ter baixa concentracdo de OEO, conforme

observado no ensaio de liberagdo. Em estudo realizado por Requena et al.”®

foi observado que
compostos apolares, como carvacrol, tiveram uma liberagdo mais rdpida em meio de etanol
50% do que em meio de acido acético. Este resultado também foi encontrado no trabalho

1133 onde foram preparados filmes de polipropileno (PP) com timol e

realizado por Ramos et a
carvacrol, em que nao foi observada inibicdo de DPPH" em meio de acido acético 3%, devido
ao pH deste simulador. Geralmente o aumento da concentra¢ao de ions de hidrogénio leva uma
diminui¢do da taxa de rea¢do de eliminacao do radical, enquanto em condi¢des basicas a
desprotonacdo de polifendlicos aumentaria a capacidade redutora dos compostos.

Essa diferenga entre os dois meios também foi observada em outro estudo realizado
por Muriel — Galet et al.'** onde um filme do copolimero de etileno e alcool vinilico com éleo

essencial de orégano apresentou liberacao mais rapida em meios de etanol 50% do que em acido

acético 3% em um mesmo periodo de tempo, devido a maior compatibilidade quimica entre os
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componentes. Esse aumento na migragdo do OEO em etanol 50% resultou em uma maior
atividade antioxidante.
A capacidade antioxidante dos filmes em meio de acido acético 3% também foi

determinada pelo método ABTS™". Os resultados estdo apresentados na Figura 32.

Figura 32: Atividade antioxidantes dos filmes contendo OEO em meio de acido acético 3%

pelo método ABTS"".
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Para todos os filmes contendo OEO, o resultado da atividade antioxidante foi maior
quando comparado aos resultados obtidos pelo método DPPH" em meio de acido acético 3%.
Essa diferenga é, provavelmente, por razio do método ABTS™ ser aplicado a medi¢do da
atividade antioxidante em solugdes aquosas enquanto o DPPH’ se aplica a solugdes alcoodlicas.
104135 Egsa diferenca entre os métodos também foi observada por Llana-Ruiz-Cabello et al.'3°
onde filmes de PLA contendo 5% de OEO apresentaram em torno 60% de atividade
antioxidante para método de ABTS"" enquanto para o método de DPPH’ obteve em torno de
20% de atividade antioxidante.

Para as amostras PHBV/Hal/OEO_U e PHBV/Hal/OEO_U/OEO a atividade foi um
pouco menor comparada as amostras PHBV/Hal/OEO e PHBV/OEOQ, possivelmente devido a
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menor concentragdo de OEO livre para migragao ao meio simulador. Esse resultado condiz com
o ensaio de liberacdo, onde os nanocompositos com argila modificadas tiveram liberagao mais

lenta de OEO em meio acido.

4.2.6 Atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana dos filmes de PHBV contendo diferentes composigdes de
OEO foi avaliada a partir da metodologia JIS Z 2801:2000 e os resultados estdo apresentados
na Tabela 10. De acordo com o método JIS, a eficacia antimicrobiana deve permitir uma

reducio de R > 2 nos materiais avaliados, onde R ¢ valor da atividade antibacteriana .%!

Tabela 10: Carga microbiana em filmes de PHBV contendo OEO calculados por ensaio de
contato direto contra E. coli.
ApOs a inoculacio Depois de 24 h

Amostra (UFC mL™) (UFC mL™") R
Referéncia* 1,6 x 10* 5,5 x 107 -
PHBV/OEO - 1,3 x 10 57+2,5

PHBV/Hal/OEO - Sem crescimento 7,6 0,0
PHBV/Hal/OEO U - 9,0 x 108 0,6 +0,1
PHBV/Hal/OEO U/OEO - 8,3 x10° 1,740,2

* Filme controle sem agente antibacteriano
** + valores determinados a partir de testes realizados em triplicada.

O filme PHBV/OEO apresentou uma redugdo satisfatoria na contagem bacteriana de
5,7 unidades de log na contagem de E. coli . Em estudo realizado por Figueroa-Lopez et al.'®’
utilizando a mesma metodologia de JIS Z 2801:2000, foi observado que os filmes PHBV
contendo OEO apresentaram inibi¢do de até 3 unidades de log apds o periodo de 15 dias para
bactéria E. coli.

A amostra PHBV/Hal/OEO, onde o OEO foi adicionado diretamente na matriz
polimérica, apresentou inibicdo de 7,6 unidades de log na contagem de E. coli. Este valor ¢
superior ao encontrado em estudos realizados por da Costa et al.?! de 2,3 unidades de log na
contagem de E. coli. Essa boa inibic¢do esta relacionada a difusdo do 6leo para o meio com um
leve impedimento ocasionado pela cristalinidade do PHBV e/ou argila pura. Embora essa
amostra (PHBV/Hal/OEO) tenha apresentado boa inibi¢ao, ela atuaria em um periodo de tempo
mais curto quando comparado a amostra PHBV/Hal/OEO_U/OEO, uma vez que a liberagao do
OE ocorre mais rapidamente, conforme apresentado no ensaio de liberagdo, diminuindo assim

o tempo de agcdo microbiana.
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Para o filme contendo a argila modificada (PHBV/Hal/OEO_U) nao foi observada
uma redugdo significativa na contagem bacteriana, obtendo como resultado 0,6 unidades de log
na contagem de E. coli, possivelmente causado em razao do 6leo estar adsorvido na superficie
externa da argila, retardando a difusdo do OEO para o meio. No entanto, a amostra
PHBV/Hal/OEO U/OEQ, com acréscimo de OEO, se mostrou ser promissora, uma vez que
seu resultado foi proximo a uma reducao de 2 log, indicando que uma corregdo no teor de 6leo
livre poderia atingir o efeito desejado, com uma liberagdo mais rapida no inicio do processo
ocasionada pelo 6leo livre presente na matriz ¢ uma liberagdo mais lenta do restante do dleo

retido na argila que poderia prolongar o tempo de prateleira do alimento.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, diferentes metodologias foram utilizadas para a modificacao de argilas
com o6leos essenciais. Dentre todos os processos testados, o que mais se mostrou promissor foi
a modificagdo da Hal com OEO pelo processo de ultrassom seguido de aplicagcdo de vacuo,
atingindo um percentual de incorporacdo maximo de 45%. Embora tenham sido realizadas
algumas variagdes nesta metodologia, aparentemente chegou-se a uma saturagdo do material
com o Oleo. Portanto, a amostra que apresentou melhores resultados foi utilizando a argila
haloisita (Hal/OEO U) com uma adsor¢do majoritaria do OEO na superficie externa do
material, bem como no seu lumen. Além disso, esta amostra Hal/OEO U apresentou uma maior
reten¢do do dleo incorporado, comprovada pelo perfil de evaporagdo mais lento e gradual.
Sendo assim, esta foi selecionada para a continuidade dos estudos com a formagdo dos
nanocompdsitos de PHBV.

Embora a presenca da Hal modificada tenha promovido uma pequena diminui¢ao na
estabilidade térmica do polimero nas duas composi¢des preparadas, ela contribuiu para uma
melhor propriedade de barreira ao oxigénio quando comparada as demais amostras. Isso ¢
resultado da modificagdo da superficie da argila com OEO, proporcionando uma maior
caracteristica organofilica que resultou em uma melhor a interagdo com o polimero e,
consequentemente, uma melhor dispersao.

A composi¢dao em que foi utilizada argila modificada com acréscimo de OEO durante
o processamento (PHBV/Hal/OEO_U/OEQ) apresentou-se como a mais promissora, com uma
liberacao lenta e gradual do 6leo em meio simulador de alimentos. Além disso, esta composi¢ao
demostrou uma boa atividade antioxidante em um periodo de 48 h e uma inibigdo bacteriana
proxima ao valor necessario para cumprimento da norma JIS Z 2801:2000. Portanto, um ajuste
no teor de 6leo livre permitiria uma rapida e maior liberagdo no periodo das primeiras 24 h. Por
conter OEO imobilizado em sua estrutura, este efeito poderia se prolongar, assim aumentando

o tempo de vida util do produto.
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APENDICE A - COMPOSICOES DOS OLEOS ESSENCIAIS
O OEO e OEM foi analisado por cromatografia gasosa acoplado ao detector por
espectrometria de Massa (CG/MS) afim de se determinar a composi¢do dos oleos essencial.

Nas Tabelas 11 e 12 estdo as composi¢des presentes nos dleos essenciais.

Tabela 11: Composicao do 6leo essencial de orégano.

Componentes Composicio (%) CAS
(+) — a - Pineno 1,12 007785-70-8
B - Terpineno 0,52 000099-84-3
1-(4-metilfenil) etanol 0,77 000536-50-5
m- Cimeno 14,82 000535-77-3
v -Terpineno 6,84 000099-85-4
Timol 3,47 000089-83-8
3-Metil-4-isopropilfenol 71,68 003228-02-2
Cariofileno 0,78 000087-44-5

Tabela 12: Composic¢do do 6leo essencial de manjericdo.

Componentes Composicao (%) CAS
Eucaliptol 0,51 000470-82-6
1,3,6-Heptatrieno, 5-metil-, (E)- 0,09 000818-48-4
Estragol 99,31 000140-67-0

a- Bergamoteno 0,09 017699-05-7




APENDICE B — CURVAS TGA/DTG DA CAULINITA E HALOISITA APOS A
MODIFICACAO COM OLEO ESSENCIAL DE OREGANO E MANJERICAO

Figura 33: Curvas TGA/DTG da Hal/OEO_U.
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Figura 34: Curvas TGA/DTG da Kaol/OEO_U.
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Figura 35: Curvas TGA/DTG da Hal/OEM_U.
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Figura 36: Curvas TGA/DTG da Kaol/OEM_U.
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Figura 37: Curvas TGA/DTG da Hal/OEO/T80_U.
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Figura 38: Curvas TGA/DTG da Kaol/OEO/T80_U.
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Figura 39: Curvas TGA/DTG da Hal/OEO/0.5T80_U.
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Figura 40: Curvas TGA/DTG da Kaol/OEO/0.5T80_U.
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Figura 41: Curvas TGA/DTG da Hal/20EO U
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Figura 42: Curvas TGA/DTG da Kaol/20EO_U.
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Figura 43: Curvas TGA/DTG da Hal/OEO_UA.
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Figura 44: Curvas TGA/DTG da Kaol/OEO_UA.
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Figura 45: Curvas TGA/DTG da Hal/0.40EO_U.
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Figura 46: Curvas TGA/DTG da Kaol/0.40EO_U.
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Figura 47: Curvas TGA/DTG da Hal/0.40EM_U.
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Figura 48: Curvas TGA/DTG da Kaol/0.40EM_U.
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Figura 49: Curvas TGA/DTG da Hal/0.40EM/EtOH_U.
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Figura 50: Curvas TGA/DTG da Kaol/0.40EM/EtOH_U.
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Figura 51: Curvas TGA/DTG da Hal/0.40EM_EA.
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Figura 52: Curvas TGA/DTG da Kaol/0.40EM_EA.
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Figura 53: Curvas TGA/DTG da Hal/0.40EM_UT.
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Figura 54: Curvas TGA/DTG da Kaol/0.40EM_UT.
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