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RESUMO

O consumo de materiais plasticos de origens fosseis e ndo biodegradaveis tem impulsionado o
desenvolvimento de materiais inovadores a partir de recursos renovaveis. O uso de aditivos
naturais, como os 6leos essenciais, no desenvolvimento de peliculas biodegradaveis se mostra
eficiente como agentes antimicrobianos, antifngicos e antioxidantes. O Hissopo € utilizado
como condimento, medicamento natural e produzido como O&leo essencial. Possui
propriedades antimicrobianas, antifungicas, antiespasmddicas, antissépticas, antivirais e
antioxidantes, amplamente utilizadas na area da medicina natural. Visando sua aplicabilidade
na area de filmes biopoliméricos, o objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar
membranas biodegradaveis com o Oleo essencial de Hissopo, analisando seu possivel
potencial industrial e apresentando metodologias sustentaveis. Os filmes oriundos de fécula
de mandioca foram denominados: filme controle (T0), as concentragdes e denominagdes dos
6leos essenciais de Cravo, Hissopo e Orégano em filmes de fécula de mandioca, foram de
(TC05=0,5%, TH05=0,5%, TO05=0,5%) e (TC1=1%, TH1=1%, TO1=1%). A producdo dos
filmes foi pelo método de casting. Comparou-se as caracteristicas dos filmes com 0leo
essencial de Hissopo, com 6leo-essencial de Cravo e Orégano. Com o intuito de melhorar as
particularidades das membranas, também foram produzidas peliculas de fécula de mandioca
com diferentes concentracdes de nano argila bentonita, adicionadas com éleo essencial de
Hissopo. As concentracfes e denominacbes da nano argila foram de (B1=0,1g; B2= 0,2g;
B3=0,3g, B4=0,4g), e com adi¢cdo de 1% de Oleo essencial de Hissopo (HB1=0,1+1%,
HB2=0,2+1%, HB3=0,3+1%, HB4=0,4+1%). Em todas as producdes foi adicionado 30% de
plastificante (glicerina PA) e utilizado 3,0g de fécula de mandioca. Foram avaliadas as
propriedades de espessura, densidade, coloracdo, opacidade, permeabilidade ao vapor de
agua, solubilidade em &gua, angulo de contato, resisténcia a tracdo, elongacdo, e
microestruturas pelas analises de microscopia eletronica de varredura, espectroscopia na
regido do infravermelho por Transformada de Fourier, espectroscopia na regido do UV-Vis,
suas propriedades térmicas por calorimetria exploratéria diferencial e Termogravimetria, e sua

biodegradabilidade em solo. Em membranas de fecula de mandioca, o uso do 6leo essencial
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de Hissopo apresentou resultados significativos de elongacéo 65%, a atividade antimicrobiana
comprovada contra Staphylococcus aureus ATCC 43300, solubilidade em &gua (41,78%, para
THO5), alta luminosidade (L*= 94,56+0,82 para TH1, baixa opacidade (37,53%, para THO5)
e segundo menor tempo de biodegradacdo em solo (175,15 dias, para TH1), calculado pelo
método de regressdo linear. Apesar das adicbes dos Oleos essenciais, as peliculas
apresentaram caracteristicas hidrofilicas. Os filmes com adicdo de bentonita, indicaram
melhora nas propriedades mecanicas, como resisténcia a tracdo, protecdo contra raios UV e
consideravel transparéncia na regido do Visivel. A caracteristica hidrofébica do 6leo essencial
de Hissopo causou baixa permeabilidade ao vapor de &agua (HB1=4,45+0,82 ¢
mm/m2diaKpa). A adic¢do do aditivo natural influenciou positivamente na luminosidade dos
filmes (L*=92,04+0,33 para HB1) e diminui¢cdo em sua opacidade (HB2=44,06%). Os filmes
HB1 e HB4 apresentaram inibicdo contra Enterobacter aerogenes. Os filmes B3, HB3 e HB4
apresentaram significativa perda de massa através da biodegradacdo. As membranas
demonstraram propriedade exotérmica. Todos as amostras produzidas neste trabalho
manifestaram microestruturas porosas. Constata-se que o 6leo essencial de Hissopo apresenta
relevancia como aditivo natural em membranas biodegradaveis, e que as peliculas produzidas
exibem um significativo potencial industrial, podendo entdo ser um substituinte de filmes
sintéticos. E buscando tal aplicacdo os filmes desenvolvidos, TO; H1; HB1; B1; HB4 e B4
foram aplicados em carne bovina in natura analisando seus comportamentos como substitutos
de embalagens sintéticas durante o periodo de prateleira refrigerada de sete dias. Os
tratamentos passaram pelas metodologias de coloragdo, atividade de agua (Aw), textura (kgf)
e perda de massa (%). Os filmes resultaram em peliculas que obtiveram alteracdo em sua
coloragdo, todavia, ndo demonstraram alteracdo de intencdo de consumo. Os filmes
ocasionaram perda de Aw nas amostras de carne bovina (H1=0,447aw), sucedendo sua perda
de massa (HB4=68,07%) e amostras de carne secas com texturas rigidas. Apesar dos
resultados encontrados, as membranas com OEH apresentaram acdo antioxidante, evitando a
oxidacdo lipidica e assim o controle da proliferacdo de bactérias e fungos, mantendo uma

aparéncia e odor agradavel da carne bovina.

Palavras-chave: Biodegradavel; Bioembalagens; Filmes biopoliméricos; Hissopo; Oleo

essencial.



ABSTRACT

The quest to minimize the consumption of fossil-based and non-biodegradable plastic
materials has driven the development of innovative materials from renewable resources. The
use of natural additives, such as essential oils, in the development of biodegradable films is
proving to be effective as antimicrobial, antifungal and antioxidant agents. Hyssop is used as
a condiment, natural medicine and produced as an essential oil. It has antimicrobial,
antifungal, antispasmodic, antiseptic, antiviral and antioxidant properties, which are widely
used in the field of natural medicine. With a view to its applicability in biopolymeric films
area, the aim of this work was to produce and characterize biodegradable membranes with
Hyssop essential oil, analyzing their possible industrial potential and presenting sustainable
methodologies. Films made from cassava starch were developed using the casting method.
The characteristics of the films containing Hyssop essential oil and Clove and Oregano
essential oil were compared. For the control test (TO), the concentrations and names of clove,
hyssop and oregano essential oils in cassava starch films were (TC05=0.5%, TH05=0.5%,
TO05=0.5%) and (TC1=1%, TH1=1%, TO1=1%). To improve the characteristics of the
membranes, cassava starch films were also produced with different concentrations of
bentonite nano-clay, added with hyssop essential oil. The concentrations and names of the
nano-clay were (B1=0.1g; B2= 0.2g; B3=0.3g, B4=0.4g), and with the addition of 1% Hyssop
essential oil (HB1=0.1+1%, HB2=0.2+1%, HB3=0.3+1%, HB4=0.4+1%). In all productions,
30% plasticizer (glycerin) was added and 3.0g of cassava starch was used. The properties of
thickness, density, color, opacity, water vapor permeability, water solubility, contact angle,
tensile strength, elongation, and microstructures were evaluated by scanning electron
microscopy, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, UV-Vis Spectroscopy, their thermal
properties by Differential Scanning Calorimetry and Thermogravimetry, and their
biodegradability in soil. In cassava starch membranes, the use of Hyssop essential oil showed
significant results of 65% elongation, proven antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus ATCC 43300, water solubility (41, 78%, for THO5), high luminosity (L*= 94.56+0.82
for TH1, low opacity (37.53%, for THO5) and the second shortest biodegradation time in soil
(175.15 days, for TH1), calculated by the linear regression method. Despite the addition of
essential oils, the films showed hydrophilic characteristics. The films with added bentonite
showed improved mechanical properties, such as tensile strength, protection against UV rays
and considerable transparency in the Visible region. The hydrophobic characteristics of

hyssop essential oil caused low water vapor permeability (HB1=4.45+0.82 g mm/m2diaKpa).



The addition of the natural additive had a positive influence on the films' luminosity
(L*=92.04+0.33 for HB1) and a reduction in their opacity (HB2=44.06%). Tests HB1 and
HB4 showed inhibition against Enterobacter aerogenes. Tests B3, HB3 and HB4 showed
significant loss of mass through biodegradation. The membranes showed exothermic
properties. All the samples produced in this work showed porous microstructures. Hyssop
essential oil is relevant as a natural additive in biodegradable membranes, and that the films
produced have significant industrial potential and could therefore be a substitute for synthetic
films. With this in mind, the films produced, TO; H1; HB1; B1; HB4 and B4 were applied to
chilled fresh beef, analyzing their behavior as a substitute for synthetic packaging during a
seven-day shelf life. The treatments were tested for color, water activity (Aw), texture (kgf)
and mass loss (%). The tests resulted in films that had a change in color, but did not show low
attractiveness. The films caused a loss of Aw in the beef samples (H1=0.447aw), followed by
a loss of mass (HB4=68.07%) and dried meat samples with rigid textures. Despite the results
found, the membranes with OEH showed antioxidant action, preventing lipid oxidation and
thus controlling the proliferation of bacteria and fungi, while maintaining a pleasant

appearance and smell of the beef.

Keywords: Biodegradable; Biopackaging; Biopolymer films; Hyssop; Essential oil.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1.  JUSTICATIVA

Pesquisadores e instituicbes estdo desenvolvendo investigagfes com intuito de
solucionar um problema que impacta negativamente o meio ambiente, o pléstico nédo
degradavel. Desde a sua criacdo, que ocorreu no final do século XIX, o plastico faz parte da
vida cotidiana das pessoas no planeta Terra e seu consumo sé aumenta em escala exponencial,
sendo encontrado no ambiente e nos alimentos, o que podem causar sérios danos a fauna,
flora e para a satde publica (CONCEICAO et al.,2019).

O Brasil é 0 quarto maior produtor de residuos plastico do mundo (WWF, 2016), com
11,3 milhdes de toneladas por ano, superados apenas pelos Estados Unidos, China e india,
conforme Tabela 1. Deste total somente 1,28% foi reciclado, um dos menores indice do
mundo, sendo que a média global gira em entorno de 9%, segundo (CONCEICAO et
al.,2019).

Tabela 1. Classificacdo de paises em relacdo ao consumo de plasticos de origem fosseis

Pas Total de lixo Total Total Relacdo producédo e
plastico gerado incinerado reciclado reciclagem

Estados Unidos 70.782,577 9.060,170 24.490,772 34,60%
China 54.740,663 11.988,226 12.000,331 21,92%
india 19.311,633 14.544 1.105,677 5,73%
Brasil 11.355,220 0 145.043 1,28%
Indonésia 9.885,081 0 362.070 3,66%
Russia 8.948,132 0 320.088 3,58%
Alemanha 8.286,827 4.876,027 3.143,700 37,94%

FONTE: CONCEICAO et al., 2019 adaptado

Estes polimeros sdo originarios de materiais fosseis, do petrdleo, e sua invencao trouxe
para a sociedade um avanco na area da saude, alimentacdo e tecnologia, portanto, foi
fundamental para a evolugdo do planeta, mas paradoxalmente pode ser sua ruina se ndo
controlada sua produgdo e seu reuso no setor industrial. Eis, o desafio para as futuras

geracOes, conviver com este mal ou substitui-lo por algo menos danoso.
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Visando a diminuicdo de residuos plasticos de origem fdssil no meio ambiente, houve
grande interesse na pesquisa e no desenvolvimento de materiais para embalagem
biodegradaveis. Uma solucdo parcial para esse problema seria a utilizacdo de um material
alternativo na fabricacdo de embalagens, como os bioplasticos de fontes renovaveis.

O desenvolvimento de materiais plasticos biodegradaveis e de base bioldgica tem
ganhado notoriedade, pois polimeros naturais constituem uma alternativa viavel devido seu
baixo custo e sendo capazes de formar embalagens que garantam a qualidade e seguranca
alimentar de produtos e satisfacam seus clientes (MONTEIRO et al., 2018 e WANG et al.,
2016).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados na producao das peliculas, destacam-se
dos filmes de proteinas e polissacarideos (SILVA, 2020). Entre os polissacarideos, a fécula de
mandioca se encontra presente em grande quantidade nos vegetais, como, tubérculo, raizes e
cereais, sendo uma das matérias primas promissoras para a producdo de polimeros
biodegradaveis, devido ao seu baixo custo e sua abundancia, e que pode ser processado como
um material termoplastico na presenca de plastificantes e sob acéo de calor (JACOBS, 2020).

Para controle de atividades antimicrobianas dos filmes, os 0leos essenciais extraidos
de plantas tém atraido grande atencdo nas industrias para serem utilizados como aditivos
naturais por exibirem atividade antimicrobiana e antioxidante, além desses compostos serem
classificados como GRAS (Generally Recognized As Safe) (RUIZ-NAVAJAS et al., 2013).

Tendo em vista as diversas possibilidades de substituicdes de plasticos nao
degradaveis para plasticos biodegradaveis, ha a proposta de producdo de membranas
biodegradaveis de fécula de mandioca, com interacdo de Oleo Essencial de Hissopo como
agente antimicrobiano que possa representar uma alternativa interessante e sustentavel,
permitindo a obtencdo de materiais ativos que podem auxiliar a extensdo da vida util do

contetdo embalado.

ESTRUTURA DO TRABALHO

Capitulo 1: Introducéo geral e objetivos

Capitulo 2: Revisdo de Literatura

Capitulo 3: Artigo 1: APLICABILIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Hyssopus
officianallis L. EM PELICULAS DE FECULA DE MANDIOCA: Comparacio de

filmes biopoliméricos obtidos de diferentes éleos essenciais.
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Capitulo 4: Artigo 2: PROPRIEDADES DE ENGENHARIA DE FILMES
BIOPOLIMERICOS DE FECULA DE MANDIOCA AGREGADOS DE
BENTONITA E OLEO ESSENCIAL DE Hissopus officianallis L.

Capitulo 5: Artigo 3: APLICABILIDADE DE BIOEMBALAGENS DE FECULA
DE MANDIOCA, OLEO ESSENCIAL DE HISSOPO E NANOARGILA EM
CARNE BOVINA in natura.

OBJETIVOS

Objetivo geral: Desenvolvimento de membranas biodegradaveis com Oleo Essencial de

Hissopo incorporados em fécula de mandioca e glicerol.

Objetivos especificos:

= Desenvolver e caracterizar as membranas de fécula de mandioca com o aditivo
natural, denominado Oleo Essencial de Hyssopus officianallis L.;

= Desenvolver e caracterizar as peliculas de fécula de mandioca e nano argila
Bentonita, com Oleo Essencial de Hyssopus officianallis L.;

= Auvaliar o efeito das concentracdes de Oleo Essencial de Hyssopus officianallis
L., como agente antimicrobiano e suas propriedades fisicas, estruturais e
térmicas dos filmes biopoliméricos;

= Comparar as caracteristicas da incorporacdo do Oleo Essencial de Hyssopus
officianallis L., em peliculas, com os Oleos Essenciais de Cravo e Orégano;

= Avaliar o potencial industrial de filmes biopoliméricos aditivos de Oleo

Essencial de Hyssopus officianallis L. em carne bovina in natura.
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2. CAPITULO?2

REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Oleos essenciais

2.1.1. Propriedades fisicas de 6leos essenciais

Os oleos essenciais sdo substancias volateis, lipofilicas e geralmente apresentam-se
aromaticos. Podem ser extraidos de varias partes do vegetal, como caule, folhas, raizes e
frutos. Esses Gleos sao resultantes do metabolismo secundario dos vegetais, sendo compostos,
principalmente, de terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanoides,
metabolitos que conferem as caracteristicas organolépticas (RIBEIRO et al., 2018).

Os terpenos ou terpendides, constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios. Os
monoterpenos e sesquiterpenos sdo estruturas terpénicas de menor massa molecular, que
apresentam volatilidade acentuada. Essa Ultima caracteristica, por sua vez, apresenta grande
importancia para o aroma dos produtos naturais (FELIPE; BICAS, 2017).

Os oOleos essenciais vindos de plantas medicinais sdo empregados nas industrias de
cosméticos, alimenticia e farmacéutica, contribuindo na acdo terapéutica. Algumas
substancias presentes em 6leos essenciais possuem alto valor comercial, os quais séo isolados
ou sintetizadas em laboratério (GASPARIN et al., 2014).

Entre as diversas propriedades farmacéuticas e bioldgicas 6leos essenciais, destacam-
se devido a sua acdo: antibacteriana, antifingica, anticancerigena, antioxidante, antiviral e
anti-inflamatoria (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

No Brasil, os 6leos essenciais sdo corriqueiramente utilizados na aromaterapia, que €
considerada uma prética integrativa e complementar, a fim de potencializar os resultados de
um tratamento adotado. Além disso, auxilia o reequilibrio fisico e/ou emocional. Desta forma,
a aromaterapia contribui com o Sistema Unico de Saude (SUS), agregando beneficios ao
paciente, ao ambiente hospitalar e colaborando com a economia de gastos da institui¢do
publica por utilizar matéria-prima de custo relativamente baixo, principalmente quando
analisada comparativamente as grandes vantagens que ela pode proporcionar (BRASIL,
2018).
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De acordo com Ali et al. (2015), a aromaterapia é uma das terapias de medicina
complementar e alternativa, em que utiliza 6leos essenciais e esséncias de ervas para tratar
varias doencas e melhorar a satde do corpo.

Além do mais, os Oleos essenciais sdo utilizados em formulacGes tdpicas. Por
possuirem acdo antimicrobiana, podem inibir o crescimento bacteriano e promover 0 processo
de cicatrizacdo de feridas, fornecendo uma melhor alternativa ao tratamento, uma vez que 0s
antimicrobianos mais comuns, como a sulfadiazina de prata, podem apresentar limitacdes,
como a resisténcia microbiana (MODARRESI, et al., 2018). Outra aplicabilidade promissora
dos Oleos essenciais € 0 mercado de cosméticos, visto que o uso de matéria-prima de origem
vegetal é um diferencial para o desenvolvimento de novos produtos (CRUZ; BEZERRA,
2017).

As plantas medicinais possuem compostos volateis que podem ser perdidos com
facilidade, desta forma, para garantir sua integridade, as folhas devem ser consumidas logo
apos a colheita, ou secas (STORCK; DESCHAMPS, 2015). Contudo, durante a secagem, sao
necessarios cuidados com os limites de temperatura (°C) do ar de secagem, sendo
determinados de acordo com a sensibilidade das substancias quimicas, que podem ser
perdidas por volatilizagdo, como é o caso dos 6leos essenciais (OEs) (LEMOS et al., 2012).

A fim de obter maiores conhecimentos sobre o efeito da secagem na composi¢édo
quimica das plantas medicinais, é necessario fazer o uso de analises especificas. No caso de
Oleo essencial, regularmente é recomendado o uso do sistema de cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massas (CG/EM), a fim de identificar substancias oriundas do
metabolismo secundario (MIRZAHOSSEINI et al., 2017; HOWYZELA et al., 2018).

Recomenda-se que a secagem artificial de plantas medicinais ndo exceda temperaturas
acima de 40 °C, a fim de evitar alteracfes metabolicas do produto (MELO et al., 2004).
Embora, Gasparin et al. (2014), ao secar folhas de horteld pimenta (Mentha x piperita L.),
verificaram o maximo de rendimento do 6leo essencial e 0 minimo de degradacdo da cor, na
temperatura do ar de secagem de 50 °C, independentemente da velocidade do ar empregada.

Vérios fatores podem influenciar na composicdo e rendimento dos 6leos essenciais,
como clima, temperatura, composicdo do solo, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica a que a planta esta submetida, além de ataque de
patogenos, idade da planta, horario de coleta, equipamento utilizado para extracéo e tipo de
extracdo (ANDRE et al., 2018).

Os OEs sdo liquidos a temperatura ambiente e raramente viscosos. Em temperaturas

mais baixas (10°C), alguns podem cristalizar sem que haja qualquer alteracdo quimica, o que
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inclusive indica uma boa qualidade de produto. S&o volateis, o que explica seu carater
odorante e possibilita que sejam destilados com vapor d’agua. Os OEs sdo menos densos que
a dgua (p<1) e ndo se misturam a ela, sao hidrofobicos, o que permite que sejam separados de
forma natural e espontanea ap6s a condensacdo (BAUDOUX, 2018).

Boudoux (2018) afirma que os OEs séo ativos sob luz polarizada e quase sempre tem
indice de refracdo elevado. Apresentam diferente coloracdo. Em todo OE, 0s componentes
aromaticos sdao moléculas conhecidas e bioguimicamente definidas. Sdo esses elementos
quimicos que dao aos OEs propriedades especificas.

A aplicacdo de OEs em embalagens ativas pode ser usada nas formas de filme e
revestimento, onde os filmes sdo tapetes finos produzidos principalmente pelo método de
fundicdo de solvente e podem ser aplicados como revestimento, embalagem, invoélucro ou
separador de camada. Por outro lado, os revestimentos sdo suspensdes liquidas de grau
alimenticio que se fixam na superficie dos alimentos ou filme como uma camada fina por
meio de técnicas de pulverizacdo, espalhamento ou imersao (BODIBA et al., 2018; NISAR et
al., 2018).

Ebrahimzadeh et al. (2023), em seus estudos afirma que a adicdo de OEs tem efeitos
notaveis nas embalagens de alimentos, podem melhorar as propriedades antimicrobianas,
mecéanicas e outras propriedades dos filmes. Porém, também sofrem certas limitacGes e a
principal limitacdo das aplicacbes de OEs como compostos funcionais bioativos é sua alta
volatilidade, baixa solubilidade e seu alto sabor que as vezes é indesejavel para alguns
consumidores e pode ter um efeito negativo nas propriedades organolépticas.

Os Oleos essenciais podem ter muitos componentes, sendo 0s compostos fendélicos os
principais responsaveis pelas propriedades antimicrobianas. Os compostos fendlicos séo
hidrofobicos e o seu sitio de acdo € a membrana celular da célula microbiana. Esses
compostos se acumulam na bicamada lipidica causando desarranjo na funcéo e na estrutura da
membrana e penetram a célula bacteriana, exercendo atividade inibitéria no citoplasma
celular, provocando lise e liberacdo do ATP intracelular (WALSH et al., 2003). Outro
mecanismo documentado é a perda de constituintes celulares pelo aumento da permeabilidade
da membrana citoplasmatica (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998; CONSENTINO
et al., 1999; POL; SMID, 1999; FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002; RHAYOUR et
al., 2003; YUSTE; FUNG, 2003, NAZER et al., 2005).

Porém, em muitos casos 0 uso de 0leos essenciais como conservante em alimentos é
limitado pelo seu forte sabor e aroma (ATARES; CHIRALT, 2016).
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2.1.2. Oleo essencial de cravo

Caryophyllus aromaticus L., popularmente conhecido como cravo da india, € uma
espécie pertencente a familia Myrtaceae, originalmente da Indonésia. Possui aroma e sabor
muito caracteristicos, devido ao eugenol, um composto fendlico volatil. Pode ser empregado
como aromatizante e como uma planta medicinal (SCHERER et al., 2009.)

O cravo-da-india é uma planta arborea, nativa das Ilhas Molucas (Arquipélago da
Insulindia, Indonésia), possui odor fortemente aromatico, sabor ardente e caracteristico. Das
sementes, de aroma ativo, extrai-se 0 acido eugénico, incolor e de sabor picante. Os extratos
de cravo-da-india reduzem o numero de Escherichia coli e outras bactérias durante a
armazenagem de sucos, leites e chas (MAU et al.,, 2001).Sua composicdo quimica €
constituida principalmente por eugenol, acetato de eugenol, betacariofileno, acido oleénico, e
substancias das classes: triterpeno, ceras vegetais, cetonas, resinas, taninos e esterois.

O eugenol apresenta efeito anti-inflamatorio, cicatrizante, analgésico e é eficaz no
combate e diminuicdo de bactérias presentes na boca. Seus efeitos medicinais compreendem o
tratamento de nauseas, flatuléncias, indigestdo, diarreia. Com propriedades antibactericidas é
também usado como anestésico e antisséptico para o alivio de dores de dente
(NASCIMENTO et al., 2000).

2.1.3. Oleo essencial de hissopo

De nome boténico, Hyssopus oficcianalis L. e comercial, Hissopo, essa planta perene é
nativa de regides temperadas da Asia, principalmente no Ir4, sul da Europa e norte da Africa
(KAZAZ| e REZAEI, 2009; AKGUL, 1983). Pertencente a familia Lamiaceae, conhecida
pela riqueza de espécies e seu principal uso em especiarias culinarias e na medicina popular
(PANDEY et al. 2014).

Conforme Harley e Pastore (2012) a familia Lamiaceae compreende cerca de 7200
espécies e 240 géneros que sdo nativas principalmente na area do Mediterraneo, embora
algumas tenham origem na Australia, no Sudoeste da Asia e na América do Sul (CUPPETT e
HALL, 1998). No Brasil, existem 23 géneros e mais de 230 espécies nativas. A maioria das
especies € conhecida pelo seu uso condimentar e muitas delas possuem atividade bioldgica
relatada na literatura por diversos autores (LORENZI e MATQS, 2002).

O Hissopo, conforme Jahantigh et al., (2016) é consumido como uma planta

medicinal, aromatica e culinaria, em que, por exemplo, as folhas do hissopo sdo imersas em
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chés, tonicos, sopas, saladas, molhos, entre outros. Como agente aromatizante natural, é
utilizado em varias industrias, incluindo higiene, cosmética, bebidas e alimentos preparados,
carne e produtos cristalizados (KIZIL et al., 2016).

Hissopo, segundo Baj et al., (2018) rico em oOleo volatil, flavondides, taninos e
marrubina, tém sido usados como uma erva medicinalpara aliviar distarbios digestivos, curar
laringite ou acelerar a cicatrizacdo de feridas na medicina popular turca. Relaxa vasos
sanguineos periféricos e promove a sudorese. Isso € também usado como expectorante,
carminativo, anti-inflamatorio, anti-catarral e antiespasmaédico na medicina tradicional em
muitas partes do mundo.

Apresenta 0s seguintes constituintes quimicos: &cido caféico, &cido ursolico,
benzaldeido, borneol, canfeno, canfora, carvacrol, cetona, cholina, cineol, colina, criptona,
elemol, eugenol, a e R-felandreno, geraniol, heterosido, hissopina, a-humuleno, limoneno,
linalol, metil-chavicol, nerol, a-pineno, resina, sabineno, R-sitosterol, taninos, a-terpineno, a-
terpineol, timol, a e R-tujeno, verbenol (JAHANTIGH et al., 2016).

Kizil et al., (2016) em seus estudos relatou que o OE obtido da parte aérea do hissopo
é um liquido verde claro ou amarelo claro com um aroma canférico adocicado para conservar
e aromatizar alimentos. O OE de Hissopo (OEH) possui propriedades antisséptico,
antimicrobiano, antifngico, antiviral (especialmente contra o HIV), antitumoral,
antiespasmddicas e antioxidantes. O seu efeito fito terapéutico permite-lhe acelerar a
cicatrizacdo e o tratamento de problemas pulmonares (por exemplo, constipacdes, tosse e
asma), inflamacdo da mucosa do trato gastrointestinal, nervosismo exaustdo, e certas doencas
de pele (ZAWISLAK, 2013).

Kazazi et al., (2007) informam que os trés maiores componentes identificados no OEH
sdo 0s Sabinenos, iso-pinocanfona e pinocamfona, considerados toxicos em grande

quantidade.

2.1.4. Oleo essencial de orégano

Origanum vulgare L., comercialmente conhecido como orégano, da familia
Lamiaceae, € uma erva mediterranea, nativa das regides montanhosas do sul da Europa até o
oeste asiatico, conhecida pelo aroma inconfundivel e usada h& séculos na preparacdo de
alimentos devido ao seu sabor caracteristico, provenientes de seu OE (BENITEZ et al., 2014).

Além de seu uso na culinaria, possui também aplicacdo ornamental e medicinal onde, estudos
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cientificos comprovam sua eficdcia j& conhecida pela medicina tradicional (FONNEGRA-
GOMEZ e RAMIREZ, 2007).

Estudos cientificos mostraram que o orégano apresenta, além da altissima atividade
antioxidante, propriedades anti-helmintica, anti-inflamatéria, analgésica, bactericida,
antiespasmadica, antisséptica e vasoconstritora.

Segundo Benavides et al. (2012) os principais componentes antimicrobianos presentes
no OE de orégano (OEO) Carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno. No entanto, a eficacia da
atividade bactericida de OEO pode variar em funcdo dos teores de timol e carvacrol presentes,
que dependem de fatores abidticos como tipo de solo, clima, préaticas agricolas, variedade do
orégano e processo de extracao do 6leo essencial (OUSSALAH et al., 2006).

2.2. Fécula de mandioca

A fécula é o amido extraido das raizes de tubérculos, como a mandioca. A estrutura
molecular da fécula de mandioca é formada por dois diferentes tipos de polimeros de glicose:
a amilose e a amilopectina (Figura 2.1). A forma em que a amilose e a amilopectina estdo
dispostas nos granulos, tem como consequéncia a formacéo de regides mais ou menos densas
(JACOBS et al., 2020). A regido onde se concentra a amilopectina é mais densa ou cristalina,
onde sua parte linear é responsavel pela origem desta cristalinidade. A amilopectina ¢ um
polimero altamente ramificado, com unidades de D-glicose ligadas por ligagdes a-(1—4) ¢
ramificacdes em o-(1—6). As areas amorfas sdo formadas por cadeias de amilose e
ramificacdes da amilopectina. A amilose € um polimero linear composto por unidades de D-
glicose ligadas por ligacdoes a-(1—4), com grau de polimerizacdo entre 200 e 3000,

dependendo da fonte de fécula de mandioca (ELLIS et al., 1998).
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Figura 1. Ramificacdo da fecula de mandioca e amilose. Fonte: (Ribeiro, 2014)

Os teores dessas duas fragdes tendem a variar nas proporcdes entre estes componentes
e em suas estruturas e propriedades de acordo com a fonte vegetal, resultando em granulos
com propriedades fisico-quimicas e funcionais muito diferentes para uso industrial e,

portanto, impactando as suas aplicagdes. Tais concentracdes sdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Teor de amilose e amilopectina em diferentes fontes vegetais. (SARMENTO, 1999)

Fonte vegetal Amilose (%) Amilopectina (%)
Arroz 30 70
Batata 20 80
Mandioca 17 83
Milho 27 73

A producéo de raiz de mandioca foi estimada em mais de 250 milhdes de toneladas
por ano (MARTIN et al., 2017). Essas raizes sdo processadas para produzir fécula de
mandioca, um ingrediente alimentar bésico essencial que fornece nutricdo e promove a
seguranca alimentar em muitas nagdes do mundo. A fécula de mandioca contém cerca de
17% a 20% de amilose e cerca de 80% a 83% de amilopectina (MAMADOQU, 1994).



27

De acordo com Wang et al. (2022), a producdo global de fécula de mandioca tem se
expandido rapidamente e deve chegar a 8,8 milhdes de toneladas em 2020. O processo de
producdo de fécula de mandioca geralmente envolve uma série de etapas de processamento
mecanico, como descascamento e raspagem das raizes de mandioca, separacdo de fibras,
desidratacdo e secagem da fécula de mandioca (PADI e HIMPHANGO, 2020).

A crescente demanda por fécula de mandioca dos setores alimenticio e ndo alimenticio
levou a uma expansao significativa dos volumes de producdo de fécula de mandioca nos
ultimos anos (WANG et al., 2022). Com a demanda cada vez maior por fécula de mandioca, a
contribuicdo da industria de fécula de mandioca para a producdo de residuos agroindustriais,
como casca de mandioca, bagaco e aguas residuais, € inevitavelmente alta (EDAMA et al.,
2014). A producdo de 1 tonelada de fécula de mandioca contribui para a geracdo de

aproximadamente 0,38 tonelada de casca de mandioca e 1,4 tonelada de bagaco.

2.3. Nano argila — Bentonita

De acordo com Silva e Ferreira (2008) pode-se definir a nano argila Bentonita como
uma rocha constituida essencialmente por um argilomineral montmorilonitico (esmectitico).
Uma argila formada pela desvitrificacdo e subsequente alteracdo quimica de um material
vitreo, de origem ignea, usualmente um tufo ou cinza vulcanica em ambientes alcalinos de
circulacéo restrita de agua (ROSS e SHANON, 1926).

Essa nano argila, possui excelentes propriedades de adsorcdo e como principais
caracteristicas: a alta capacidade de troca idnica, capacidade de inchamento, grande area
superficial e baixa condutividade hidraulica (MACHADO et al., 2018).

A capacidade de troca idnica pode ocorrer por ions de mesmo nimero ou namero de
oxidacdo diferente, onde nos tetraedros, o ion AI** pode substituir o Si**, e nos octaedros
Mg?*, Fe3* podem substituir AI**. O que acaba ocasionando um desbalanceamento elétrico,
compensado por Na'* e Ca?*, dando origem as bentonitas sodicas e bentonitas calcicas
(GUNGOR, 2000).

Além das propriedades e caracteristicas dessa nano argila, Albarnaz et al. (2009)
exemplifica as aplicagdes industriais da bentonita, sendo: “componente de fluidos utilizados
para perfuracdo de pocos de petréleo; aglomerante de areias de moldagem usadas em
fundicdo; pelotizagdo de minério de ferro; descoramento de dleos e clarificacdo de bebidas;

impermeabilizante de solos; absorvente sanitario para animais de estimacdo; carga mineral
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em produtos farmacéuticos, ra¢cdes animais, produtos cosméticos e outros; agente plastificante
para produtos ceramicos; composic¢ao de cimento, entre outros”.

InvestigacBes sobre o uso da bentonita na producdo de biopolimeros tem ganhado
espaco, devido ao grau de dispersdo de argila ao longo da matriz biopolimérica que pode estar
relacionado com a melhoria das propriedades de barreira ao vapor de &gua dos filmes
(MONTEIRO et al., 2018 e SOUZA et al., 2012).

2.4. Filmes Biopoliméricos

Biopolimeros sdo materiais mais viaveis que os polimeros sintéticos. Os filmes de
fontes renovaveis e biodegradaveis estdo diferenciados pela Figura 2.2.

Fonte renovavel

BIOPLASTICOS BIOPLASTICOS
Polietileno (PE) Acida polilético (PLA)
de fonte rencvavel, poli-hidroxialcanoato (PHA),
palitereftalato de etileno polisuccinato de butileno
3 {PET), poliamida (PA) (PBS)
2 =
b H
S -
@ e
3 5y
5 3
= @
=z
PLASTICOS
CONVENCIONAIS

PE, polipropileno (PP),
PET

Fonte fossil

Figura 2.2. Classificacao dos plasticos quanto & matéria prima e biodegrabilidade. Fonte: (Amaral,
Borschiver e Morgado, 2019) (Adaptado).

As fontes renovaveis, como por exemplo, os polissacarideos naturais, possuem baixo
custo, ao serem comparados com outros biopolimeros, sdo altamente biocompativeis e contém
produtos de degradacdo bioabsorviveis; eles também ndo oferecem problemas ambientais ou
econémicos (NASERI-NOSAR e ZIORA, 2018).

Os biopolimeros mais utilizados na elaboracdo de filmes e coberturas comestiveis séo
as proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, gluten de trigo, zeina e proteinas miofibrilares),
os polissacarideos (fécula de mandioca e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados,
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alginato e carragena) e os lipidios (monoglicerideos acetilados, acido esteérico, ceras e ésteres
de &cido graxo) ou a combinacao dos mesmos (CASTRO, 2007 e VICENTINO et al., 2011).

Os filmes produzidos a partir de polissacarideos possuem uma forte ligacdo de
hidrogénio (H) que se liga a outros aditivos funcionais, como cores, sabores e micronutrientes
(MOHAMED et al., 2020; XU et al., 2019). Apresentam carater predominantemente
hidrofilico e, como hé fortes interagdes intermoleculares secundérias entre cadeias adjacentes,
apresentam boas propriedades de barreira ao oxigénio, mas ndo a umidade, apresentam baixa
resisténcia aos vapores de agua e baixa resisténcia mecanica (JEEVAHAN et al., 2020;
TULAMANDI, 2016).
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3. CAPITULO 3

APLICABILIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Hyssopus officianallis L. EM
PELICULAS DE FECULA DE MANDIOCA: Comparacdo de filmes biopoliméricos

obtidos de diferentes 6leos essenciais.

RESUMO
Conforme as pesquisas sobre filmes biopoliméricos, os Oleos Essenciais (OEs) tem
evidenciado a sua viabilidade como aditivos naturais, para controle de atividade
antimicrobiana, e propriedades hidrofébicas, plastificantes e mecéanicas. O OE de Hissopo
(Hyssopus officianallis L.) possui atributos antimicrobianos, antifungicos e antivirais,
qualidades agradaveis para uma possivel aplicacdo em diversas areas para controle dessas
atribuicbes. Este trabalho teve como intuito a insercdo do OE de Hissopo (OEH) em
membranas biopoliméricas de fécula de mandioca, inovando sua utilizacdo. Foram produzidas
peliculas com OE de Cravo (OEC) e OE de Orégano (OEO), em percentual de 0,5% e 1%,
respectivamente, pela técnica de casting. Os filmes foram denominados como: sem adicdo de
OEs (T0);0,5% de OEH (THO05); 1% de OEH (TH1); 0,5% de OEC (TCO05); 1% de OEC
(TC1); 0,5% de OEO (TOO05) e 1% de OEO (TO1). As avali¢des nos diferentes filmes foram
durante um periodo de 24 meses, cujas analises foram: qualitativa, antimicrobiana, cor,
propriedades mecéanicas tais como: Espessura, densidade, permeabilidade, solubilidade,
resisténcia a tracdo e elongacdo. A biodegradacdo ao solo foi realizada por um periodo de 30
dias, foram realizados testes em diferentes campus universitarios, sendo eles: Angulo de
Contato (IFSC-S&o Carlos), Microscopia de varredura (Multilam-UFMS), Espectroscopia
UV-Vis (UFMS), Calorimetria Explorativa de Varredura (Multilam-UFMS),
Termogravimetria (TG) (Multilam-UFMS), e Difracdo de raios X (UFMS). Os resultados
demonstraram peliculas hidrofilicas, com alta luminosidade, porosas, com pouca resisténcia a
tracdo e biodegradaveis. De acordo com os resultados na analise qualitativa, 0s aspectos
visual e homogeneidade foram satisfatérios, quanto a maleabilidade, destacam-se os filmes:
TO, TCO5, THO5 e TOO05. Observou-se alta eficiente quanto a atividade antimicrobiana, os
filmes ndo tiveram proliferacdo no Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterobacter
aerogenes. mas ndo houve formagdo de halo. Conforme a analise de Espectroscopia no
Infravermelho, em todos os tratamentos realizados os OEs n&o alteraram a composicdo
quimica da fécula de mandioca. As membranas ndo apresentaram absor¢do significativa no

espectro UV-Vis. As peliculas apresentaram caracteristicas hidrofilicas, alta luminosidade,
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porosidade, baixa resisténcia a tracdo e biodegradaveis ao solo. O filme com OEH obteve
resultados de elongacéo e solubilidade promissores, constatando sua viabilidade como aditivo
natural em biopolimeros.

Palavras-chave: Aditivos naturais; Biopolimeros; Hissopo; Membranas.

INTRODUCAO

Os Oleos Essenciais (OEs) consistem em uma mistura complexa de substancias
volateis e ndo volateis, que sdo de natureza lipofilica e amplamente classificadas em
alcaloides carotenoides, &cidos fenolicos, flavonoides, monoterpenos, isoflavonas e aldeidos
(RASHED et al., 2021).

Suas propriedades antimicrobianas contra varios agentes patogénicos envolvidos em
doencas transmitidas por alimentos tém sido demonstradas através dos anos por estudiosos
(ORIANI et al., 2014). No entanto, sua incorpora¢do em sistemas alimentares é limitada
principalmente por consideracdes de sabor, uma vez que doses antimicrobianas eficazes
podem exceder a aceitacdo organoléptica (ACEVEDO-FANI et al., 2015).

O OE de Hissopo (OEH) é composto principalmente por pinocamfona, a-pineno, -
pineno e isopinocamfona, apresentando caracteristicas antifungicas, antimicrobianas e
antioxidantes, sendo utilizado para tratamentos respiratérios, herpes e até mesmo a HIV
(SAID-AL et al., 2015).

Biopolimeros sdo estudados como possiveis substitutos de polimeros sintéticos.
Pesquisas demonstram o uso de polissacarideos e proteinas como fontes renovaveis de
matérias primas para bioplasticos. Como aditivos naturais, para controle microbiano, aplica-se
OEs, que sdo metabdlitos secundarios de plantas e ervas aromaticas, e que ganharam grande
popularidade durante a Ultima década devido as suas atividades bioldgicas associadas
(REHMAN et al., 2021).

Visando a aplicacdo do OEH em membranas biopoliméricas e a substituicdo de
embalagens sintéticas ndo biodegradaveis, pelas de fontes renovaveis e biodegradaveis, este
trabalho teve como objetivo desenvolver filmes oriundos de fécula de mandioca, com a
aditivo natural, OEH, caracterizando suas propriedades antimicrobianas, mecanicas, quimicas
e térmicas.

Para comparacgdes de caracteristicas, tambem foram produzidas peliculas com adicédo
de OE de Cravo (OEC) e OE de Orégano (OEO).
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MATERIAIS E METODOS

A fécula de mandioca, glicerina, agua destilada e os 6leos essenciais de Cravo (OEC);
e Orégano (OEO), utilizados no experimento, foram cedidos pelo laboratério de
Bioengenharia da UFGD. O OEH (marca: Now Essential Oils, Illinois, EUA) foi obtido

comercialmente. A cromatografia gasosa do OEH encontra-se no Anexo.

3.2.1 Desenvolvimento dos filmes

A producdo do filme teve como matéria prima a fécula de mandioca (denominado
polvilho doce, granulometria de fragéo fina (>150mm/pm), marca: DONANA, DOURADOS-
MS), com adaptacdo do método de Holsbach et al. (2019) a solucédo de fécula de mandioca foi
dissolvida parcialmente em 100 ml de agua destilada pré-aquecida por fogareiro elétrico
(modelo: XF-FOG-0002, X-FIRE, China) e levadas ao agitador mecanico eletrénico (modelo
Q235-1, Quimis, Diadema - SP), com agitacao de 350 rpm. Ao chegar a temperatura de 60°C,
a fécula de mandioca apresentou processo de dissolucdo e intumescimento, em seguida foi
adicionada a glicerina em propor¢do 30% (g/ml), sob agitacdo por 30 minutos, apds o
resfriamento da solucdo a uma temperatura de 35°C, houve a adicdo dos diferentes déleos
essenciais, nas proporcdes de 0,5% e 1% de Cravo (OEC), Hissopo (OEH) e Orégano (OEOQ),

por mais 10 minutos. As membranas foram denominadas conforme tabela abaixo:

Tabela 3.1. Filmes de fécula de mandioca e suas respectivas composicdes

Filmes Fécula de Glicerol (%) OE (%!/3g
mandioca (g) fécula)
T0 3,0 30
TCO05 3,0 30 0,5 de OEC
TC1 3,0 30 1 de OEC
THO5 3,0 30 0,5 de OEH
TH1 3,0 30 1 de OEH
TOO05 3,0 30 0,5 de OEO
TO1 3,0 30 1de OEO

Dados: sem adicéo de OEs (T0); 0,5% de OEH (THO05); 1% de OEH (TH1); 0,5% de OEC (TCO05); 1%
de OEC (TC1); 0,5% de OEO (TOO05) e 1% de OEO (TO1).

Para a formacdo do filme, adaptou-se a metodologia utilizada por Chevalier et al.
(2020). Utilizou-se o método “casting”, em que, 25mL das solu¢Bes foram adicionadas em

placas de acrilico com 9 cm de diametro e foram secos a temperatura de 40°C na estufa de
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secagem com circulacdo de ar (Marconi, modelo MAO035, Sdo Paulo, Brasil) até total
evaporacao da agua.

Apos esse procedimento, os filmes foram armazenados por 24h, em dessecadores
mantidos a 20°C e umidade relativa de 75%. A umidade relativa foi controlada usando
solucdo saturada de cloreto de sddio, posteriormente as amostras foram acondicionadas em

caixa térmica para protecdo de intempéries até o inicio das analises.

3.2.2 Analise qualitativa dos filmes
Ap0s a etapa final da elaboracéo dos filmes, as peliculas foram avaliadas quanto seus

aspectos de homogeneidade, visual e maleabilidade.

3.2.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada para todos os filmes biopoliméricos
desenvolvidos. Os filmes foram cortados em forma de disco de 1,5 cm de didmetro, e
colocados em placas esterilizadas contendo agar muller-hinton. As bactérias utilizadas foram
Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Enterobacter aerogenes
ATCC 13048 e incubadas durante 36 h a 37 °C para formacdo dos halos de inibigédo
bacteriana, conforme metodologia de (KIM et al., 2011; MEDINA et al., 2011; FARJANA,
ZERIN; KABIR, 2014).

Apbs a incubacdo, foi realizada a medicdo dos halos de inibicdo. O diametro da zona
de inibicdo em torno do poc¢o (incluindo todo poco) as medidas foram realizadas com o
auxilio de uma régua. As zonas com didmetro maior ou igual a 9 mm foram consideradas
como inibicdo (OLIVEIRA et al., 2013; ZHAO; SHAH, 2015).

3.24 Cor

A cor foi determinada utilizando o colorimetro CR-400 (Konica Minolta, Chroma
Meter, Japan). Os filmes foram depositados em placa branca e analisados em trés pontos, um
no centro e dois nas bordas. Os filmes foram realizados em triplicata. A escala CIE-Lab foram
utilizadas para medir a cor dos filmes, L* indica a luminosidade presente, a*(coordenada
vermelho/verde) e b*(coordenada amarelo/azul), C* (intensidade de cor ou saturacdo), H*
angulo hue (vermelho-roxo em 0°, amarelo em 90°, verde-azul em 180° e azul em
270°) e AE como a diferenga de coloragdo (HUNTERLAB, 1997). Valores quais foram

calculados pelas seguintes equagoes:
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c* = /(@) + () (3.1)

H*(°)= arcmng—: X ? (3.2)

AE* = \[(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (3.3)

A opacidade foi calculada em porcentagem, com relacdo entre a opacidade dos filmes

sobrepostos ao padrdo preto e padrdo branco, conforme a equacéo (3.4):

Ppreto

0p(%) =

X 100 (3.4)

Pbranco

Onde: Op = opacidade do filme (%); Ppreto = opacidade do filme sobreposto a um fundo

preto; Pbranco = opacidade do filme sobreposto a um fundo branco.

3.2.5 Espessura
A espessura dos filmes foi mensurada por paquimetro digital Digemess 100.174BL,
com uma precisdo de 0,001 mm. Os filmes foram medidos aleatoriamente em cinco pontos e

entdo realizada a média final de cada tratamento.

3.2.6 Densidade

A determinacdo da densidade, em g/cm?®, foi feita apds desidratacdo em dessecador
durante 24 h, dividindo-se a sua massa (g) pela area superficial correspondente (cm?),
resultando em sua gramatura. E entdo, dividindo-a pela espessura (cm) dos filmes. Para isso,
utilizou-se a Equacéo (3.5)

D=Gle (3.5)

Onde: G= gramatura dos filmes (g.cm); e= espessura (cm).

3.2.7 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua indica o quao permeéavel o filme é as moléculas de
agua, ou seja, é a taxa de transmissdo de vapor de agua por unidade de area do material
(ASTM, 1980). Segundo metodologia de Chevalier et al. (2020), a amostra de filme foi selada
na abertura circular de uma célula de permeacdo contendo cloreto de célcio anidro (0% de
UR). Estas celulas de permeacao foram colocadas em dessecadores de vidro com uma solucao

saturada de cloreto de so6dio e mantidas a 25°C. O ganho de massa através do filme foi
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analisado a cada 24h, por sete dias. A permeabilidade ao vapor de &gua foi calculada pela
equacéo (3.6):

AW e
PVA_TXE

(3.6)
Onde: PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (g.mm/KPa.dia.m?); AW= Ganho de massa
pelo dessecante (g); e= Espessura do filme (mm); t= Tempo de incubacéo (dias); A= Area da

superficie do filme exposto (m?); AP= Diferenca de pressio parcial (KPa).

3.2.8 Solubilidade em agua

Seguindo o método proposto por Gontard et al. (1994), as amostras de discos em
triplicata com 2 cm de didmetro foram retiradas dos filmes. A matéria seca inicial das
amostras foi obtida por secagem em estufa de circulacdo de ar forgado por 24 h a 105 °C.
Apds a primeira pesagem, as amostras foram imersas em recipiente contendo 50 mL de agua
destilada e mantidas sob agitacdo constante a 50 rpm em agitador orbital a 25 °C por 24 h
(Cientec, CT-712RNT). As amostras solubilizadas foram entdo removidas e secas em estufa
de circulacdo de ar forgado a 105 °C durante mais 24 h antes de determinar a matéria seca
final. A solubilidade do filme foi representada pelo material soltvel total dissolvido em &gua,

calculado de acordo com a Equacéo (3.7)

S(%) = % % 100 (3.7)

Onde: S = solubilidade em agua (%); mi = massa seca inicial da amostra (g); mf = massa seca
final da amostra (g).

3.2.9 Resisténcia a tracédo (RT)

A resisténcia a tracdo foi determinada em triplicata usando o Analisador de Textura
TA-XT2 (SMS, Surrey, UK), operado de acordo com o método padrdo ASTM D 882-83
(ASTM, 2000b), com modificacbes de Tanada-Palmu et al. (2000), pelo Laboratério de
Andlise de Produtos Agropecuarios, da Faculdade de Ciéncias Agrarias — UFGD. Os filmes
foram cortados em retangulos (8,0 cm de comprimento por 2,5 cm de largura) e fixados em
garras com distancia inicial até a separacdo de 5,0 cm. A velocidade dos filmes foi fixada em
0,8 mm/s. A resisténcia a tragdo foi calculada dividindo a forgca méxima para a ruptura do

filme pela &rea da secdo transversal do filme, Equacé&o (3.8).

Fm
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Onde: RT = resisténcia a tracdo (MPa); Fm = forga méxima no momento da ruptura (N); A =

area da seccéo transversal do filme (m?).

3.2.10 Elongacdo

A elongacdo na ruptura foi determinada usando o Analisador de Textura TA-XT2
(SMS, Surrey, UK) pelo Laboratério de Anéalise de Produtos Agropecuarios, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias — UFGD. Calculando a diferenca entre a distancia final percorrida até a
ruptura e a distancia inicial de separacdo, dividindo-as pela distancia inicial de separacéo,

analisando sua porcentagem, conforme Equacéo (3.9)

E(%) =" x 100 (3.9)

Onde: E = elongacdo (%); do = separacdo inicial entre as garras (cm); dr = separacao entre as

garras no momento da ruptura (cm).

3.2.11 Biodegradacao em solo

A metodologia de biodegradacéo no solo foi realizada de acordo com Fernandes et al.,
(2019), Gomes e Borges (2022), e pela norma G160-98 da ASMT, com adaptagdes. O solo
utilizado foi o argilossolo, tipico da regido de Dourados, retirado no dia 02/02/2023 e disposto
em bandeja de plastico 0,32x0,32m. Foram adicionadas 5cm de terra, em seguida, os filmes
foram acomodados e entdo complementados mais 5cm de terra, sendo identificados conforme

Figura 3.
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Figura 3. Teste de biodegradacao das peliculas de fécula de mandioca. Fonte: (a autora).

As localidades de cada filme foram sinalizadas. As peliculas foram pesadas a cada
cinco dias, removendo o excesso de terra com auxilio de um pincel. Analisando seus aspectos
visuais, perda de massa e com isso calculando a biodegradagéo total das amostras.

Para calcular o tempo de biodegradacéo, utilizou-se 0 método de Tendéncia Linear,
pelos célculos de Regressdo por Minimos Quadrados, Equacédo (3.10). Este método aproxima
um padrdo linear de uso, durante um periodo, para atributos selecionados com base em seus
valores.

v=mx+k (3.10)

Onde: y é o valor previsto de um atributo, m é a matriz da linha, x € um ponto no tempo, e k
é a interceptacdo de y. Quanto mais proximo o coeficiente de correlacdo R2 esta de 1, maior a

correlagéo linear entre x e y.

3.2.12 Angulo de Contato
Para indicar o grau de hidrofobicidade ou hidrofilicidade de superficie de uma amostra
foi realizada a analise de angulo de contato, no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC/USP),

pelo Grupo de Polimeros (Prof. Bernhard Gross).
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Quando uma gota de liquido ¢é colocada sobre uma superficie sélida (Figura 4) forma-
se uma interface tripla entre o sélido, o liquido e o vapor, cuja posic¢ao de equilibrio depende
das forcas associadas as trés tensdes interfaciais. O angulo de contato (0) ¢ designado entre a
superficie solida e a tangente a superficie do liquido num ponto da linha de contato com o
solido (PASCH et al., 2005; SU et al., 2010).

Yiv .
o oY

Figura 4. Angulo de contato entre o liquido e a superficie. yS é a energia de superficie do sélido; yLv tensdo
superficial do liquido em equilibrio com o vapor, e ySL é a energia da interface sélido-liquido. Fonte:
(PEROVAL et al., 2002).

A determinacdo do angulo de contato (AC) é dada por meio da deposi¢do de uma gota
de agua, variando de 4 a 10 microlitros, com uso de uma microseringa, sob o filme, onde se
avalia a reta tangente a intersec¢do da relacdo agua-sélido (filme), de modo a obter-se o
angulo de contato (0) (PASCH et al., 2005; SU et al., 2010). O momento de colisdo entre gota
e superficie do biofilme é capturado por meio de uma cadmera de precisdo (KSV CAM 200®),
a qual foi configurada para disparar quando a gota se aproximou do sélido, registrando 6
(seis) fotos por segundo, em um periodo de 10 (dez) segundos. O tempo de 5 (cinco)
segundos foi definido para ilustrar as magnitudes de AC, para todos os filmes, tempo esse
comumente utilizado para descrever as magnitudes de AC. Os resultados dos angulos de
contato dependem da constituicdo de cada material, do solvente, da rugosidade do filme, e
outras caracteristicas (SILVA et al., 2007). Por meio das imagens adquiridas, o software do

préprio equipamento efetua os célculos de AC.

3.2.13 Microscopia Eletronica de Varredura

A andlise mais utilizada para avaliar a microestrutura de filmes biodegradaveis é a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A morfologia da superficie dos filmes foi
observada utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL, JSM-6060, Japao),
operado a 10 kV e 50 mA, no Laboratério Multiusuario de Analises de Materiais -
MULTILAM, do departamento de Fisica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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(UFMS). Antes da anélise, as amostras foram colocadas em um suporte de aluminio e
cobertas com uma fina camada de ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a condugéo

térmica. Imagens foram capturadas com ampliacdo de 500x; 2000x e 5000x.

3.2.14 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), foi realizada no Laboratorio de Caracterizacdo- CLF, pelo departamento de Fisica —
UFGD. A anélise ocorreu segundo metodologia de Sueiro et al. (2016), com modificaces,
pelo espectrofotobmetro (Prestige 21, 210045, Japdo), sem preparacdo de revestimento, por
transmitancia, na regido espectral de 4000-400 cm™, com aciimulo de 32 varreduras, utilizada
para avaliacdo da presenca de grupos quimicos das matrizes poliméricas dos filmes de fécula

de mandioca e 6leos essenciais.

3.2.15 Espectroscopia na Regido Ultravioleta — Visivel (UV-Vis)

A andlise foi realizada no laboratério de sintese e caracterizagdo molecular - LSCM,
no Instituto de Quimica — UFMS, Campo Grande/MS. Os espectros eletrdnicos de absorcéao
molecular nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis) foram obtidos em um
espectrofotometro (Lambda 60S—PerkinElmer). Seguindo a metodologia de Falcdo et al.
(2021), com adaptacGes, as andlises espectroscopicas no estado solido foram realizadas
através da técnica de reflectancia difusa, na regido espectral de 800-200nm, com amostras de
diametros de 3cm. Os espectros obtidos foram utilizados apds a transformacdo da
porcentagem de reflectancia em absorbancia [log10(1/reflectancia)] no espectrofotdmetro
Lambda 60S—PerkinElmer com esfera integradora.

3.2.16 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial e Termogravimetria (TG)

A transicdo vitrea de temperaturas e as variacdes de entalpia de fusdo dos filmes foram
realizadas no Laboratério MULTILAM do Instituto de Fisica- UFMS, utilizando um
calorimetro diferencial de varredura (Netzsch, Modelo: STA 449 F3 Jupiter, Selb, Alemanha)
com 0 mddulo de resfriamento por nitrogénio liquido. Amostras com cerca de 6-8 mg foram
hermeticamente seladas em capsulas de aluminio e pré-condicionadas a 25 °C e 50% de
umidade relativa. As medicdes foram realizadas em atmosfera inerte de grau cromatografico
ultra seco a gas nitrogénio, para a mesma vazio de alimentagéo e arrasto de 50 ml min™. Os
filmes foram iniciados a 40 °C e depois as amostras foram aquecidas a uma taxa de 10 °C

min até atingir 200 °C.
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3.2.17 Difracdo de Raio X (DRX)

As andlises de difracdo de raios-X foram realizadas usando um difratbmetro D8
Advance Bruker com radiacdo de cobre (Cu), cedido pelo laboratério de Quimica — Instituto
de Quimica - UFMS. A metodologia abordada foi a de Andrade et al. (2016), seguindo as
condicBes de analise foram: (i) tensdo e corrente a 40 kV e 40 mA, respectivamente; (ii) faixa
de varredura 26 de 5 a 30°; (iii) passo: 0,1 ° ¢ (iv) velocidade 1° min—1, fornecido com grafite
monocromador de feixe secundario. A variacdo dos tamanhos dos cristais foi determinada

usando o software PC - APD Diffraction.

3.2.18 Analise estatistica

O software Minitab19® foi usado para calcular a analise de variancia (ANOVA). O
teste de Tukey foi usado para determinar as diferencas entre as propriedades dos filmes na
faixa de confianga de 95% usando o software Minitab19®. As avaliagOes foram realizadas a
partir de dados obtidos em triplicatas e os resultados foram apresentados pela média * desvio

padréo.

RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1. Analise qualitativa dos filmes
Os filmes foram avaliados de maneira subjetiva, considerando sua homogeneidade,

visual e manuseio. Os aspectos iniciais das peliculas estdo descritos pela Tabela 4.

Tabela 4 Dados da analise qualitativa dos filmes

Teste Homogeneidade Visual Manuseio
TO ** ** falaled

TC1 ok *ok *

TCO5 *k *k ok

TH1 o o *

THO5 i o il

TO1 o o *

TOO05 ok *k ok

Nota: *** atende com exceléncia, ** atende de modo satisfatério, * atende para aplicacéo.
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Os filmes apresentaram dados qualitativos relevantes, apresentaram homogeneidade,
dada a dissolucéo da fécula de mandioca no soluto. O TO, apresentou superior qualidade em
guanto ao manuseio, em comparacdo com TH1, THO05, TC1, TCO5, TO1 e TOO05, devido a
ndo adicdo de Oleos essenciais. Os outros tratamentos demonstraram fragilidade a
manipulacdo, devido a quebra com facilidade, por tanto a manipulagdo era cuidadosamente
para evitar rupturas.

Visualmente, os tratamentos TC1 e TO1 apresentaram formacédo de pequenas bolhas,
provavelmente devido a temperatura. Os filmes com adicdo de OEs, principalmente em maior
proporcdo apresentaram pegajosidades e aderéncia com a superficie, dificultando sua

separagio ap6s armazenamento.

3.3.2. Atividade Antimicrobiana
Os filmes apresentaram inibicdo contra a bactéria Gram positiva Staphylococcus

aureus, em conformidade a Figura 5.

Figura 5. Resultado do teste de agar pela bactéria Staphylococcus aureus nos filmes. Fonte:
(a autora).

As membranas foram eficazes para Staphylococcus aureus ja que ele ndo apresentara
proliferacdo nos filmes desenvolvidos, porém nédo apresentaram halo de inibi¢do. Acredita-se

que os OEs por serem polares ndo tenham se fundido com os componentes dos filmes. O que
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pode ter ocasionado a ndo formag&o de halo durante o periodo analisado. Conforme citado por
Pankey e Sabath (2013) e Freitas et al. (2021) a acdo bacteriostatica dos OEs impediram o
crescimento das bactérias sobre os filmes, mantendo o mesmo na fase estacionaria.

Os dados apresentados na Figura 5. sdo coerentes aos dados analisados por Baj et al.
(2018) que obteve éxito em sua aplicacdo de OEH em meio de cultura, visando analisar a acéo
antimicrobiana contra bactérias (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Proteus mirabilis ATCC 12453), Gram-
positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538, S. epidermidis
ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 6633, entre outros).

N&o houve proliferacdo das bactérias gram negativas Klebsiella aerogenes e Bacillus

cereus, mas nao apresentaram halo de inibicé&o.

3.3.3. Cor

As caracteristicas de cor sdo propriedades importantes de filmes, principalmente para
0 consumidor (ZHOU et al., 2021). Os resultados dos parametros sdo demonstrados pela
Tabela 5.

Tabela 5. Dados de cor nos filmes de fécula de mandioca e OEs

Parametros

Teste L* a* b* Op (%) C* H° AE

TO  94,06+0,24°  -0,34+0,112 4,880,222 44,00+1,04* 4,89+0,222 93,21+0,27" nd
TC1 92,82#1,19%  -0,29+0,028  5,05+0,58° 44,42+1,30° 5,05+0,58° 93,33+0,60° 1,55+1,192
TCO5 93,99+0,218 -0,32+0,005* 4,88+0,13% 44,63+0,722 4,89+0,122 93,82+0,16° 0,18+0,10%®
TH1 94,560,822  -0,34+0,02>  4,11+0,19° 40,56+2,33% 4,32+0,19° 94,82+0,17¢  1,31+0,09%
THO5 93,87+0,27¢  -0,33+0,02®  4,70+0,14® 37,53+1,02* 4,66+0,13* 93,97+0,32% 1,03+0,09%
TOl 94,06+0,81*  -0,28+0,028  4,69+0,03* 41,13+6,78% 4,51+0,25* 93,57+0,37° 0,48+0,07%
TO05 93,89+0,30°  -0,29+0,028  4,63+0,03% 42,12+3,02* 4,63+0,03*° 93,51+0,27°  0,75+0,09°

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05; L*=luminosidade; a*=Chroma
(vermelho-verde); b*=Chroma (amarelo-azul); Op= Opacidade; C*= satura¢ao; H° = angulo hue; AE= variacao
da coloracdo. Sem adicdo de OEs (T0);0,5% de OEH (THO5); 1% de OEH (TH1); 0,5% de OEC (TCO05); 1% de
OEC (TC1); 0,5% de OEO (TOO05) e 1% de OEO (TO1).

Em conformidade com a Tabela 5 as membranas apresentaram valores de L* proximos
de 100, significam que suas luminosidades eram altas, de tonalidades clara. Nao havendo

diferenga estatistica significativa. Nas coordenadas cromatograficas a*, todos os valores
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foram negativos, indicando cor nos tons de verde e nas coordenadas b* valores positivos e
menores que 10, sinalizando tonalidades no amarelo.

As tonalidades encontradas podem-se dar devido a cor dos componentes mais
relevantes dos OEs, como por exemplo, o eugenol (constituinte do OEC) apresenta cor
amarelo claro. E também sdo dadas nas descri¢cdes comerciais do produto onde o OEH possui
cor ambar.

A opacidade, equacionada pela Equacgéo 3.4 retrata valores entre 37,53% encontrado
no teste THOS5 a 44,63% em TCO05, resultados que demonstram filmes de baixa opacidade e
sem diferenca estatistica significativa. Percebe-se que a adicdo do OEH resultou em filmes
menos opacos que o TO, onde provavelmente os compostos fendlicos do OEH colaborou na
dissolvicdo das particulas da fécula de mandioca, possibilitando a passagem dos feixes de luz
do equipamento.

O fator C*, que calcula a intensidade de cor ou saturacdo das amostras, apresentou
valores préximos aos de coordenada b*. E o angulo de Hue apresentou valores maiores que
90°, em que todas as peliculas se encontram no Chroma em tons de verde, informacéo
confirmada pelos valores de a* e b*.

Ordofiez et al. (2021) obteve filmes de fecula de mandioca homogéneos e
transparentes, porém, com valores abaixo para H° (72,0 a 79,4) e acimas para C* (10,2 a 16,4)
aos comparados pela Tabela 5.

A variacdo da coloracdo (AE), retratou que conforme a adi¢gdo dos OEs maior a
diferenca de cor, para os filmes TC1 e TH1. A mesma afirmacdo foi dita por Zhou et al.,
(2021), conforme eram aumentadas as concentragdes de OE. de canela nas membranas de

fécula de mandioca, maiores eram os dados de AE.

3.3.4. Espessura

Os valores de espessura, variando entre 0,06 a 0,10 mm, entre as membranas nao
apresentaram diferenca de niveis de p<0,05. Mesmo com a adi¢do dos OEs em diferentes
concentragdes, a natureza do polimero formador das membranas, ndo afetou a caracteristica
de suas espessuras. Resultados semelhantes foram constatados por Menezes et al. (2021), em

seu trabalho sobre Filmes de fécula de mandioca, reafirmando os dados da Tabela 6.

Tabela 6. Dados das caracterizagGes dos filmes de fécula de mandioca e OEs.

Teste Espessura Densidade (g/cm3) PVA Solubilidade (%)
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(mm) (9.mm/KPa.dia.m?)

TO 0,070,022 0,47+0,01° 7,03+0,022° 28,63+6,10%®
TC1 0,08+0,042 1,28+0,02° 5,81+0,16" 18,92+6,15°
TCO5 0,070,012 1,02+0,01¢ 8,60+0,16° 21,76+1,31°
TH1 0,060,022 1,81+0,05% 7,90+0,23% 32,36+9,13%
THO5  0,08+0,022 1,29+0,04° 7,36+1,78% 41,78+10,91°
TO1 0,090,052 1,03+0,01° 5,76+0,48° 34,91+4,90%
TO05  0,10+0,012 0,80+0,01¢ 9,200,812 21,78+1,68"

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05. Sem adi¢do de OEs (T0);0,5% de
OEH (THO05); 1% de OEH (TH1); 0,5% de OEC (TCO05); 1% de OEC (TC1); 0,5% de OEO (TOO05) e 1% de
OEO (TO1).

3.3.5. Densidade

Os valores de densidade das peliculas indicaram que conforme adi¢cdo dos OEs, maior
sua densidade. A anélise, calculada pela equacéo (3.5), é dada pela massa das peliculas e sua
espessura. Indagando tais resultados, denota-se que a variagdo da massa dos filmes, pode ter
ocasionado a diferenca estatistica entre as amostras. A variacdo dos resultados obtidos de
densidade, podem ser relacionados pela quantidade de solucdo filmogénicas com os OEs e/ou
a maior retencdo de umidade por essa biomassa ou a ligagdo dos compostos fendlicos com a
glicerina.

Molina (2013) aponta dependéncia direta da densidade com o aumento do agente
plastificante em filmes biodegradaveis. A quantidade e a viscosidade (consisténcia) da
solucdo filmogénicas sdo fatores que contribuem para obtencao de filmes plasticos com maior
ou menor gramatura, densidade e resisténcia mecanica (OLIVEIRA et al., 1996).

3.3.6. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Apesar de os OEs serem hidrofdbicos, os filmes TCO05 (8,60g.mm/KPa.dia.m?) e
TOO05 (9,20g.mm/KPa.dia.m2) apresentaram um aumento de PVA ao compara-los com o TO
(7,03g.mm/KPa.dia.m?). Essa caracteristica pode-se dar pela formagdo de bolhas e leves
rachaduras na estrutura do filme, causando maior passagem de vapor de agua.

Os valores entre TH1, THO5 e TO ndo variaram estatisticamente, indicando que
mesmo com as diferentes propor¢cdes do OEH, ndo interferiu na permeabilidade dessas

membranas.
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ZHOU et al., (2021), retratou situacdo parecida em sua pesquisa, onde houve um
aumento de PVA, com acréscimo de 6leo essencial de canela em seus filmes de fécula de
mandioca, que pode ser devido ao impacto negativo do O6leo essencial de canela na
microestrutura dos filmes.

As peliculas TC1 e TO1 exibiram valores de permeabilidade de 5,81 g.mm/KPa.dia.m?
e 5,76 g.mm/KPa.dia.m? respectivamente, demonstrando eficiéncia na permeabilidade, visto
gue menos permitiram a passagem de agua no estado gasoso para dentro das células de
permeacdo. Valencia-Sullca et al., (2017) obtiveram resultados préximos em seu trabalho
sobre filmes de quitosana e fécula de mandioca, (5,34 g.mm/KPa.dia.m? para quitosana e
fécula de mandioca e 5,9 g.mm/KPa.dia.m? para quitosana, fécula de mandioca e 6leo

essencial de folha de canela).

3.3.7. Solubilidade em Agua

Durante a imersdo em agua, todos os filmes apresentaram eficiéncia na manutencao de
Sua estrutura, ou seja, se mantiveram inteiros, flexiveis, porém opacos. Com excecdo de TCl1,
que apresentou dificuldades em sua remogdo, ocasionando sua ruptura. A analise demostrou
que os filmes com OEH sdo os mais solUveis em &gua, ou seja, possuem mais habilidade em
se dissolverem em um solvente. Tais resultados podem-se dar devido a similaridade dos
componentes do OEH com o plastificante glicerol que com sua natureza higroscépica deve ter
intensificado a caracteristica solivel dos filmes. De Lima et al. (2022) obtiveram valores de
35% o0 que indica baixa solubilidade em agua, que se justificam pela presenca do agente
plastificante glicerina. Este fato também foi observado por Mohajer et al. (2017), eles
associaram a glicerina como matriz polimérica tornando ao filme mais vulneravel a
higroscopicidade o que facilitou a solubilidade em agua (MOHAJER et al., 2017).

Os filmes com OEC e OEH retrataram que quanto maior a adicdo do OE, menor € a
solubilidade, pois entre os dois casos, os filmes com 0,5% de OE obtiverem maior valor ao
compara-los com a proporcdo de 1%. Hernandez et al., (2023) também registrou tais
referenciais, ja que em seu estudo sobre peliculas de quitosana, &cido citrico e OEO, quanto
maior a quantidade de OE nas peliculas, menos sollveis eles sdo em agua.

A pelicula TC1 apresentou menor valor de solubilidade e ao analisar com os valores
encontrados de PVA que obteve menor resultado também, indicando que o OEC apresentou
propriedades hidrofébicas o que conforme Carissimi (2017), de uma forma geral é um

resultado atrativo, uma vez que a solubilidade dever ser tdo baixa quanto possivel para reduzir
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a transferéncia de umidade entre o alimento e 0 meio externo mantendo a integridade do

alimento.

3.3.8. Resistencia a Tracdo (RT)
Os resultados da andlise de RT ndo apresentaram significancia estatistica e foram

apresentados no gréfico a seguir.
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Figura 6. Resistencia a Tracéo das peliculas de fécula de mandioca e OEs. Fonte: (a autora).

Conforme os dados, percebe-se que ao aumentar a aplicacdo de OEs, diminuia-se a
resisténcia dos filmes. A adicdo de OEs podem interferir na matriz principal das
macromoléculas de fécula de mandioca, alterando sua flexibilidade e reduzindo sua forca de
coesdo. Oliveira da Silva (2020) confirma a informacdo retratada, pois eu seu trabalho, a
adicdo de OEs diminuiu a resisténcia de rompimento das peliculas.

Benavides (2012) em seu experimento com peliculas de alginato e OEO também
apresentou uma queda em seus resultados, conforme eram adicionadas as proporc¢des dos
6leos. A mesma decorréncia foi obtida por Moalla et al. (2021) em seus filmes ao adicionar
OE de Artemesia campestres e por Scudeler (2020) em membranas com OEC.

Outra caracteristica a ser considerada é a quantidade adicionada de plastificante na
producdo das membranas, visto que o glicerol é um aditivo que possui caracteristicas de

flexibilidade, o que ocasiona diminuigdo na sua resisténcia de forca (BERTUZZI et al., 2012).
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Em conformidade com a informagdo obtida e comentada na secdo anterior, por
Oliveira et al. (1996) sobre a densidade dos filmes, nota-se que os filmes com maiores
densidades indicaram menor resisténcia, Tais trabalhos de pesquisa esclarecem os baixos

resultados atingidos.

3.3.9. Elongacéo
A figura 7 retrata o comportamento dos filmes referente a sua elongacdo. Ressalta-se o

filme THO5 que apresentou consideravel elasticidade (25,6%) ao compara-lo aos demais

filmes.
TO heil_ig
TO1 [ A N R g
TO05 a
TH1 :.3;’; AR R A e
THos R Iy -
TC1 RN RN
0 5 10 15 20 25
E (%)

Figura 7. Elongacéo das membranas de fécula de mandioca e OEs. Fonte: (a autora).

Como a elongacdo estd associada com a microestrutura da rede dos filmes e suas
forcas intermoleculares, percebe-se que o conteddo fendlico dos OEs ndo apresentou
interacdo suficiente entre os constituintes da fécula de mandioca e glicerol que pudesse gerar
membranas com significativa extensibilidade.

Pelos calculos realizados, percebe-se que os filmes obtiveram caracteristicas
semelhantes da resisténcia a tracdo em que a maior adicdo de OE ocasionou menor elongacéo.
Priyadarshi et al. (2018) descreveu uma situagdo onde suas membranas demonstraram menor
elasticidade conforme eram adicionadas as proporc6es de OE de semente de damasco (Prunus
armeniaca). Isso foi obtido por Zhao et al. (2022) em suas membranas com OE de canela, em
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que o acréscimo do 6leo ocasionou uma diferenca com cerca de 33% com a pelicula sem o
aditivo.

Monteiro et al. (2017) afirma que filmes com fécula de mandioca e glicerol, possui
uma estrutura de biopolimeros desorganizadas, devido ao fato de a fécula de mandioca ter
uma estrutura entrelacada entre a amilose e a amilopectina que possuem moléculas por pontes
de hidrogénio formando é&reas cristalinas. Entre essas &reas cristalinas existem regides
amorfas, nas quais as moléculas ndo tém orientacdo e é nessas areas cristalinas que o
plastificante se agrega e se torna responsavel por reduzir as forcas intermoleculares e
aumentando a mobilidade da cadeia do biopolimeros (CHIU e LINN 2012).

3.3.10. Biodegradacéo

As amostras foram pesadas a cada cinco dias, durante 30 dias. Durante o
monitoramento os filmes se mostravam com aspectos mais secos e rigidos. No 21° dia, apesar
de todo cuidado, algumas amostras se rompiam ao serem limpas com pincel.

Pela Equacdo 10 calculou-se o tempo de degradacdo dos filmes, em conformidade

com o grafico da Figura 8.
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Figura 8. Grafico de biodegradacéo dos filmes de fécula de mandioca e OEs. Fonte: (a autora).

De acordo com a Figura 8, é possivel analisar que os filmes sofreram degradacéo

parcial, durante o periodo de analise, diante deste fato conforme foram passando os dias, 0s
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filmes apresentaram perda de massa. A Tabela 7 apresenta o tempo de degradacédo (dias) dos

filmes.

Tabela 7 . Tempo de degradacéo dos filmes biopoliméricos

Equacéo de Regresséo

Filmes ) Tempo de degradacéo (dias)
Linear

T0 y =-0,0015x + 0,2876 191,73
TC1 y =-0,0031x + 0,3845 124,02
TCO05 y =-0,0013x + 0,294 226,15
TH1 y =-0,0019x + 0,3328 175,15
THO5 y =-0,0019x + 0,3536 186,10
TO1 y =-0,0018x + 0,3297 183,16
TOO05 y =-0,0016x + 0,3397 212,31

Os filmes TC1, TH1 e TO1l apresentaram menores dias de degradacdo, caso
interessante, pois demonstra que os filmes com maior porcentagem de 6leos essenciais, se
degradam com maior facilidade.

Camissiri (2017) e Gomes e Borges (2022), constataram em seus estudos que a
biodegradabilidade dos filmes esta diretamente relacionada a solubilidade dos mesmos, pois
guanto mais solavel for o filme maior seré a sua degradacdo em contato com a agua e com 0s
microrganismos contidos no solo, que inclui bactérias, fungos e protozoarios. Tais resultados
correlacionam os dados obtidos pela Tabela 7 visto que os filmes TH1, THO05 e TO1l

evidenciaram maiores dados de solubilidade, confirmando a informac&o dos autores.

3.3.11. Analise de angulo de contato

A hidrofobicidade de uma amostra pode ser medida através do depdsito de uma gota
de agua, com o auxilio de uma seringa, sobre a superficie do material que se deseja estudar.
Um angulo de contato tende a 0° quando ha afinidade quimica entre a superficie e o liquido,
ocorrendo o espalhamento completo do liquido no solido. Quando o angulo de contato tende a
180° o liquido ndo apresenta qualquer interagdo com a superficie (WANG et al., 2017). O
teste de angulo de contato foi tratado com &gua destilada, com intuito de mensurar as
propriedades hidrofdbicas e hidrofilicas das membranas biodegradaveis e retratados na Figura
9.
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Figura 9. Teste de angulo de contato com &gua destilada. Fonte: (Autora).

As imagens demonstram que conforme a adi¢do de OEs as membranas TC1 e TH1
tornam-se mais hidrofilicas, ressaltando o TH1 em que o a 4agua destilada foi
absorvida/esparramada, ndo formando um AC. A membrana TH1 apresentou PVA e S (%)
consideraveis, que podem explicar a caracteristica obtida do AC.

As membranas TC05, THO5 e THOO5 exibem angulos mais significativos que o TO,
possivelmente considerados hidrofobicos. A pelicula TO1 mostrou significativo AC,
demonstrando maior tendéncia hidrofébica. Tal propriedade pode estar relacionada com o
baixo teor de PVA encontrado neste trabalho.

Acredita-se que a insercdao dos OEs com a fécula de mandioca e glicerina, tenham
interagido de modo que a caracteristica polar dos 6leos tenha se modificado, desenvolvendo
membranas hidrofilicas. Alguns estudos salientam que a hidrofobicidade do OE pode afetar a
hidrofilicidade ou hidrofobicidade do filme (Boyaci et al., 2019).

3.3.12. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura € o mais versatil instrumento para avaliagéo,
exame e analise das caracteristicas microestruturais de amostras bioldgicas e ndo-biolégicas.
Com ele foram avaliadas as caracteristicas superficiais dos tratamentos (homogeneidade,

porosidade, estrutura e rachaduras), demostrados pela Figura 10.
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Figura 10. Imagens do MEYV dos filmes de fécula de mandioca e OEs.

As amostras foram analisadas em ampliagcdo 5.000X e demonstraram superficies com
bolhas, rachaduras e porosidades nos filmes TH1, TO, TC1 e TO1. Tais caracteristicas podem
estar associadas ao processo de homogeneizacdo na preparacdo das peliculas e na
emulsificacdo dos OEs, indicando a possibilidade de que os OEs ficaram depositados na
superficie do filme afetando sua secagem e ocasionando bolhas/rupturas. A membrana TO05
apresentou superficie mais homogénea, com pouca porosidade, demonstrando propriedade
associada na facilidade ao vapor de &gua nas cadeias poliméricas. Nota-se que as imagens
obtidas do MEV contribuem para os valores de resisténcia e PVA.

Zhou et al. (2021) e Song et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes que indicam
a alta volatilidade dos OEs na superficie dos filmes resultando em peliculas com rachaduras e
bolhas nas superficies. Informacgdes parecidas foram encontradas no estudo de (DA SILVA et
al., 2020).

3.3.13. Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
O espectro infravermelho de um composto quimico é considerado uma de suas

propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a espectroscopia na regiao
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do infravermelho tem extensa aplicacdo na identificagdo dos compostos. Quase todos os
componentes que tenham ligacGes covalentes, sejam organicos ou inorganicos, absorvem
varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho (IV) do espectro
eletromagnético (PAVIA et al., 2015)

Conforme os dados adquiridos pelo espectrofotdmetro, foi obtido o grafico da Figura

11 demonstrado abaixo. Em que se denota que 0s espectros apresentaram semelhanca entre
eles.
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Compr kvents &u ores inm Comgr ments de 0nos inmi Comament S once (1 y

Figura 11.Espectro na regido do Infravermelho dos filmes de fécula de mandioca e OEs. Fonte: (a
autora).

Os filmes TOO5 e TC1 obtiveram leves sinais de transmitancia na regido de 3000cm™
gue podem indicar C-H de aromaticos. Os tratamentos apresentaram bandas na regido de 1800
— 1660 cm™, que indicam grupo carbonila, C=0, pois demonstram o pico mais forte e largura
média. Pavia et al. (2015) explica que se ha presenca de carbonila, pode haver bandas largas
entre (3400-2400cm™) que indicam a presenca de &cidos (O-H), que normalmente se sobrepde
ao estiramento C-H. No gréfico, verifica-se que a existéncia de O-H na regido de 2400 cm™.
Apesar de pouca taxa de transmissdo, nota-se bandas na regido de 1.600 cm™, Sueiro et al.

(2016) e Seligra et al. (2016) afirmam que as formulagdes que apresentam bandas em torno de
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1654-1645 cm™ estdo associadas a flexdo angular do O-H nas moléculas de agua, indicando a
formacdo de interacdo da agua com os componentes das formulacfes (fécula de mandioca, e
glicerol).

As amostras TC1, THO5 e TOO05, atingiram baixa taxa de transmitancia nas regides de
1200 cm™ e 900-800 cm™, que compde os grupos funcionais dos anéis aromaticos, C-O, C-C
e vibragbes C-O-H (MARQUES et al., 2006). Percebe-se que o teste TO, cujo teste é sem
adicdo de OEs ndo apresentou transmitancia nessas regioes.

Todos os componentes dos filmes obtidos sdo polissacarideos, e o que diferencia estes
polimeros sdo os tipos de OEs envolvidos para a formagéo das cadeias do polimero, portanto,
0s espectros obtidos sdo bastante semelhantes entre si, mas comparando o0s espectros, podem
ser observadas pequenas diferencas na forma e intensidade de algumas bandas. Almeida et al.
(2022) afirma que a semelhanca entre os espectros indica que ndo houve mudancas

substanciais na estrutura da matriz de fécula de mandioca.

3.3.14. Espectroscopia na Regido Ultravioleta-Visivel (Uv-Vis)

Os raios UV tém o potencial de encurtar a vida atil dos produtos agricolas e
alimenticios. Portanto, os pesquisadores estdo trabalhando para criar materiais sustentaveis
com protecdo UV e embalagens biodegradaveis para resolver esse problema crescente
(EZATI et al., 2023). A oxidacdo dos alimentos induzida por UV é um importante fator
responsavel pela deterioracdo dos alimentos. Portanto, a protecdo UV e o contato direto com
os ingredientes alimenticios sdo importantes nas embalagens (EZATI e RHIM, 2022).

Quando ha radiacdo atravessando um material, um pouco dela é absorvida pelo
material e com isso as moléculas passam de um estado de energia mais baixa (estado
fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado) (PAVIA et al., 2015). No
espectro UV-VIS, a absorcdo da radiacdo nessa regido do espectro ocorre entre niveis de
energia eletronicos, conforme descrito no livro de Pavia et al. (2015) quanto maior for o
namero de moléculas capazes de absorver luz de um certo comprimento de onda, maior seré a
extensdo dessa absorcdo, fato conhecido como Lei de Beer-Lambert.

Essa Lei, ao ser relacionada com os graficos dos filmes na Figura 12, demonstra que
houve poucas moléculas capazes de absorver luz, expondo que ndo houve passagem de estado

de energia, devido a baixa intensidade de absorcao, dadas no eixo y.
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Figura 12. Espectro na regido do UV-Vis dos filmes de fécula de mandioca e OEs. Fonte: (a autora).

No eixo y, a absorbancia atingiu seu maior valor de 1,26 a.u. no TO1 e menor valor de
0,77 a.u. em TC1. Percebe-se pelos valores de absorbancia que houve absorcédo na regido UV
do espectro eletromagnético, mas devem ser considerados como baixo bloqueio contra o
espectro UV. Os OEs conforme descrito nos resultados da tabela 5 apresentam cores que
poderiam auxiliar na absorcdo da raios UV, porém seu processo de homogeneizacdo e
producdo com os outros componentes das peliculas pode ter sido afetado, ocasionando 0s
valores encontrados.

Peighambardoust et al. (2019) relata que em seus filmes ndo houve pico de absorcao
nos espectros UV-Vis dos filmes de fécula de mandioca puro e fécula de mandioca com
adicoes.

Na regido do Visivel (400nm) nao se identificou bandas de absor¢do, concluindo que
ndo houve excitacdo dos elétrons para um nivel energético mais alto. Ou seja, a energia ao
atingir as amostras dos filmes ndo foi absorvida por eles entdo a luz atravessou as amostras.

Ahmad et al. (2012) encontraram na faixa visivel, que filmes de gelatina sem adicao
de OEs mostraram maior transmissao de luz, em comparacdo com as membranas de gelatina e
OE de Bergamota e OE de Limé&o, em que, a transmissdo de luz provavelmente dependia da
distribuicdo do 6leo essencial na matriz do filme, bem como a interacdo entre 6leo essencial e

gelatina.
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3.3.15. Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial e Termogravimétrica (Tg)

A andlise de calorimetria, segundo Scudeler et al. (2020) e Sarpietro et al. (2014),
mede as temperaturas e o fluxo de calor associado as transices do material, fornecendo
informacbes sobre propriedades fisicas e quimicas, mudancas envolvendo processos
endotérmicos como transicbes de fase, desidratacfes, alguma decomposicdo e reacles
exotérmicas incluindo cristalizacdo, oxidacgdo, reacdes de decomposicdo ou mudancas na
capacidade calorifica que sdo consideradas transi¢cbes de primeira ordem. As transicdes de
segunda ordem, caracterizam-se pela variacao de capacidade calorifica, porém sem variacoes
de entalpia. Assim, estas transi¢cbes ndo geram picos nas curvas de calorimetria, apresentando-
se como um deslocamento da linha base em forma de “S”. Exemplos caracteristicos sdo a
transicdo vitrea e relaxacdes de tensdes térmicas da cadeia polimérica (CANEVAROLO
JUNIOR, 2007).

De acordo com a Figura 13(a), a temperatura de reacdo inicial das peliculas foi de
20°C e apresentaram picos exotérmicos em torno de 60°C-80°C, para TO1, TC1, TH1, TC05
e TOO05, que pode significar uma possivel decomposicao ou perda de massa. A pelicula TH05
obteve pico exotérmico a 40°C, ou seja, a quantidade de OEH influenciou nas propriedades
térmicas, visto que o pico apresentado foi de temperatura abaixo que o filme TH1. TO ndo
apresentou pico consideravel. Entre 170°C-180°C, THO05 e TOO5 indicaram um leve pico
exotérmico. Os filmes liberaram energia térmica conforme aumento de temperatura. TO1
apresentou resultado consideravelmente satisfatério indicando que o OEO apresentou melhor

propriedade térmica.
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Figura 13 (a) Dados de calorimetria exploratéria e (b) Dados termogravimétricos dos filmes de fécula
de mandioca e OEs. Fonte: (a autora).
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A TG, representada pela Figura 13(b) mede a massa de uma amostra enquanto ela é
aquecida em uma atmosfera definida. Seu principal uso é caracterizar materiais em relacao a
sua composi¢do. No primeiro evento térmico, entre 40°C-80°C, a perda de massa nas
temperaturas iniciais, deve-se a evaporacdo de agua, resultando em uma maior perda de massa
pelo TO.

O gréfico TG indica que o filme TO1 obteve menor variagcdo de massa conforme o
aumento de temperatura, perdendo cerca de 20% de massa. As membranas THO5 e TO05
estabilizaram a perda de massa durante as temperaturas de 80°C a 160°C, onde THO05
apresentou maior porcentagem de massa ao comparado com TO05. Com o aumento dos OEs
nas membranas com Cravo e Hissopo, houve maior degradacdo da massa. Em geral, os filmes
incorporados com Gleos essenciais tiveram maior estabilidade térmica em comparacdo com o
filme controle.

Ahmad et al. (2012), e Pelissari et al. (2009) afirmam que a adigédo de OEs aumentam
a estabilidade térmica das peliculas, pois a quantidade de compostos fenolicos dos OEs

produz filmes mais resistentes ao calor.

3.3.16. Difragéo de Raio X
As propriedades estruturais dos filmes de fécula de mandioca com OEs foram
determinadas por analise de difracdo de raios X, demonstradas no difratometria da Figura 14.
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Figura 14. Difratometria de raios X dos filmess de fécula de mandioca e OEs.
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Denota-se que as peliculas TC05 ¢ THI1 apresentaram leve pico na regido 260=16°. Os
outros filmes ndo apresentaram picos relevantes. E ap0s a regido de 26=25°, as membranas
ndo demonstraram variacdo. Os resultados da figura 14, indicam filmes com caracteristicas
amorfas que podem se dar devido a presenca da amilopectina da fécula de mandioca ou/e pelo
processo téermico na producdo dessas membranas.

Segundo Nascimento (2016) o aparecimento de picos simples de forma bem
expandida sdo caracteristicas das estruturas amorfas. Bidusk et al. (2017) em seus estudos
com filmes de biocompostos de amido de trigo fosforilados e reticulados na presenca de oxido
de polietileno verificaram que os filmes apresentaram uma estrutura semicristalina, com uma
maior regido amorfa, caracteristica de materiais de amido submetidos ao processamento
térmico.

Conforme Ferreira e Almeida (2022) quando granulos de amido em excesso de agua
sdo aquecidos a uma temperatura especifica ocorre o intumescimento granular além do
inchaco reversivel. Neste caso, ocorre 0 rompimento das ligacGes de hidrogénio nas regides
amorfas e a ruptura da ordem molecular no interior dos granulos acarretando a perda da
birrefringéncia. Essa transicao térmica, denominada gelatinacéo é uma caracteristica exclusiva
dos amidos e consiste em um processo irreversivel, isto é, a secagem do amido gelatinizado
resultard em grénulos amorfos, diferente da estrutura inicial (semicristalina) (SINGH et al.,
2003; BEMILLER e HUBER, 2010)

CONCLUSAO

Os filmes com a fécula de mandioca, glicerina e OEs de cravo, hissopo e orégano
foram produzidos apresentando caracteristicas satisfatorias. Todos os filmes apresentaram
propriedade biodegradavel, fator importante para a substituicdo de filmes de origem sintética
para biopolimeros.

As diferentes concentracfes dos OEs, apesar de mostrarem-se hidrofilicos e com
pouca resisténcia a tracdo, obtiveram relevantes resultados de coloragdo, com pouca
opacidade, em que podem ser considerados como peliculas semitransparentes. As estruturas
guimicas da fécula de mandioca e amilose, juntamente com as cadeias dos OES que sdo
consideradas alineares, ilustraram pelo MEV, calorimetria exploratoria, TG e DRX supostos
filmes porosos e amorfos. Que podem fundamentar as caracteristicas de permeabilidade e
hidrofilicidade.

As analises de determinacdo de componentes realizada na regido do Infravermelho,

comprovou que a adicdo dos OEs, néo influenciou na estrutura da fécula de mandioca. E no
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espectro UV-Vis, os filmes ndo absorveram raios UV e que a luz na regido do Visivel
atravessa os filmes.

A inovacao do uso de OEH apresentou resultados significantes de elongacéo, atividade
antimicrobiana, solubilidade e propriedades térmicas, caracteristicas interessantes que o torna

viavel para aplicagdo em alimentos, por exemplo.
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4, CAPITULO 4

EFEITO DA NANO ARGILA BENTONITA E OLEO ESSENCIAL DE HISSOPO NA
PRODUCAO DE FILMES BIOPOLIMERICOS DE FECULA DE MANDIOCA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver membranas biodegradaveis oriundas de fécula de
mandioca com diferentes concentracdes de nano argila e adicdo de 6leo essencial de Hissopo
(OEH), analisando a possivel melhora das caracteristicas mecénicas, de barreira, térmicas e
antimicrobianas desses filmes. Foram desenvolvidos nove filmes com diferentes proporcoes
de bentonita e adicdo de OEH, denominados como: TO (fécula de mandioca + glicerol); B1 (
fécula de mandioca+glicerol+0,1g de nano argila); B2 ( fécula de mandioca+glicerol+0,2g de
nano argila); B3 ( fécula de mandioca+glicerol+0,3g de nano argila); B4 (fécula de
mandioca+glicerol+0,4g de nano argila); HB1 ( fécula de mandioca+glicerol+0,1g de nano
argila + OEH); HB2 ( fécula de mandioca+glicerol+0,2g de nano argila + OEH); HB3 ( fécula
de mandioca+glicerol+0,3g de nano argila + OEH) e HB4 ( fécula de mandioca+glicerol+0,4g
de nano argila + OEH). As peliculas foram produzidas pelo método de casting. Analisou-se as
propriedades de cor, opacidade, espessura, Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA),
solubilidade em &gua, resisténcia a tracdo, elongacdo e acdo antimicrobiana pelo método de
difusdo em é&gar. As propriedades de microestrutura foram investigadas pelos testes de
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier e Espectroscopia na regido UV-Vis. As caracteristicas térmicas
foram verificadas pelas analises Termogravimétricas (TG) e por Calorimetria Exploratéria
Diferencial. Visando a substituicdo de plasticos de origem sintéticas, foi realizado o teste de
biodegradacdo em solo. A interacdo da fécula de mandioca e bentonita, resultou melhora nas
propriedades mecénicas dos filmes (B1 e HB1). As membranas com adicdo de OEH,
apresentaram atributos de opacidade significantes (44,06+0,65) e menor PVA (4,45+0,82), as
peliculas com OEH também demonstraram ac¢do antimicrobiana. Os filmes de microestruturas
mostraram peliculas porosas e com resisténcia na dissolu¢do da nano argila. Os filmes se
degradaram em solo, exibindo perca de massa consideravel, destacando-se as membranas com
OEH. A adicdo da bentonita e OEH mostrou-se satisfatoria, apresentando potencial para
producdo de membranas, sua utilizacdo possivelmente serd vantajosa para as inddstrias,
reduzindo os impactos ambientais.

Palavras-chave: Argila; Biodegradaveis; Hissopus officianallis; Membranas;
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INTRODUCAO

Aproximadamente 300 toneladas de plasticos de origem sintética sdo produzidas
globalmente a cada ano, das quais cerca de 10 a 20 toneladas se acumulam no oceano
(SHARMA et al., 2022), causando danos significativos aos recursos terrestres, aéreos e
hidricos. Como alternativa de substituicdo de plasticos oriundos de fontes ndo renovaveis,
surge os filmes e revestimentos de matérias prima renovaveis (PEREZ-CORDOBA et
al.,2018).

Entre as fontes renovaveis, a fécula de mandioca é uma matriz de biopolimero
termoplastico de baixo custo e facil obtencdo, porém é composta por amilose (16-24%) e
amilopectina (84-76%) constituintes responsaveis pela baixa barreira ao vapor de agua,
resisténcia mecanica e propriedades térmica (OLIVEIRA et al., 2016). A misturas de fécula
com plastificantes, principalmente glicerol, quando submetidas ao aquecimento, levam a
fusdo da fracdo cristalina e a formacéo de amido termoplastico (TPS) (ST-PIERRE et al.,
1997). No entanto, a natureza altamente hidrofilica das redes amorfas de TPS limita as suas
aplicacdes em embalagens de alimentos devido a instabilidade durante o processamento de
plastificacdo e utilizacdo final. Visando uma melhora nas caracteristicas mecéanicas e de
barreira, pesquisadores vém aplicando nano argilas para aprimorar esses biopolimeros, como
por exemplo, a Bentonita.

A bentonita consiste principalmente de montmorilonita (Al203.4(SiO2) H20), uma
argila de filo-silicato composta de folhas e camadas (MAINA, WANYIKA e GACANJA,
2016). As argilas esmectiticas, bentoniticas ou montmoriloniticas possuem mais usos
industriais que todos os outros tipos de argilas industriais reunidas, sendo um material
extremamente versatil e de perfil adequado para obtencdo de produtos ou insumos de elevado
valor agregado (SILVA e FERREIRA, 2008). Com alta capacidade de retencdo de agua,
capacidade de expansdo e higroscopicidade, essa nano argila tem se demonstrado como
componente interessante para producéo de filmes biopoliméricos (L1U, XIE e QIN, 2017).

Segundo Scuedeler et al. (2020), a incorporacdo de substdncias antioxidantes e
antimicrobianas, como 6leos essenciais (OEs), na preparacdo de filmes renovaveis tem sido
feita nos Gltimos anos. Os 6leos essenciais sdo liquidos de substancias aromaticas e volateis
extraidos de componentes de plantas, sendo composto principalmente, por monoterpenos,
sesquiterpenos e seus derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas, fendis e
oxidos) (MENEZES et al., 2019; SAID-AL AHL et al., 2015). O 6leo essencial de hissopo
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(OEH), possui aroma especifico, usado em cosméticos, na industria alimenticia e apresentam
atividades relaxantes musculares, antibacterianas e antifangicas (SAID-AL AHL et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e determinar a melhoria das propriedades de
barreira ao vapor de agua, mecénicas e téermicas de filmes de fécula de mandioca devido a

presenca da argila bentonita e a adicdo de OEH.

MATERIAL E METODOS

A fécula de mandioca, glicerina, agua destilada e bentonita, utilizados no experimento,
foram cedidos pelo laboratério de Bioengenharia da UFGD. O OEH (marca: Now Essential
Oils, Illinois, EUA) foi obtido comercialmente. A cromatografia gasosa do OEH encontra-se
no Anexo.

4.2.1 Desenvolvimentos dos filmes

O experimento foi realizado no laboratério de Bioengenharia-CLF, UFGD. A
metodologia foi realizada segundo Holsbach et al. (2019) e Chevalier et al. (2020) com
adaptacdes. Foram preparadas nove solucdes de filmes de fécula de mandioca (TO), com
diferentes concentracdes da nano argila e adicdo de OEH em concentracdo 1% (g/ml), todas
hidratadas em 100 ml de &gua destilada, representados pela Tabela 8. A fécula de mandioca e
as diferentes concentracbes da bentonita, foram aquecidos e agitados por um agitador
mecanico eletrénico (modelo Q235-1), a 350 rpm, até alcancar o processo de intumescimento,
a temperatura de 60°C. Subsequentemente foi adicionada glicerina a solugdo, em proporc¢éo
30% (g/ml), em agitacdo por mais 20 min. Apo6s o resfriamento da solucdo até 35°C
aproximadamente, foi adicionada a concentragéo de 1% (g/ml) de OEH.

As membranas foram desenvolvidas pela técnica de casting que consiste no
espalhamento de 20ml em placas acrilicas de 0,09m de diametro. Consecutivamente, as placas
foram depositadas em estufa com circulacdo de ar (Marconi, modelo MA035, Sdo Paulo,
Brasil) por 18h para completa ebulicdo do solvente. Posteriormente, as peliculas foram
armazenadas por 24h em dessecadores de vidro com vacudmetro em uma temperatura de
20°C e umidade relativa de 75%. A umidade relativa foi controlada usando solugéo saturada
de cloreto de sddio. As peliculas prontas foram acondicionadas em caixa térmica para

protecdo de intempéries até o inicio das analises.

Tabela 8. Concentragdes de nano argila Bentonita e OE

Filmes Bentonita (g) OEH (%0OEH/3g de fécula de
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mandioca)
TO - -
B1 0,1 -
B2 0,2 -
B3 0,3 --
B4 0,4 -
HB1 0,1 1
HB2 0,2 1
HB3 0,3 1
HB4 0,4 1

TO (fécula de mandioca + glicerol); B1 ( fécula de mandioca+glicerol+0,1g de nano argila); B2 ( fécula de
mandioca+glicerol+0,2g de nano argila); B3 ( fécula de mandioca+glicerol+0,3g de nano argila); B4 (fécula de
mandioca+glicerol+0,4g de nano argila); HB1 ( fécula de mandioca+glicerol+0,1g de nano argila + OEH); HB2
( fécula de mandioca+glicerol+0,2g de nano argila + OEH); HB3 ( fécula de mandioca+glicerol+0,3g de nano
argila + OEH) e HB4 ( fécula de mandioca+glicerol+0,4g de nano argila + OEH)

4.2.2 Cor e Opacidade

A cor instrumental foi determinada através do colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japdo). As medidas foram realizadas em trés partes do filme, sendo: uma no
centro e as outras duas nas laterais (distancia da borda). Os filmes foram colocados em um
quadro branco definido como padrdo (Gennadios et al.,1996). As escalas, CIE-Lab, foram
utilizadas para medir parametros L* (Luminosidade variando de O (preto) a 100 (branco)); a*
e b* (variando de vermelho a amarelo), H* angulo hue (vermelho-roxo, em 0°, amarelo em
90°, verde-azul em 180° e azul em 270°) ¢ AE como a diferenca de coloracéo

(HUNTERLAB, 1997). Valores quais foram calculados pelas seguintes equacoes:

C* = (a*)z + (b*)z (421)

H*'(°)= arctani—: X % (4.2.2)

AE* = \[(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? (4.2.3)

Em que: AE*= diferenca de cor; AL = diferenga em mais claro e escuro (+ = claro, - =
escuro); Aa = diferenca em vermelho e verde (+ = vermelho, - = verde); Ab = diferenca em

amarelo e azul (+ = amarelo, - = azul)
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A opacidade também foi determinada através do colorimetro CR-400 (Konica
Minolta, Chroma Meter, Japdo). Foi realizado a calibracdo do colorimetro com um fundo de
coloracdo branca e preta. As medic6es foram realizadas em triplicata. Os valores de opacidade
foram calculados de acordo com a Equacéo (4.2) (HUNTERLAB, 1997):

FPTT0 % 100 (4.2.4)

Op(%) =

FPbranco

Em que: Op = opacidade (%), Pp = superficie preto e Pb = padrao superficie branco.

4.2.3 Espessura
As medidas das espessuras dos filmes foram realizadas utilizando um paquimetro
digital (Digemess 100.174B) com precisdo de 0,001mm. Foram coletadas cinco medidas de

cada amostra em diferente area das amostras dos filmes.

4.2.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de &gua indica o qudo permeavel o filme é as moléculas de
agua, ou seja, € a taxa de transmissdo de vapor de &gua por unidade de &rea do material
(ASTM, 1980). A amostra de filme foi selada na abertura circular de uma célula de
permeacédo contendo cloreto de calcio anidro (0% de UR). Estas células de permeacdo foram
colocadas em dessecadores de vidro com uma solucdo saturada de cloreto de sodio e mantidas
a 25°C. O ganho de massa através do filme foi analisado a cada 24h, por sete dias. A

permeabilidade ao vapor de agua foi calculada pela equacéo (4.2.5):

AW X

Em que: PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (g mm KPa? dia®! m?); AW= Ganho de
massa pelo dessecante (g); e= Espessura do filme (mm); t= Tempo de incubacgéo (dias); A=

Area da superficie do filme exposto (m?); AP= Diferenga de pressio parcial (KPa)

4.2.5 Solubilidade em agua (S%)

A solubilidade foi determinada de acordo com o método proposto por Gontard et al.
(1994). As amostras, em triplicata, foram preparadas com circulos de 0,015m de diametro,
extraidos das peliculas. A matéria inicial seca das amostras foi obtida por meio da secagem
em estufa com circulacgdo e renovagédo de ar a 105°C durante 24h. Ap0s a primeira pesagem,
as amostras foram imersas em um recipiente contendo 30ml de agua destilada e mantidas sob

agitacdo lenta e constante a 150 rpm em um agitador orbital a 25°C, também por um periodo
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de 24 h (Cientec, CT-712RNT). As amostras solubilizadas foram entdo removidas levadas a
secagem em uma estufa de circulagéo e renovagéo de ar a 105°C por mais 24h para obter a
matéria seca final. A solubilidade do filme foi representada pelo material soltvel total

dissolvido em agua, calculado de acordo com a Equacéo (4.2.6)

S(%) == 100 (4.2.6)

mf

Em que: S = solubilidade em agua (%); mi = massa seca inicial da amostra (g); mf= massa

seca final da amostra (Q).

4.2.6 Resistenciaa Tracao (RT)

A resisténcia a tracdo foi determinada, em triplicata, por meio da utilizacdo de um
analisador de textura TA-XT2 (SMS, Surrey, Reino Unido), operado de acordo com o método
padrdo ASTM D 882-83 (ASTM, 1995), conforme modificado por (TANADA-PALMU et
al., 2000). Os filmes foram cortados em retangulos com éarea total de 0,105m? e fixados em
garras com distancia inicial até a separacdo de 0,05m. A velocidade dos filmes foi fixada em
0,8 mm/s. A resisténcia a tracdo foi calculada dividindo a forca méxima necessaria para a
ruptura do filme pela area de secdo transversal do filme, pela equagéo (4.2.7):

RT = 4.2.7)

A

Em que: RT: resisténcia a tracio (Mpa); Fm: forca média (N); e A: area do filme (m?).

4.2.7 Elongacéo (E%)

Com uso do equipamento TA-XT2 e baseando-se na metodologia de Tanada-Palmu et
al. (2000), pode-se determinar também a elongacdo (E%) das peliculas em porcentagem,
mediante diferenca entre a distancia final percorrida até a ruptura e a distancia inicial de
separacdo, dividindo-as pela distancia inicial de separacéo, Equacéo (4.2.8):

“ x 100 (4.2.8)

do

(dr-

E:

Em que: do: separacdo inicial entre as garras (cm); dr = separacdo entre as garras no momento

da ruptura (cm).

4.2.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A analise mais utilizada para avaliar a microestrutura de filmes biodegradaveis é a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A morfologia da superficie dos filmes foi

observada utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL, JSM-6060, Japao),
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operado a 10 kV e 50 mA, no Laboratério Multiusudrio de Andlises de Materiais -
MULTILAM, do departamento de Fisica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS). Antes da realizacdo do teste MEV, as amostras foram colocadas em um suporte de
aluminio e cobertas com uma fina camada de ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a
conducdo térmica de acordo com Chevalier et al. (2020). Imagens foram capturadas com
ampliacdo de 500x; 2000x e 5000x.

4.2.9 Espectroscopia Na Regido Do Infravermelho Por Transformada De Fourier

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), foi realizada no Laboratorio de Caracterizagdo- CLF, pelo departamento de Fisica —
UFGD. A andlise ocorreu pelo espectrofotometro (Prestige 21, 210045, Japdo), sem aplicacao
de aditivos, por transmitancia, na regido espectral de 4000-400 cm™, com actimulo de 32
varreduras, utilizada para avaliacdo da presenca de grupos quimicos das matrizes poliméricas

dos filmes de fécula de mandioca e 6leos essenciais.

4.2.10 Espectroscopia na Regido UV-Vis

Os espectros eletronicos de absor¢do molecular nas regides do ultravioleta e visivel
(UV-Vis) foram obtidos em um espectrofotdmetro (Lambda 60S—PerkinElmer). As analises
espectroscopicas no estado solido foram realizadas através da técnica de reflectancia difusa.
Os espectros obtidos foram utilizados ap6s a transformacdo da porcentagem de reflecténcia
em absorbancia [log10(1/reflectancia)] no espectrofotometro Lambda 60S—PerkinElmer com
esfera integradora. Os dados foram obtidos no laboratério de sintese e caracterizacdao
molecular - LSCM, no Instituto de Quimica — UFMS, Campo Grande/MS.

4.2.11 Calorimetria exploratoria e Termogravimetria (TG)

As temperaturas de transicdo do vidro e as variagdes de entalpia de fuséo dos filmes
foram determinadas usando calorimetro de varredura diferencial (Netzsch, Modelo: STA 449
F3 Jupiter, Selb, Alemanha) com o médulo de resfriamento por nitrogénio liquido. Amostras
com cerca de 6 a 8 mg das peliculas foram hermeticamente seladas em céapsulas de aluminio e
pré-condicionadas a 25°C e 50% de umidade relativa. As medidas foram realizadas em
atmosfera inerte de grau cromatografico a gas nitrogénio ultra seco, com a mesma vazao e 0
empuxo de 50 ml mint. Os filmes foram iniciados a 40°C e em seguida foram aquecidas a
uma taxa de 10°C min até atingir 200°C. O material de referéncia para esta analise foi o ar
atmosférico (ANDRADE et al., 2017).



76

4.2.12 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi aferida por meio do teste de difusdo em agar. A
producdo de meio de cultura, por agar muller-hinton (KASVI, MODELO: K25-620033) foi
realizada conforme proporgdes descritas pelo fabricante.

Os filmes biopoliméricos foram cortados em formato de discos com didmetro de
0,015m. Seguidamente foram colocados sob uma placa de agar muller-hinton contendo a
bactéria Bacillus cereus ATCC 14579 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048, cultivadas em
placas de petri preenchidas com +10 ml de agar mueller-hinton. As placas de Petri foram
colocadas em incubadora durante 36h a 37°C para formacéo dos halos de inibigcdo bacteriana,
aferidos, posteriormente, por meio de um paquimetro os diametros da zona de inibicdo em
torno do halo (MEDINA et al., 2011; FARJANA; ZERIN; KABIR, 2014). As zonas com
didmetro maior ou igual a 0,09 m foram consideradas como de inibicdo (OLIVEIRA et al.,
2013; ZHAO; SHAH, 2015). Os filmes utilizados nesta anélise foram os com adigdo de OEH,

para investigar e comprovar caracteristicas antimicrobianas do OE adicionado.

4.2.13 Biodegradacéo

Os ensaios de biodegradacdo foram realizados de com adaptacGes da metodologia
proposta pela norma G160-98 da ASTM (1998), Fernandes et al. (2019), Gomes e Borges
(2022). O material de solo utilizado foi o argilosolo vermelho, tipico da regido de Dourados-
MS, retirado no dia 15/07/2023 e disposto em bandejas de plastico 0,32x0,32m. Foram
adicionadas 5¢cm de terra, em seguida, os filmes foram acomodados e entdo complementados
mais 5¢cm de terra. visando a simulacéo de condigdes naturais, as bandejas foram mantidas a

temperatura de 25°C, durante periodo de 42 dias.

4.2.14 Analise Estatistica

Os resultados dos filmes desenvolvidos foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e a comparagao de médias pelo teste de Tukey (o = 5%), utilizando o software
Minitab19®.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

43.1 Cor

Pode-se observar a variacao dos filmes sob os parametros cromaticos de L*, a* e b* na
Tabela 9. Ao relacionar as respectivas concentra¢des de bentonita com os aditivos do OEH,
constata-se que os filmes HB1, HB2, HB3 e HB4, apresentaram maiores valores de
luminosidade, em que provavelmente os compostos fendlicos do OEH auxiliam na disperséo
da bentonita deixando filmes mais luminosos. A coordenada a*, apresentou valores negativos,
exceto na formulagdo B4. Segundo Chevalier et al. (2020) no Chroma a*, (-a) e proximos de
0, implicam em filmes com pouca tendéncia a cor esverdeada, pois quanto maior o valor
negativo do parametro mais tende ao verde e (+a) tendem a coloracdo vermelha. A
coordenada b* indica tons de amarelo (+b) a azul (-b) (LEON et al., 2006). O parametro b*

obteve valores positivos, chegando a coordenada de 10,85+0,07, referente a B4.

Tabela 9. Dados de Cor e Opacidade dos filmes de fécula de mandioca, bentonita e OEH.

Filmes L* a* b* Op (%) c* H° AE
TO 94,06+0,24*  -0,27+0,01¢  4,88+0,22"  44,03+0,71°>  4,89+0,22f 93,21040,2742 nd
B1 91,55+0,21°  -0,07+0,02°  7,06+0,07%  45,15+0,68°  7,06+0,07%  90,010+0,003 ° 7,94+1,01%
B2 92,34+0,81%  -0,22+0,03%  6,89+0,66°  44,44+0,84°  6,90+0,66°  90,032+0,007° 6,06+3,67%
B3 91,11+0,93*  -0,06+0,05*  8,48+0,61°  4545+0,29°  8,48+0,60*  90,007+0,006"° 16,1645,12°
B4 89,47+0,02¢  -0,34+0,03*  10,85+0,07¢  47,93+0,26*  10,86+0,07%  89,989+0,036° 40,480,932
HB1 92,04+0,33*  -0,01+0,04*  6,44+0,26°  44,41+0,82°  6,44+0,26°  90,005+0,002° 4,53+1,81°
HB2 91,91+0,25°  -0,23+0,03%  7,06+0,24%  44,06+0,65°  7,06+0,24%  90,033+0,006° 6,97+0,89%
HB3 91,64+0,15°  -0,11+0,06™  8,02+0,39%  44,83+1,13*  8,02+0,38°  90,014+0,009° 12,41+2,26%
HB4 90,94+1,21%¢  -0,22+0,07%  9,47+0,28"  44,67+0,84°  9,47+0,28°  89,976+0,006° 24,89+3,03°

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05

A caracteristica de opacidade obtida pela equacdo (4.2.4) indica que a adi¢do da
bentonita influenciou na cor em todos os tratamentos desenvolvidos, embora os filmes com
Oleo essencial de hissopo o parametro L foi 92,04+0,33; 91,91+0,25; 91,64+0,15 a
90,94+1,21 nos tratamentos de HB1, HB2, HB3 e HB4 respectivamente, ou seja houve uma
tendéncia ao branco. Garrido et al. (2021) relata situacdo parecida com a encontrada, onde, a
passagem de luz nos filmes de gelatina diminuiu com a presenca da argila. Resultados assim,

sugerem que a argila ndo foi completamente dispersa, por formar aglomeracdes intercaladas
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na matriz do biopolimeros, impedindo a passagem de luz através da pelicula (GIANNAKAS
etal., 2014).

As membranas demonstraram aumento de saturacdo (Chroma C*) conforme o
acréscimo de nano argila e leve diminuicdo ao compara-los com os de inclusdo de OEH.
Moalla et al. (2021) e Yong et al. (2019) afirmam que essa altera¢do na saturagdo € atribuida
a presenca de compostos fendlicos e pigmentos existentes nos OEs. A alteracdo de saturaco
com os filmes da nano argila, deve-se possivelmente aos seus compostos.

Matiz (H°) € um termo que descreve uma dimensdo de cor que experimentamos
prontamente quando olhamos para a cor, ou para sua forma mais pura (PREUCIL, 1953). Na
Tabela 9 os valores de H° indicam membranas com tonalidades no espectro do amarelo.

A incorporacdo de bentonita e OEH afetou significativamente (p<0,05) a diferenca de
cor do filme TO, demonstrando que houve alteracdo na dispersdo de luz na matriz polimérica

das membranas.

4.3.2 Espessura

As membranas com bentonita demonstraram maior espessura ao serem comparados
com o TO, conforme Tabela 10. A espessura dos filmes ndo sofreu influéncia conforme o
aumento de massa, mediante as diferentes porcentagens de argila. Pressupde-se que a
alteracdo da espessura foi obtida diante o processo de secagem dos filmes, em que as placas
ndo estivessem niveladas dentro da estufa de circulacao de ar.

Brasil et al. (2022) comenta que controle da espessura é dificil, sobretudo, nos
processos de producdo do tipo “casting”. Onde diversos autores ao desenvolverem peliculas
com mesma matéria prima e técnica obtiveram valores diferentes.

Os valores estatisticos de espessura, diferem entre si, indicando possivel variacdo nas

médias das peliculas.

Tabela 10. Dados das caracterizages dos filmes de fécula de mandioca, bentonita e OEH

Filmes Espessura (mm) PVA (g.mm/m2.dia.KPa) S (%)
T0 0,078+0,005¢ 7,02+0,012 28,63+6,10%
B1 0,181+0,030%° 7,95+0,51° 23,54+7,78
B2 0,143+0,008" 12,95+0,86%° 40,97+6,83%
B3 0,226+0,040? 19,56+1,573¢ 40,71+3,47%
B4 0,171+0,0632° 6,30+0,77¢ 25,57+3,64%®
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HB1 0,117+0,003% 4,45+0,82° 44,58+5 522
HB2 0,201+0,0122 19,89+1,77% 39,58+3,80%
HB3 0,128+0,005°< 7,5746,91%¢ 26,25+1,87%
HB4 0,141+0,021b< 5,04+0,26° 26,74+5,66%

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05

4.3.3 Solubilidade em agua

A solubilidade informada na Tabela 10 em agua dos filmes variou entre 23,54% -
44,58%, ambos nos filmes com mesma proporcdo de nano argila (B1 e HB1). Os filmes HB2
e HB3 apresentaram menores valores aos relacionar com B2 e B3. Presumisse que tal
informacdo se dé mediante a caracteristica hidrofébica do OEH pois, segundo Caetano et al.
(2017) compostos hidrofilicos tendem a aumentar os valores de solubilidade enquanto os
hidrofobicos diminuem esses valores. Tais resultados encontrados de B2 e B3 podem indicar

a caracteristica soltvel da nano argila.

4.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade dos filmes é relacionada a espessura dos mesmos, onde percebe-se
gue quanto maior a espessura das membranas, maiores os valores de PVA, conforme dados da
Tabela 10. A membrana HB2 apresentou segundo maior resultado de espessura e maior de
PVA indicando que vapor d’agua atravessou a pelicula, ocasionando um aumento de massa
do Cloreto de Calcio anidro que estava localizado dentro da célula de resina. Diferente dos
valores de HB2, a adicdo de OEH ocasionou menores resultados de PVA, ao relaciona-los aos
filmes com mesma porcentagem de bentonita. Destacou-se a membrana HB1, que apresentou
valor de 4,45+0,82 e indica a natureza hidrofobica do OEH e a hidrofilica da bentonita.

Chevalier et al. (2020), obtiveram resultado semelhante, em que o tratamento de
melhor resultado foi o filme com maior concentracdo de Oleo essencial de cravo, menor
concentracdo do plastificante e de argila. Entretanto, Cortez -Vega et al. (2013), relata que a
PVA diminuiu quando foram usados maiores teores de argila (Montmorilonita), obtendo
valores entre 3,2+0,1 - 5,5+0,2. Shanmathy, Mohanta e Thirugnanam (2021) obtiveram
diminuicdo de PVA em seus filmes de fécula de mandioca de taro reforgados com bentonita
quando comparados com de fécula de mandioca de taro puro. O mesmo aconteceu nos filmes
B4, HB1 e HB4, ao relaciona-los com TO, além dos trés filmes ndo apresentarem diferenca

significativa (p<0,05).
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Segundo Wu et al. (2017), os valores de PVA considerados aceitaveis para uso em
embalagem de alimentos sdo de 0,57 g.mm/m2.dia.KPa a 13,27 g.mm/m?.dia.KPa. indicando

que apenas os filmes B3 e HB2 nédo se adequam.

4.3.5 Resisténcia a tracédo (RT)

Recentes estudos retratam a melhora das propriedades mecénicas, conforme aplicacéo
de nano argilas. Os resultados encontrados de RT, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa para todos os filmes produzidos. Pela Figura 15, pressupde-se a aplicabilidade da

bentonita na melhora de resisténcia dos filmes, juntamente com o OEH.
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Figura 15. Resistencia a tracdo dos filmes de fécula de mandioca, diferentes concentracdes de
bentonita e OEH. Fonte: (a autora).

As peliculas B1 e HB1 apresentaram significantes resultados. Ao comparar as
membranas B1 e HBL1, constata-se que as propriedades dos compostos do OEH afetam a
matriz da fécula e da bentonita, resultando em uma menor forca de coesédo. Os filmes TO, B2 e
B3 obtiveram valores semelhantes indicando possivelmente que ndo houve interacdo entre a
fécula de mandioca e a nano argila durante a producéo do filme.

Os resultados de Shanmathy, Mohanta e Thirugnaman (2021) demonstraram que as
caracteristicas mecéanicas variaram conforme concentracdes de Bentonita, diante do fato de

que concentracdes maior/igual a 3% de nano argila, apresentaram valores inferiores de
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resisténcia. Luckham e Rossi (1999) esclarecem que uma maior adi¢cdo de 2,5% forma um
aglomerado de argila, que ndo se dissolveriam, causando reducdo nas propriedades

mecanicas.
4.3.6 Elongacéo

A propriedade de elasticidade até ruptura dos filmes é demonstrada pelo gréfico de

Elongacédo (E%) na Figura 16. Os filmes ndo apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 16. Elongacdo dos filmes de fécula de mandioca, diferentes concentragdes de bentonita e OEH.
Fonte: (a autora).

Conforme Figura 16 a elasticidade dos filmes ultrapassou 50%, significando que a
adicdo de bentonita influenciou significativamente. Pois, o teste TO, obteve menor resultado.
Tal dado pode ser presumido diante a interacdo da fécula de mandioca e bentonita com a
concentracdo de glicerina (30%) em sua solucdo, devido ao fato de que a glicerina possui
propriedades plastificantes, que colaboram na elasticidade dos filmes (PEREIRA et al., 2022).

A porcentagem de bentonita na pelicula B4 obteve resultados satisfatorios o que nédo
foi o obtido no teste de RT. Essa particularidade da nano argila como material de
preenchimento que colabora na RT e elasticidade dos filmes de fécula de mandioca, foi
relatado nas pesquisas de (CYRAS et al., 2008 e MONTEIRO et al., 2017).
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O OEH atuou positivamente na caracteristica de elongacdo dos filmes, conforme
dados dos filmes HB1 e HBA4. Pelo fato da concentragdo de 1% de OEH ser a mesma para
todos os filmes, considera-se que a elongacdo das membranas é devida a interacdo entre a
porcentagem de bentonita em relacdo ao OEH, glicerol e fécula de mandioca.

4.3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura dos filmes, em ampliacdo a 5.000x é demonstrada na Figura 17. As
membranas B1 e HB1 apresentaram particulas de nano argila que provavelmente ndo se
dissolveram durante desenvolvimento dos filmes. A mesma caracteristica é observada nos
filmes B4 e HB4.

Figura 17. Micrografia dos filmes de fécula de mandioca, com concentra¢Bes de bentonita e OEH,
imagens superficiais. Fonte: (a autora).

As semelhancas encontradas neste trabalho entre os filmes B1, HB1, B4 e HB4,
possivelmente podem ser explicados mediante a similaridade das imagens das microestruturas

de sua superficie.
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Jé& os filmes B2, HB2, B3 e HB3 apresentaram estruturas de superficies porosas e ndo
homogéneas. Esses mesmos filmes exibiram maiores resultados de PVA, pois a porosidade
contribui para passagem de vapor de agua.

Monteiro et al. (2018) afirma que a presenca de Bentonita influencia
significativamente a homogeneidade da superficie do filme de fécula de mandioca, tornando-o
mais uniforme sem a presenca de aglomerados ao longo da matriz biopolimérica, pois a
presenca de aglomerados pode trazer fragilidade nas membranas, tornando suscetivel a
permeabilidade ao vapor de agua (CHIU et al., 2014; KOTAL e BHOWMICK, 2015).
Percebe-se entdo que provavelmente durante a producdo das membranas a nano argila néo se

integrou com os outros componentes, acumulando-se na superficie das peliculas.

4.3.8 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier

A transmitancia na regido do Infravermelho, é apresentada na Figura 18, os espectros
de TO, B2 e B3 apresentam certa semelhanca em seus perfis, possivelmente demonstrando que
ndo houve interacdo entre os componentes fécula de mandioca-glicerol e fécula de mandioca-
glicerol-bentonita. Pois, na regido de 2300 cm™ a figura apresenta picos consideraveis,
possivelmente indicando a presenca de alcinos (C=C) nos filmes TO, B4 e levemente em B1.
E na regido de 3800 cm™, os picos indicam a presenca de hidroxilas (OH-).

Os filmes B2 e B3, possuem um decréscimo nessa regifo, de 3800 cm™, indicando a
reducdo do grupo funcional hidroxila. Todavia, ambas as amostras retratam picos em 3500
cm, que sugerem a presenca de aminas (N-H).

Shanmaty et al. (2021) explica que a intensidade do pico de OH pode aumentar apds a
adicéo de bentonita. Esta mudanca de intensidade significa a excelente disperséo da bentonita
na matriz de fécula de mandioca.

Todas as formulagBes apresentaram bandas em torno de 1600cm™ que estdo
associadas a flexdo angular do O-H nas moléculas de agua, indicando a formacdo de interacao
da d4gua com os componentes das formulagdes (fécula de mandioca e glicerol) (SUEIRO et
al., 2016; SELIGRA et al.,2016). E pela auséncia de picos na regido de 3400cm™ que indicam
os grupos funcionais de O-H, e a presenca de bandas na regi&o de 1300-1000cmt, pressupde-

se a existéncia de éteres (C-0).
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Figura 18. Espectros na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier, por transmitancia. (a)
filmes de fécula de mandioca e concentragdes de bentonita. (b) filmes com OEH. Fonte: (a autora).

Na Figura 18, a aplicacdo de OEH no teste B2, apresentou maior transmitancia, visto
que o teste HB2 apresentou alta transmitancia (58%) ao comparéa-lo com B2 (53%). Esse
mesmo teste HB2, mostra um pico consideravel na regido de 1400 cm™, que especifica a
presenca de alcool (C-OH) ou fenol (OH- ligado a um anel de benzeno).

A existéncia de picos na regido de 1550cm™, representados em todas as amostras com
OEH, pode significar a presenca de ligacdes duplas (C=C) de compostos aromaticos,
ressaltando o teste HB2, que apresenta pico relevante. As mesmas caracteristicas sdo
retratadas na regido 1950 cm™, onde os picos sugerem a existéncia de (C=C), que podem
indicar um indicio das caracteristicas antioxidantes dos filmes.

Picos nas regides, 1015-1005 cm™, foram encontrados por Zamrud, Ng e Salleh
(2021) e Oliveira, Rocha, Silva e Bertolino (2016), que sdo atribuidos ao estiramento Si-O-Si
devido a presenca de bentonita e a interacdo do grupo aluminio (Al) da bentonita, picos nessa

regido foram mais evidentes no filme HB2.
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Quando ha radiacdo atravessando um material, um pouco dessa radiagdo é absorvida

por esse material, produzindo um espectro chamado de “absor¢do” (PAVIA et al., 2015). A

Figura 19, representa o0s espectros na regido UV-Vis.
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De acordo com a Figura 19 (a), quanto maior a adicdo da bentonita, melhor a
absorbancia da radiacdo no espectro UV. Ja TO ndo apresentou absorcdo consideravel,
significando que a radiacéo atravessou o filme.

A aplicacdo de OEH aumentou consideravelmente a intensidade de absorbancia das
peliculas para radiacdo UV, ao se comparar Bl (Figura (a)) com HBI1(Figura (b)).
Contrariamente, HB4 apresentou absorgéo relativamente menor, presumindo-se que o OEH
possibilitou a transmissdo de radiagdo UV pelo filme, tais resultados se correlacionam aos
obtidos na luminosidade dos filmes.

Segundo Pavia et al. (2015), a regido de comprimento de onda a partir de 400nm ¢é
denominada Regido do Visivel (Vis) e conforme as Figuras 19 (a) e (b), no espectro Vis, a
absorbancia dos filmes com nano argila, apresenta intensidades maiores que 0,6 (a.u). Zhu et
al. (2023) em sua investigacdo obteve resultados onde a transparéncia da pelicula foi de
600nm em que todas as transluscéncias estavam entre 70% e 80%, de acordo com o desejo do
comprador de ver a substancia em seu interior.

As peliculas produzidas demonstram possiveis aplicacbes para alimentos que

necessitem de protecdo contra raios UV, por exemplo, que evite a oxidacao.

4.3.10 Calorimetria exploratéria diferencial e Termogravimetria (TG)

A anélise de comportamento térmico desempenha um papel vital na determinagdo do
comportamento fisico-mecanico de filmes de polissacarideos ao persuadir a fase
amorfa/cristalina  (BEHERA, MOHANTA e THIRUGNAMAN, 2022). A partir do
termograma de calorimetria exploratéria diferencial, demonstrada na Figura 20, € possivel
prever as propriedades térmicas das peliculas produzidas.

A Figura 20 (a) representa os filmes com fécula de mandioca e concentracGes de
bentonita. Os filmes TO, B2 e B3 entre 70-75°C houve liberacdo de energia, indicando um
declinio nas linhas dos graficos. O filme B1 e B4 apresentaram comportamentos opostos um
do outro, em que B1 obteve pico exotérmico e B4 pico endotérmico. Todavia, ap6s 150°C, B1

e B4 absorveram energia apresentando entalpia positiva em suas amostras.
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Figura 20. Dados de calorimetria exploratéria diferencial (a) filmes de fécula de mandioca com
diferentes concentrag@es de bentonita. (b) filmes com adi¢do de OEH. Fonte: (a autora).

A Figura 20 (b) representa os filmes com fécula de mandioca, bentonita e OEH. A
membrana HB3 absorveu energia demonstrando pico exotérmico consideravel na figura. Apos
a chegada da temperatura entre 125°C, os filmes HB2 e HB3 apresentaram entalpia negativa,
indicando que houve liberagdo de calor das amostras. Os filmes HB1 e HB4, obtiveram suave
pico endotérmico entre 125-140°C e em seguida, absorveram calor entre 170-180 °C,
apresentando leve pico exotérmico. HB1 absorveu energia entre 238°C.

Possivelmente os picos dos filmes B1, B4, HB1 e HB4 representaram a energia

necessaria capaz de elevar o estado de agitacdo molecular levando o composto do estado
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solido ao estado liquido. Scudeler et al. (2020) afirma que interacOes intercaladas entre
polimero e nanoparticula diminuem a mobilidade rotacional e translacional aumentando a
temperatura, ou seja, € necessaria mais energia para ocorrer a transicao vitrea. A temperatura
de transicdo vitrea é tomada como o valor médio da faixa de temperatura que durante o
aquecimento de um material polimero, que esta em uma temperatura muito baixa, muda para
valores aumentados, permitindo que as cadeias poliméricas que estdo na fase amorfa se
tornem moveis, alterando a conformacéo da estrutura (ANDRADE et al., 2017).

Shen e Kandem (2015) em sua investigacgdo com filmes de quitosana e oéleos
essenciais, associam 0s picos exotérmicos, obtidos em torno de 270°C, com a decomposi¢ado
de seus filmes.

Os gréaficos de Termogravimetria (TG) sdo apresentados na Figura 21. A Figura (a),
retrata os filmes de fécula de mandioca e diferentes concentraces de bentonita. Percebe-se
que houve pouca variagdo de massa das amostras conforme a temperatura era aumentada,
provavelmente indicando a perda de umidade, agua ou sorcdo de gases. A membrana TO
apresentou menor perca de massa e B3 a maior perca.

A Figura 21 (b) retrata 0 comportamento das membranas adicionadas com OEH. Pelo
gréafico denota-se que HB3 apresentou mudanca de massa consideravel, obtendo 10% a mais

ao relaciona-lo com os outros filmes.
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Figura 21. Dados de TG (a) de filmes de fécula de mandioca e diferentes concentragfes de bentonita
(b) com adicéo de OEH. Fonte: (a autora).

Silva et al. (2019), Ahmad et al. (2012), e Pelissari et al. (2009) afirmam que a adi¢ao
de OEs aumentam a estabilidade térmica das peliculas, pois a quantidade de compostos
fenolicos dos OEs, produzem filmes mais resistentes ao calor. Todavia, 0s graficos obtidos

contradizem essa informacdo, quando comparados entre Figura 21 (a) e (b).
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4.3.11 Atividade antimicrobiana
Os resultados experimentais demonstram que o OEH inibiu a proliferacdo da bactéria,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 nas formulacdes HB1 e HB4, retratados na Figura 22.

Figura 22. Inibicdo contra bactéria Enterobacter aerogenes (-) nos filmes HB1 e HB4.Fonte: (autora)

Pela figura 22, percebe-se que o OEH apresentou a caracteristica ja retratada
teoricamente sobre suas propriedades bacteriostatica. Sua aplicacdo indica que o OEH se
interligou com a bentonita, causando uma possivel prote¢do na superficie do filme formando
halos de inibigdo, visto que, ndo houve formacéo de halo no filme TH1, como demonstrado
no trabalho anterior.

Os didmetros foram medidos, ap6s 36h, 60h e 84h de incubacdo, verificando um
possivel aumento de halo ou proliferacdo da bactéria. A Tabela 11, apresenta os diametros do
halo de inibicdo, dos filmes.

Tabela 11. Dados de diametro de inibicdo dos filmes com fécula de mandioca,
bentonita e OEH

Teste Diametros de inibigdo (mm): Enterobacter aerogenes (-)
TO --

HB1 9,1+0,5

HB2 -

HB3 --

HB4 6,4+0,5
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Didmetros maiores ou iguais a 9mm sdo considerados de inibicdo (OLIVEIRA et
al.,2013; ZHAO e SHAH, 2015). HB1 obteve halo consideravel. Todavia, os filmes HB2 e
HB3 nédo apresentaram dados relevantes. Indicando uma possivel falha na interligacdo entre
0s componentes dos filmes com o OEH.

Baj et al. (2018) afirma que o OEH é ativos contra as bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae e S. mutans.
Além disso, revela atividade excepcional contra Bacillus subtilis. E atividade do contra
bactérias Gram-negativas. Contudo, neste trabalho, as membranas ndo apresentaram halo

contra gram negativa, Bacillus cereus.

4.3.12 Biodegradacao

A biodegradacdo em solo é um indicativo da vulnerabilidade dos diferentes polimeros
ao ataque microbioldgico, a atividade metabolica existente no solo contribui para a
degradacdo dos materiais sintéticos. Segundo Rosa e Pantano Filho (2003) ndo existe um
método padronizado que se avalie a biodegradacdo de filmes, isto porque se trata de dois
universos complexos, os polimeros e 0s micro-organismos

A degradacdo em solo dos filmes foi analisada durante 42 dias, diante a perca de
massa das amostras e retratadas na Figura 23.
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Figura 23. Grafico de biodegradacéo dos filmes, mediante a perca de massa das amostras por 42 dias
(D0=1°dia, D1=7°dia, D2=14°dia, D3=21°dia, D4=28°dia, D5=35°dia e D6=42°dia).
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Os filmes apresentaram mudancas de suas caracteristicas fisicas conforme o correr da
andlise. Devido ao contato direto com o solo, os filmes apresentaram coloragdo em tons de
marrom. As amostras com bentonita demonstravam certa rigidez apos periodo de 10 dias. Os
filmes com adicdo de OEH no 35° dia, tornaram-se quebradicos, perdendo as caracteristicas

de elasticidade, sendo retratados na Figura 24.

(@) (b) ‘ (©

Figura 24. Andlise de biodegradagdo apds 35 dias em solo argiloso dos filmes elaborados. (a) HB1, (b)
HB2, (c) HB3 e HBA4.

A proporcéo que os filmes eram limpos com um auxilio de pincel de cerdas macias,
para remogdo de solo que estivessem em contato, as amostras com OEH tornaram-se
quebradicas. A membrana HB4, ao ser retirado do solo antes do processo de limpeza, ja
apresentou fragilidade e consequentemente ruptura. Os filmes que apresentaram significativa
perda de massa através da biodegradacdo foram HB3, HB4 e B3.

Behera, Mohanta e Thirugnaman (2022) observaram que a natureza biodegradavel da
bentonita aumenta a taxa de degradacdo de filmes a base de fécula de mandioca, pois, devido
aos silicatos em camadas intercaladas de bentonita, que foram dispersos na fécula de
mandioca e glicerol, ele desenvolve um bom contato entre a rede e a superficie da bentonita
(GUO et al., 2018).

Camissiri (2017), constatou em seus estudos que a biodegradabilidade dos filmes esta
diretamente relacionada a solubilidade dos mesmos, pois quanto mais sollvel for o filme
maior serd a sua degradacdo em contato com a dgua e com 0s microrganismos contidos no

solo, que inclui bactérias, fungos e protozoarios.
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CONCLUSOES

A técnica utilizada para desenvolvimento das peliculas foi eficaz, produzindo filmes
satisfatorios. A adicdo de diferentes concentracdes de nano argila bentonita, influenciaram
positivamente no desenvolvimento de filmes oriundos de fécula de mandioca. Ressalta-se que
a aplicacdo de bentonita em membranas de fécula de mandioca, apresentam quantidade limite
de 2,5% para ndo formar aglomerado de argila e acarretarem a reducdo das propriedades
mecanicas.

A aplicacdo de nano argila, influenciou positivamente na perda de massa por
degradacdo térmica, visto que, houve diminuicdo de apenas 25% de massa, em uma
temperatura de 250°C. Todavia, 0 melhor resultado encontrado foi do teste TO.

O aditivo natural utilizado, demonstrou-se de grande valia, proporcionando
membranas com caracteristicas de coloracdo e opacidade agradaveis, assim como a inibicéo
contra a bactéria Enterobacter aerogenes. A caracteristica hidrofébica do OEH proporcionou
resultados significativos de PVA, ressaltando os filmes HB1 (4,45+0,82) e HB4 (5,04+0,26).
E melhor dados de biodegradacédo, comprovando a caracteristica valiosa desses filmes.

Pelas analises de MEV, Calorimetria e TG, ndo foi possivel caracterizar as estruturas
das peliculas, ou seja, ndo foi possivel confirmar se os filmes apresentam estrutura cristalina,
semicristalina ou amorfa.

Os filmes apresentaram protecdo contra raios UV e consideravel transparéncia, sendo
propriedades vantajosas na area da embalagem de alimentos.

Destacam-se os filmes B1, B4, HB1 e HB4, cujo quais obtiveram resultados mais
significativos encontrados neste trabalho, possibilitando estudos futuros dessas composic¢oes

em peliculas como embalagem de embutidos.
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5. CAPITULOS5

APLICABILIDADE DE BIOEMBALAGENS DE FECULA DE MANDIOCA, OLEO
ESSENCIAL DE HISSOPO E NANOARGILA EM CARNE BOVINA IN NATURA.

RESUMO

A embalagem tem papel importante no setor alimentar, desempenhando fung¢bes como
protecdo de intempéries, conservacdo e valorizacdo dos alimentos. Tendo em vista a
diminuicdo de embalagens que utilizam polimeros de origens fosseis e buscando a
sustentabilidade para o setor, esta pesquisa teve como objetivo aplicar membranas
biopoliméricas de fontes renovaveis, sendo elas a fécula de mandioca, 6leo essencial de
hissopo e nano argila bentonita, como embalagem em carne bovina in natura, visando analisar
o0 seu desempenho durante o tempo de prateleira refrigerado, estabelecido pelo 6rgédo sanitéario
responsavel. Os tratamentos foram nomeados como TO (fécula + glicerol), H1(fécula +
glicerol + 1% de 6leo essencial de hissopo), B1 (fécula + glicerol + 0,1g de bentonita), HB1
(fécula + glicerol + 0,1g de bentonita + 1% de Oleo essencial de hissopo), B4 (fécula +
glicerol + 0,4g de bentonita) e HB4 (fécula + glicerol + 0,4g de bentonita + 1% de dleo
essencial de hissopo). As analises de coloracdo, atividade de dgua (Aw), perda de massa (%) e
textura (kgf) foram desempenhadas para identificar a membrana que obteve resultados
significativos. Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que a coloracdo das
amostras de carne com e sem os filmes variaram entre si, mas ainda assim foram consideradas
atraentes aos olhos do consumidor, principalmente as peliculas B4, HB4 e HB1. As
membranas produzidas causaram perda de quantidade de &gua (Aw) da carne in natura,
ocasionando sua perda de massa (%), destacando os tratamentos H1 (67,63%) e HB4
(68,07%). Tais alteracdes influenciaram na textura da carne, deixando-as secas e rigidas,
principalmente aos filmes H1 e HB1. Todas as bioembalagens produzidas influenciaram
positivamente na preservacdo da acdo oxidante da carne durante o periodo observado.

Palavras-chave: Biomembranas, produtos carneos, sustentabilidade, tecnologia ambiental.

INTRODUCAO

Embalagens biopoliméricas geralmente sdo provenientes de recursos naturais e surgem
como uma resposta a crescente atencdo a poluicdo ambiental e a pegada ambiental
(OUAHIOUNE et al., 2022). Entre esses recursos naturais, destacam-se as proteinas e

polissacarideos (SILVA, 2020), ressaltando a fécula de mandioca como um polissacarideo de
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baixo custo-beneficio e encontrado em grande quantidade nos vegetais (JACOBS et al.,
2020).

Filmes de polissacarideos, como a fécula de mandioca, apresentam caracteristicas
hidrofilicas devido a natureza amorfica de sua rede estrutural, o que resulta em estudos que
visam a adicdo de recursos que auxiliem nas caracteristicas de barreira e mecénicas, entre
esses recursos, destaca-se a nano argila bentonita, que possui como qualidades a alta
capacidade de retencdo de agua, capacidade de expansdo e higroscopicidade (LIU, XIE e
QIN, 2017).

Para as diversas aplicacGes de biomembranas, sua aplicabilidade em produtos carneos
ajuda a manter a qualidade de seu armazenamento, devido as suas propriedades de barreira,
evitando a desidratacdo e reduzindo a oxidacdo de lipidios da carne (BONILLA et al., 2012;
BERMUDEZ-ORIA et al., 2018). Pois, Nielsen et al. (1997) e Arokiyaraj et al. (2024)
afirmam que a oxidagdo de lipideos causa deterioracdo e sabor indesejavel da carne in natura.

Estudos, como os de Georgantelis et al. (2007) indicam que produtos fitoterapicos,
extratos naturais e 6leos essenciais (OES) que apresentam a¢do antioxidante, podem retardar a
acao lipidica e prolongar a vida util de produtos carneos. Além das propriedades
antioxidantes, o Oleo essencial de Hissopo (OEH), conforme SAID-AL et al. (2015),
apresenta caracteristicas antifingicas e antimicrobianas, atributos significativos para estender
o periodo de prateleira de carnes bovinas in natura.

Nesta pesquisa, o OEH foi incorporado em membranas oriundas de fécula de
mandioca e bentonita, com o objetivo de preservacdo da qualidade da carne bovina embaladas

em peliculas poliméricas durante sete dias de armazenamento refrigerado.

MATERIAIS E METODOS

A fécula de mandioca, glicerina, &gua destilada e bentonita, utilizados no experimento,
foram cedidos pelo laboratério de Bioengenharia da UFGD. O OEH (marca: Now Essential
Oils, Illinois, EUA) foi obtido comercialmente. A cromatografia gasosa do OEH encontra-se

no Anexo.

5.1.1. Producéo e acondicionamento dos filmes

A produgdo do filme teve como matéria prima a fécula de mandioca (denominado
polvilho doce, granulometria de fragdo fina (>150mm/um), marca: DONANA, DOURADOS-
MS), diferentes concentracbes da nano argila bentonita (granulometria de fracdo fina

(>150mm/um), disponibilizada pelo laboratério de Engenharia de Alimentos — UFGD) e
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adicdo de OEH em concentracdo 1% (g/ml). Com adaptacdo do método de Holsbach et al.
(2019) a solucdo de (3,0g) de fecula de mandioca foi adicionada parcialmente em 100 ml de
agua destilada pré-aquecida por fogareiro elétrico (modelo: XF-FOG-0002, X-FIRE, China) e
levadas ao agitador mecanico eletronico (modelo Q235-1, Quimis, Diadema - SP), a 350 rpm,
até completar as dissolugdes. Ao chegar a temperatura de 60°C, a fécula de mandioca
apresentou processo de intumescimento e entdo foi adicionada a glicerina em proporgao 30%
(g/ml), sob agitacdo por 30 minutos, apos o resfriamento da solugdo a uma temperatura de
35°C, a adicao do OEH.

Para a produgéo dos filmes TO, H1, B1, HB1, B4 e HB4, adaptou-se a metodologia
utilizada por Chevalier et al. (2020). Utilizou-se o método “casting”, em que, 25mL das
solucdes foram adicionadas em placas de acrilico com 9 cm de didmetro e foram secados a
temperatura de 40°C na estufa de secagem com circulacdo de ar (Marconi, modelo MA035,
Sdo Paulo, Brasil) até total evaporacdo da agua. Os diferentes tratamentos foram
especificados e denominados na Tabela 12.

Tabela 12. Concentracfes de OEH e Bentonita

Filmes Bentonita () OEH (%OEH/3g de fécula de mandioca)
TO -- --
H1 - 1
Bl 0,1 --
B4 0,4 --
HB1 0,1 1
HB4 0,4 1

Apbs esse procedimento, os filmes foram armazenados por 24h, em dessecadores
mantidos a 20°C e umidade relativa de 75%. A umidade relativa foi controlada usando
solucdo saturada de cloreto de sédio, posteriormente as amostras foram acondicionadas em
caixa térmica para protecdo de intempéries até o inicio das analises.

O processo de embalagem das amostras de carne in natura nos diferentes tratamentos
foi realizado no Laboratério de Andlise de Produtos Agropecuarios, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias — UFGD. As amostras de carne bovina de corte tipo musculo, foram obtidas em
mercado local da cidade de Dourados, MS. E pesadas por meio de balanca analitica para fim
de padronizacdo e entdo seladas e embaladas pelas diferentes peliculas, através do

equipamento embaladora a Vacuo (marca: PANVAC, modelo: Seladora PANORAN), em
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seguida, os filmes foram depositados em refrigerador CONSUL (modelo: CRA36CBANA) a
temperatura de + 4°C, durante o periodo de sete (07) dias, seguindo legislacdo do
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade de Produtos de Origem Animal, (RTIQ,

2020) de carneos e seus derivados. Todos os tratamentos foram realizados em duplicada.

5.1.2. Cor

A cor instrumental foi determinada através do colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japdo). As medidas foram realizadas em trés partes do filme, sendo: uma no
centro e as outras duas nas laterais (distancia da borda). Os filmes foram colocados em um
quadro branco definido como padrdo (Gennadios et al.,1996). As escalas, CIE-Lab, foram
utilizadas para medir parametros L* (Luminosidade variando de O (preto) a 100 (branco)); a*
e b* (variando de vermelho a amarelo) (HUNTERLAB, 1978).

5.1.3. Perda de massa (%)
A perda de massa foi estabelecida conforme metodologia de Basaglia et al (2021),
calculando-se a diferenca entre o peso inicial da carne in natura e o peso obtido ao final do

tempo de prateleira estabelecido pelo RTIQ (2020), descrito na equacao (5.1)

(massa inicial-massa final

Perda de massa (%) = ) % 100 (5.1)

(massa inicial)

5.1.4. Atividade de 4gua (Aw)

A atividade de dgua (Aw) foi avaliada em um determinador de atividade de agua, marca
AcqualLab (série 3BV3). O procedimento foi conduzido de acordo como o manual do
fabricante, sendo que as amostras foram acondicionadas no recipiente apropriado para a
leitura (SILVA et al., 2009; DA COSTA et al., 2023).

5.1.5. Textura (kgf)

A determinacéo da textura das amostras de carne bovina foi obtida por meio de corte e
cisalhamento com o auxilio do texturémetro (Stable Micro Systems, TA-XT2i, Surrey,
Inglaterra), equipado com uma sonda de fundo plano cilindrico de didmetro de 5 mm. As
condicOes de teste foram: velocidade de pre-teste de 2 mm/s, velocidade de teste de 2 mm/s,
pos-teste 10 mm/s e distancia de penetracdo de 5 mm.
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5.1.6. Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados pela
média. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente através de analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa
Minitab19®.

RESULTADOS

5.1.7. Acondicionamento dos filmes

Como a carne constitui um excelente meio de cultura, a sua conservacdo é mais dificil
que a maioria dos alimentos (FEITOSA, 1999). A Figura 25(a) apresenta as membranas
inicialmente embaladas na empacotadora a vacuo, em que se percebe que os filmes H1 e B1
ndo obtiveram vacuo e o uma pequena ruptura no filme HB4. A Figura 25(b) retrata as
membranas ap6s o processo de refrigeracdo de sete dias, sendo possivel analisar a divergéncia
das amostras.
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Figura 25.(a) Tratamentos antes do processo de refrigeracdo (fundo azul). (b) Tratamentos apds
processo de refrigeracdo (fundo branco).

Nota-se que as amostras, visualmente, demonstraram alteracdes de cor, ressaltando os
tratamentos, TO, H1, HB1 e B1. As alteracdes de cor em produtos carneos em temperaturas
baixas se ddo devido a produgdo de compostos volateis favorecendo a oxidacdo dos acidos
insaturados conhecida, comumente, como rancidez oxidativa (FORREST et al., 1975; GILL e
NEWTON, 1980).

A refrigeracdo (-1,4°C a 2,2°C) € o método mais utilizado para a conservacgéo da carne
e torna-se necessaria, por um lado, para minimizar alteragdes, principalmente a putrefacéo, e,
por outro, para eliminar os riscos produzidos pelo desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, responsaveis por toxiinfeccdes, além de controlar a velocidade com que
aparecem as caracteristicas organolépticas post mortem da carne (ROSSET, 1994). O
acondicionamento refrigerado das embalagens apresentou resultados significativos, pois as
amostras de carne bovina ndo indicaram presenca de bolor e ndo houve alteracdo de aroma,
mesmo com uma refrigeracdo a temperatura de aproximadamente 4°C. E ao se comparar HB1
e HB4 com TO, B1 e B4, constatou-se que o odor do OEH néo influenciou no aroma da carne.

A utilizacdo do vécuo contribui para diminuir a multiplicacdo dos microrganismos
aerobios, sobretudo, os mofos, reduz a velocidade de multiplicacdo dos Staphylococcus e
estimula a multiplicacdo das bactérias produtoras de acido latico (FRAZIER,1993; FEITOSA,
1999). Durante o processo de refrigeracdo de sete dias, as embalagens ndo perderam vacuo,

colaborando para a ndo presenca de bolores e alteracGes de aroma, citados acima.
5.1.8. Cor
Os parametros de coloracdo foram realizados em quatro dias distintos, para verificar o

comportamento das embalagens durante o tempo de prateleira, apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Pardmetros de cores CIELAB dos filmes durante sete dias

px d* Tratamentos
TO H1 HB1 Bl HB4 B4
1  38,63+5,38? 36,43+0,242 39,08+3,082  37,75+3,56? 41,47+1,928 45,42+4,002
2 30,01+3,322 31,270,722 29,95+7,132  37,52+6,972 37,41+0,682 40,24+4,428
L« 4 30,00+1,37¢ 39,22+0,312 30,85+1,38¢  33,92+1,18*  40,45+0,34*  37,90+2,20%
7 32,16%2,142 37,30+2,502 29,16+2,27¢  41,30+8,612 41,97+3,912 45,60+0,272
1 13,26+0,942 15,42+0,722 10,16+5,76®  14,50+1,282 14,90+0,642 10,24+0,902
2 10,364,572 8,91+2,132 14,36+7,672 8,755,602 8,88+0,142 9,55+5,387
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a* 4 7,64+4,552 4,68+1,112 7,06+4,392 6,19+3,342 7,87+0,10? 7,20+2,732
7 7,95+3,012 5,61+2,38? 7,06+2,512 5,57+1,022 8,81+2,092 4,60+0,912
1 1,72+0,502 2,88+0,232 0,43+3,752 3,03+0,18? 4,17+0,70? 4,21+0,122
2  -0,35+2,78*  -0,985+0,007%  0,86+4,532 0,85+0,572 -0,62+0,612 0,84+2,942
b* 4 -1,78+2,522 -1,07+0,292 -2,11+0,62¢  -1,88+0,912  0,495+0,0072 0,27+0,69?

7 -0,07+1,23? -0,46+0,622 -2,17+0,962 0,43+2,992 2,55+1,372 2,66+1,142

Meédias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05. P*: pardmetros. d*: dias.

Como visto na Tabela 13, o pardmetro de Luminosidade, L*, foi registrado que o maior
valor foi do tratamento B4, seguido das amostras B4>HB4>B1>H1>T0>HB1. O pardmetro
a* que varia de verde (-) a vermelho (+), apresentou valores positivos, ou seja, que
apresentam gradiente nos tons de vermelho, o que se deve, provavelmente, da coloracdo da
carne bovina. J& o parametro b*, que especifica tons de azul (-) para amarelo (+), obteve
resultado negativo no sétimo dia de prateleira, nos tratamentos TO, H1 e HB1, que significa
que esses filmes tenderam ao gradiente azul. Os tratamentos HB4 e B4 que possuem maior
concentracdo de nano argila, visualmente se demonstravam amarelados, tal situacdo pode ter
influenciado nos valores positivos do parametro b*.

O quarto dia de analises apresentou diferenca significativa entre os tratamentos para o
parametro L*, indicando variacdo dos valores entre si. O mesmo ndo ocorreu para 0S outros
parametros.

Devido ao fato de os tratamentos apresentarem certa rigidez, visto que se encontravam
refrigerados, houve certa dificuldade para utilizacdo do equipamento.

A Tabela 14. expde os valores de coloragdo da carne bovina in natura antes da
aplicacdo das membranas e ap0s a retirada delas, durante os dias de prateleira. Ao comparar
os resultados iniciais dos parametros L*, a* e b* das Tabelas 13 e Tabela 14, denota-se que as

peliculas aumentaram os valores de L* iniciais, mas 0 oposto ocorreu apos sete dias.

Tabela 14. Pardmetros de cores CIELAB da carne in natura.

Tratamentos
P* d*
TO H1 HB1 Bl HB4 B4

L« 1 38,92+5,872 31,59+1,942 34,443,232 34,360,912  34,85+0,88%  38,69+5,032

7 33,16+2,29° 36,62+4,97%¢  37,08+2,18%°  34,88+2,48™  46,95+1,10%  48,18+4,40°
. 1 12,732,212 14,71+1,392 15,18+0,19? 14,60+0,63%  16,99+0,44*  16,86+8,05°
a

7 8,82+0,832 7,060,442 7,361,432 9,59+1,06° 7,65+1,56° 8,53+4,502
b* 1 3,960,282 2,030,022 2,150,452 2,960,842 3,80+1,38? 5,60+2,792



106

7 0,57+0,612 1,28+1,902 1,41+0,552 1,50+0,472 5,84+0,192 5,07+4,012

Meédias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05. P*: pardmetros. d*: dias.

A cor é o principal fator indicador da qualidade da carne e visceras frescas, e 0
primeiro a ser avaliado por parte do consumidor (ALBERT]I et al., 2005). E em conformidade
a Tabela 14, percebe-se que o contato das peliculas com OEH e bentonita apresentaram
significativo aumento de L* da carne ao compara-las com os dados iniciais. Para o dia sete
(07) do experimento, nota-se que os médias variaram entre si, apresentando diferenca
significativa (p>0,05).

Bonilla e Sobral (2019) envolveram hamburguers de carne bovina em filmes de
quitosana, gelatina e extrato de boldo, onde os resultados encontrados de (L*=34,4) indicaram
diminuigéo pouco significativa do valor inicial (L*=38,5).

Os resultados indicaram diminuigdo nos parametros a*e b*, os mesmos ainda se
encontram em coordenadas de tons vermelhos, para a*, e tons amarelos para b*. O chroma a*,
demonstra que a vermelhiddo da carne diminuiu, ou seja, a presenca da mioglobina,
ocasionando em carnes de menor atrativo, a0 comparadas aos dados iniciais. Nos estudos de
Vargas et al. (2016), a adigdo de filmes com extrato de alecrim e pitanga em hamburguers

influenciou negativamente na cor vermelha da carne.

5.1.9. Perda de massa (%)
A Tabela 15 descreve os valores da perda de massa (%) dos tratamentos com os filmes
durante o tempo de prateleira da carne in natura. E a perda de massa das amostras antes da

aplicacdo dos filmes e apds sua retirada.

Tabela 15. Dados de perda de massa dos tratamentos durante o processo de armazenagem
refrigerada por sete dias.

Perda de Tratamentos
massa
TO H1 HB1 B1 HB4 B4
(%)

Com filme  34,01+0,92%  23,02+4,19*  33,50+8,05 29,01+0,68* 27,99+6,29*  22,86+4,542
Sem filme  67,07+0,67° 67,63+0,94* 66,49+1,84* 67,18+0,54* 68,07+0,39® 57,46+1,54°

Meédias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem ao nivel de p < 0,05.

Os tratamentos com adicdo do OEH apresentaram valores proximos apos a retirada
dos filmes, mantendo-se entre H1= 67,63%; HB1= 66,49% e HB4=68,07%. Ao comparar a

perda de massa com a aplicacdo dos filmes, durante os sete dias analisados, percebe-se que 0s
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filmes com nano argila demonstraram menor perda de massa, destacando os filmes

B4=27,99% e B4= 22,86%. Ja o tratamento H1= 23,02%, obteve um resultado promissor.
Entre os tratamentos, a membrana B4 apresentou dados significativos, onde a perda de

massa foi a menor em ambas as comparacdes (22,86% para perda com filme e 57,46% para

perda sem filme).

5.1.10. Atividade de agua (Aw)
O teste de Aw foi realizado medindo a quantidade de agua inicial da carne in natura
sem estar envolvido com as membranas e avaliado ap6s os sete dias de refrigeracdo, em que

as amostras foram removidas das peliculas. A variacdo da Aw ¢ retratada na Figura 26.

| Inicial
| Final |

1,05 4

0.90

0,75 +

0,60 +

Aw

0,45 -

0,30

0,15 4

0,00

Tratamentos

Figura 26. Atividade de 4gua da carne in natura envolvidas em peliculas biodegradéaveis.

Pela Figura 26, percebe-se inicialmente que as amostras apresentaram valores acima
de 0,800aw, valor aceitavel para o tipo de carne em questao, pois segundo Lima et al. (2021)
0 mesmo obteve valores entre 0,881e 0,893 de carne moida in natura apresentada em sua
pesquisa.

Apo0s o periodo de acondicionamento da carne pelos filmes, nota-se que a Aw obteve
uma diminuicdo significativa, variando entre 0,447aw para H1 a 0,536aw para HBL.

Indicando que as membranas apresentaram caracteristica para perda de agua, resultando em
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amostras de carne com aspectos secos, de baixa suculéncia. Os resultados néo diferenciaram
entre si.

De acordo com Labuza et al. (1970), a atividade de agua (Aw) é uma medida que
permite avaliar a disponibilidade de agua nos alimentos que estdo passiveis a reacoes
quimicas, enzimaticas ou microbioldgicas. Os autores afirmam que quanto mais elevada for a
Aw, mais rapidamente os microrganismos poderao se proliferar.

Conforme informacdes apresentadas por Labuza et al. (1970) e Lima et al. (2021), a
elevada Aw ¢é propicia para o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, onde Aw
acima de 0,85 indica proliferagdo desses microrganismos (KOBLITZ, 2011). Entéo, tal

informac&o revela que as membranas produzidas possuem caracteristicas antimicrobianas.

5.1.11. Textura (kgf)

A textura da carne in natura foi observada antes do procedimento de embalagem e
depois do processo, as amostras finais foram analisadas sem a envoltura das peliculas. Apos
o0s sete dias de anélises, obteve-se valores divergentes entre o dia inicial e final, que estdo

retratados na Figura 27.

| Inicial |
] Final |

—t
(o]
L

: '.;;}Q_._p‘m

Textura (KgF)

T0 H1 HB1 B1 HB4 B4
Tratamentos

Figura 27. Valores de Textura (kgF) das amostras de carne em distintas peliculas.
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Santos et al. (2015) afirma que quanto menor for a forga para cortar a carne, mais
macio € o corte bovino. E, inicialmente os valores de textura apresentavam resultados
condicentes com um tipo de carne macia. Mas, como demonstrado na Figura 27, a aplicacédo
das membranas nas amostras de carne fez com que essa caracteristica de maciez se
extinguisse.

O tratamento HB4 obteve resultado significativo ao compard-lo com o0s outros
tratamentos, pois a textura da carne ndo demonstrou alta variacdo (HB4inicia=1,30kgf e
HB4+ina=2,67kgf). Todavia, os tratamentos H1 e HB1 apresentaram 0s maiores resultados,
que demonstram que as amostras apos o periodo de sete dias tiveram caracteristicas mais
rigidas. Tais dados se correlacionam aos valores retratados no teste de atividade de agua (Aw)
da Figura 26.

Cordeiro et al. (2019) aplicaram revestimentos a base de zeina com diversos 6leos
vegetais, em carne de carneiro embalada a vacuo, por 29 dias, e seus resultados foram
inferiores a 2,18kgf, demonstrando que tal revestimento ndo afetou a maciez da carne

avaliada.

CONCLUSAO

As peliculas foram produzidas com eficiéncia e acondicionadas satisfatoriamente nas
amostras de carne bovina in natura, considerando-as uma abordagem sustentavel ao material
plastico sintético. Os filmes realizados demonstraram que as bioembalagens influenciaram na
coloracdo das amostras de carne, mas ndo ocasionaram menor atratividade dos produtos
carneos. E devido as propriedades de barreira dos filmes, as amostras apresentaram perda de
massa e de atividade de &gua, acarretando valores de textura de baixa significancia. As
bioembalagens ativas desenvolvidas indicam sua acdo antioxidante, sendo uma caracteristica

agradavel para possiveis aplicacdes em diversos alimentos.
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CONCLUSAO GERAL

Com o intuito de analisar as propriedades antimicrobianas do Oleo Essencial de
Hissopo (OEH) em peliculas de fécula de mandioca, os resultados deste trabalho permitiram

concluir que:

e O OEH apresenta potencial antimicrobiano para aplicagdo em filmes biopoliméricos.

e As peliculas produzidas demonstraram resultados significativos de cor,
Permeabilidade ao Vapor de &gua e solubilidade sendo essas caracteristicas
interessantes para aplicacdo como embalagens.

e Os filmes apresentaram propriedades estruturais amorfas.

e A adicdo de nano argila bentonita aprimorou as propriedades mecanicas, estruturais e
antimicrobianas das membranas.

e Todos os filmes produzidos indicam biodegradabilidade em solo.

e A aplicagdo das peliculas como embalagens em produtos carneos apresentou
propriedades antimicrobianas significativas.

e Os resultados obtidos neste trabalho indicam que pode haver uma continua¢do em
estudos futuros que visem a melhoria das caracteristicas dos filmes biodegradaveis,

assim como a sua aplicacdo na industria.



ANEXO

The highest quality natural products at the best possible price
Date: June 29,2021

CERTIFICATE OF ANALYSIS - GC PROFILING

SAMPLE IDENTIFICATION

Sample Name: Hyssop Oil 57556 3213962 (FID)
Sample Source: Hyssopus officinalis ct . Pinocamphone
ANALYSIS

Method: Essential oil GC profile by GC-FID and MS
Analysis date: June 29, 2021
Analyst: Rima Juskelis

Raquel Davis

Reviewed by: Rima Juskelis

_jeeakelis Approved by: Louis DeMers

Rina 7/ .
Louis DeMers 06-30-2021

Comment:  This oil does comply with the NOW Foods in-
house standard for Hyssop essential oil.
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1-33/116

Identification Area%o
Unknown (62,47,45,61.,46) (.01
[sobutyraldehyde 0.02
2-Methyl-1-propanol 0.01
2-Methylbutyral .23
2-Methylbutyraldehyde (.08
Methallyl alcohol tr
2-Ethylfuran .02
Isoamy] alcohol .05
2-Methylbutanol 0.03
Methyl 2-methylbutyrate 0.01
Octane (.01
Trans-3-Hexenol 0.13
2E-Hexen-1-ol 0.01
1-Hexanol 0.03
Butylcyclohexane tr
Unknown (79,78,77.81.91) tr
Styrene tr
Hashishene 0.02
Tricyclene tr
a-Thujene 0.23
alpha-Pinene (.54
Camphene 0.11
Thuja-2,4(10)-diene 0.02
Benzaldehyde 0.01
Sabinene 1.15
beta-Pinene 9.89
3-Octanone 0.04

beta-Myrcene

1.98




Unknown (93,79,91,107,121,136) N e 0.03
alpha-Phellandrene 0.03
Pseudolimonene .11
p-Cymene 0.03
beta-Phellandrene+(1.0% Limonene & 0.31% 1,8-Cineole by MSD) 6.05
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Hyssop il 57556 3213962 (FID)

34-66/116

Identification Area%o
beta-Ocimene 0.17
Unknown (91,92,120,65,63) 0.04
trans-beta-Ocimene (.85
g-Terpinene 0.19
cis-Sabinene hydrate 0.03
Terpinolene 0.09
Linalool 0.72
Thujone 0.14
Unknown (57.41,69,56,55) 0.02
b-Thujone 0.15
6-Camphenone? 0.03
Unknown (93,91,136,77,79) .03
trans-Pinocarveol 0.07
trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.02
Myrtenyl methyl ether 1.78
trans-Pinocamphone+(1.18% Pinocarvone by MSD) 13.60
Unknown (91,79,93,77,105,121,134) 0.01
[sopinocamphone 46,51
Terpinen-4-ol 0.23
Cryptone .04
Myrtenal 0.14
Myrtenol-+H{0.297% a-Terpineol by MSD) | .68
Estragole (Methylchavicol) 0.10
Carvone 0.02
Unknown (79,91,77,93) 0.02
Unknown (79,91,77.,93,134) (.01
Unknown (67,82.41.91,119) 0.02
Carvotanacetone 0.02




Geraniol 0.04
Geranial 0.04
Unknown (93,69,67,79,81) 0.01
Unknown (69,41.91,119,134) 0.02
Methyl myrtenate 0.09
Hyssop Oil 57556 3213962 (FID)

67-99/116

Identification Area%o
Myrtenyl acetate 0.30
Eugenol 0.05
Unknown (164,149.91,77,103) 0.05
MNeryl acetate - 0.03
a-Copaene (.01
Methyl para-anisate 0.04
Unknown (69,121,91,93,1035) (.01
beta-Bourbonene 0.66
Unknown (81,80,123,79,161) 0.02
b-Elemene (.05
a-Bourbonene .01
Methyleugenol 0.14
a-Gurjunene 0.30
Caryophyllene 0.96
b-Copaene 0.08
Unknown (119,93,91,105,69) 0.01
Unknown (91,105,161,93,107) 0.02

Isogermacrene D

0.06




Aromandendrene 0.10
Humulene 0.14
Alloaromadendrene 1.13
cis-muurola-4 14),5-diene 0.0
Unknown (161,105,91,81,107) 0.01
(E)-b-Farnesene 0.02
CGermacrene D 2.01
allo-Alloaromadendr-9-ene 0.11
Unknown (161,105,107,91,93) 0.02
Bicyclogermacrene 2.60
Unknown (133,105,91,93,159,204) (.02
b-Bisabolene 0.04
o-Cadinene 0.16
d-Cadinene 0.11
b-Sesquiphellandrene (.04
Hyssop Oil 57556 3213962 (FID)

100-116/116

Identification Area%o
a-Cadinene (0.01
a-Elemol 0.68
Unknown (93,81,69,91,79) 0.02
(E)-Nerolidol 0.04
Spathulenol 0.19
Unknown (93,91,79.107,187) .05
Guaia-1(10),11-diene 0.05
Unknown (93,105,107.91,161) 0.02

Viridiflorol

0.09




Unknown (119,161,105,93.91) (.02
10-epi-g-Eudesmol 0.02
z-Eudesmol 0.23
tau-Cadinol 0.11
b-Eudesmol 0.34
Unknown (93,161,107,105,91) 0.02
Phytone 0.02
Total 100.00
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