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RESUMO

Os polimeros petroquimicos fornecem a maioria dos materiais de embalagem na
industria de alimentos devido as caracteristicas de flexibilidade, leveza e
transparéncia. No entanto, esses materiais causam seérios problemas ambientais
devido a sua ndo biodegradabilidade, sendo assim, aumentando as pesquisas
envolvendo a produgcdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis. O
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis combinados com extratos vegetais
aparece como uma das estratégias mais interessantes e a celulose bacteriana (CB)
apresenta propriedades favoraveis para esta aplicacdo, devido a facilidade de
incorporacdo de compostos ativos, além de ser biodegradavel. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de 6leos essenciais (OEs) de cravo, canela,
manjericdo e orégano como aditivos em embalagens biodegradaveis em matriz de
celulose bacteriana para aplicacdo em embalagens alimenticias. As membranas de
CB foram sintetizadas pela bactéria Komagataeibacter hansenii, e foram
incorporadas com OEs por dois métodos de incorporacdo, um utilizando acetona
como solvente e outro utilizando o etanol como solvente. No segundo método de
incorporacao a concentracao de OEs foi de 15% para todas as amostras. A troca de
solvente por um menos polar favoreceu a incorporacdo de OEs. As membranas
foram caracterizadas com objetivo de verificar a influéncia da incorporacao dos OEs
nas caracteristicas térmicas e estruturais da membrana e quanto a atividade
antimicrobiana e biodegradacdo em solo. No método de incorporacédo utilizando
etanol como solvente a analise de Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) indicou a incorporacdo dos OEs na membrana. A
estabilidade térmica nas membranas incorporadas foi maior comparado com a CB
pura, fato evidenciado em ambos os métodos de incorporacdo, conforme analises
Termogravimetria (TGA). Pela analise microbiana para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, ficou comprovado a propriedade antimicrobiana para as
membranas incorporadas apenas pelo método com etanol, com excecdo da CB
incorporada com 6leo essencial (OE) de manjericao. A andlise fungica foi conduzida
por avaliacdo visual do aparecimento de fungos filamentosos na superficie dos péaes.
Os ensaios de biodegradacdo em solo para as membranas incorporadas pelo
método utilizando acetona como solvente apresentaram biodegradabilidade, as
amostras do meétodo utilizando etanol como solvente também teve reducédo de
massa ao decorrer do tempo. Quando comparamos a utilizacdo de ambos os
meétodos de incorporacao, podemos afirmar que as amostras utilizando etanol como
solvente se destacaram em todas as analises. Estudos mais aprofundados devem
ser realizados a fim de verificar a real possibilidade de fabricagéo em larga escala.

Palavras-chave: Embalagens ativas, celulose bacteriana, Oleo essencial, cravo,

canela, manjericdo, orégano.



ABSTRACT

Petrochemical polymers provide the majority of packaging materials in the food
industry due to their characteristics of flexibility, lightness, and transparency.
However, these materials cause serious environmental problems due to their non-
biodegradability, thus increasing research involving the production and
characterization of biodegradable films. The development of biodegradable polymers
combined with plant extracts appears as one of the most interesting strategies and
bacterial cellulose (CB) has favorable properties for this application, due to its ease
of incorporation of active compounds, in addition to being biodegradable. In this
context, the objective of this work was to evaluate the effect of essential oils (EOS)
from clove, cinnamon, basil, and oregano as additives in biodegradable packaging in
bacterial cellulose matrix for application in food packaging. CB membranes were
synthesized by the bacterium Komagataeibacter hansenii, and were incorporated
with OEs by two incorporation methods, one using acetone as the solvent and the
other using ethanol as solvent. In the second method of incorporation, the
concentration of EOs was 15% for all samples. The exchange of solvent for a less
polar one favored the incorporation of EOs. The membranes were characterized to
verify the influence of the incorporation of EOs on the thermal and structural
characteristics of the membrane and the antimicrobial activity and biodegradation in
soil. In the incorporation method using ethanol as solvent, the Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis indicated the incorporation of the EOs in the
membrane. The thermal stability in the incorporated membranes was higher
compared to pure CB, a fact evidenced in both incorporation methods, according to
Thermogravimetry (TGA) analysis. Microbial analysis for Staphylococcus
aureus and Escherichia coli proved the antimicrobial property for membranes
incorporated only by the ethanol method, except for BC incorporated with essential
oil (EO) of basil. Fungal analysis was conducted by visually evaluating the
appearance of filamentous fungi on the surface of the bread. The soil biodegradation
tests for membranes incorporated by the method using acetone as solvent showed
biodegradability, the samples of the method using ethanol as solvent also had a
reduction in mass over time. When comparing the use of both incorporation methods,
we can state that samples using ethanol as solvent stood out in all analyses. Further
studies must be carried out to verify the real possibility of large-scale manufacturing.

Keywords: Active packaging, bacterial cellulose, essential oil, cloves, cinnamon,
basil, oregano.
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INTRODUCAO

As embalagens exercem uma funcdo importante para os produtos que sao
contidos por elas devido as suas diversas aplicacdes. De maneira geral, sua
relevancia na industria alimenticia esta relacionada a protecdo e conservacado do
produto, informagédo e conveniéncia ao consumidor (FASANO et al., 2012; JORGE,
2013). As embalagens tradicionais contribuiram para o desenvolvimento inicial dos
sistemas de distribuicdo dos alimentos. As embalagens que sdo constantemente
procuradas sédo as inovadoras com fun¢des aprimoradas (aumento do tempo de
prateleira, sabor, aroma ao produto, entre outras inovacfes) para a utilizacdo em
produtos com maior demanda dos consumidores, como 0s alimentos minimamente
processados e com menor quantidade de conservantes (AVELLA et al., 2007).

Em tempos em que o consumo de alimentos € alto, a competitividade entre as
empresas é frequente, sendo necessario criar e inovar para ganhar destaque nesse
mercado (LANDIM et al., 2016). Dentre as inova¢cdes em embalagens alimenticias,
tem-se melhorias associadas a resisténcia mecanica, as propriedades de barreira a
gases e aromas, além de diferentes sistemas de fechamento e abertura, garantindo
a seguranca e praticidade ao consumidor (LANDIM et al., 2016).

Novos aditivos para embalagens foram desenvolvidos a fim de fornecer a
protecdo ativa ao produto. A embalagem ativa foi definida oficialmente como
“‘embalagens com aditivos ativos que se destinam principalmente a prolongar o
prazo de validade e/ou manter/melhorar o estado dos alimentos embalados”
(ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009). Elas sédo projetadas para
incorporar componentes em que o produto, a embalagem e o ambiente interagem
entre si de uma maneira positiva para alcancgar suas caracteristicas (ZHANG et al.,
2015). Outra definicdo de embalagem ativa é um sistema de embalagem que altera
ativamente a condicdo do pacote para prolongar a vida util ou melhorar a seguranca
alimentar ou propriedades sensoriais, mas sempre mantendo a qualidade dos
alimentos (DVIR et al., 2019).

Os consumidores tém dado preferéncia por alimentos seguros e com aditivos
naturais que nao trazem efeitos negativos a saude humana, pois estdo preocupados
com os efeitos colaterais dos aditivos artificiais (ATARES; CHIRALT, 2016). Além

disso, a utilizagdo de aditivos em embalagens é muito recomendada, principalmente
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por inibirem o crescimento de micro-organismos deterioradores e patogénicos.
Sendo assim, sdo necessarios estudos de novos aditivos naturais e ndo toxicos a
fim de substituir os aditivos artificiais (VALDES et al., 2014).

No desenvolvimento de novos aditivos, além da preocupacdo com a inovacao
para o destaque no mercado, o consumo de embalagens plasticas produz grande
quantidade de residuos que se acumulam nos aterros sanitarios (AVEROUS, 2004).
O problema com o descarte incorreto de plasticos, relacionado a falta de consciéncia
dos envolvidos gera diversos problemas ambientais como as inundacdes em
grandes cidades, a poluicédo de rios, oceanos, entre outros (NUNES, 2018).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Embalagem (ABRE) em seu
estudo macroecondmico de 2019, em valores de producdo de plasticos, as
embalagens representam 41% do total produzido, sendo a maior participacéo,
movimentando 30,6 bilhdes de reais. A producdo da industria de embalagem
apresentou um crescimento de 4,9% no primeiro semestre de 2019. Em termos de
exportacdo, as embalagens plasticas representam 31,6% do total de produtos de
embalagens exportados mantendo-se na segunda colocacdo, enquanto para as
importacdes, o setor de plasticos ocupa a primeira colocacéo, correspondendo a
54,7% do total importado, movimentando 168.407 milhares de délares (ABRE,
2019).

Devido a grande quantidade de embalagens de alimentos produzidas e
posteriormente descartados a cada ano, a tendéncia € o uso de polimeros
totalmente biologicos e biodegradaveis como potenciais substituicdes aos polimeros
petroquimicos ndo biodegradaveis (ARRIETA et al., 2016). Além dos aspectos de
biodegradabilidade dos filmes, maior seguranca alimentar pode ser alcangada pela
incorporacao de agentes ativos nos mesmos (BOTREL et al., 2007).

Um biopolimero alvo de diversas pesquisas € a celulose, sendo o mais
abundante da natureza e de grande importancia na economia global (CARREIRA et
al., 2011; KLEMM et al.,, 2005; RECOUVREUX, 2004, 2008; ROSS; MAYER,
BENZIMAN, 1991). A celulose bacteriana (CB), assim como a celulose vegetal, é
um polissacarideo linear composto por mondmeros de B-D-glucopiranoses ligados
entre si por ligagbes glicosidicas B-1,4. Ao contrario da celulose vegetal, a CB é
sintetizada de forma pura, livre de outras moléculas vegetais e sua pureza € uma

vantagem sobre a celulose vegetal, pois ndo exige alto custo de extracdo, processos
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de purificacdio e o uso de produtos quimicos ambientalmente perigosos (CAZON;
VAZQUEZ, 2021).

A CB consiste em uma pelicula translicida e gelatinosa, formada por
microfibrilas de celulose, produzida por diversos micro-organismos (PICHETH et al.,
2017). Suas propriedades fisicas e mecanicas estao relacionadas com suas nano e
microfibrilas ligadas de forma bem espacadas, criando uma extensa area de
superficie com espagamentos que permitem reter uma grande quantidade de liquido,
enquanto mantém um alto grau de conformabilidade. As ligacdes de hidrogénio entre
essas unidades fibrilares estabilizam sua estrutura oferecendo uma grande
resisténcia mecanica (LUSTRI et al., 2015).

Essas propriedades singulares, em conjunto com outras propriedades, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, resultam no carater renovavel e em uma
ampla gama de aplicacbes na area biomédica e em varios outros dominios
tecnolégicos, tais como material de reforco em  nanocompdsitos
transparentes/translicidos, producdo de embalagens, cosméticos, produtos
farmacéuticos, entre outros (AZEREDO et al., 2019; RUKA; SIMON; DEAN, 2014;
SKOCAJ, 2019; WU:; LIU, 2012). Pesquisas tém sido desenvolvidas visando a
producdo de celulose bacteriana (CB) devido a sua ampla aplicacdo, e varios
autores (IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000; JIPA; STOICA-GUZUN;
STROESCU, 2012; JONAS; FARAH, 1998; PHISALAPHONG; JATUPAIBOON,
2008; SILVA, 2017; ZHU et al., 2010) tém desenvolvido e estudado este biopolimero
para desenvolver embalagens alimenticias.

A abundancia de grupos reativos dentro da estrutura da CB também fornece
uma variedade de possiveis modificacbes (in situ ou ex situ) para a introducédo de
funcionalidades com o intuito de obter requisitos especificos (SIRO; PLACKETT,
2010). Além disso, sua a alta porosidade combinada com a alta area de superficie
torna a CB um material adequado para interagéo fisica com antimicrobianos e outros
compostos ativos (SHAH et al., 2013).

Assim sendo, tem-se o0s Oleos essenciais (OEs), que sao aditivos muito
utilizados na industria alimentar e em embalagens com objetivo de prolongar a vida
de prateleira. Sédo 6leos lipidicos complexos produzidos naturalmente como
metabdlitos secundarios por materiais vegetais, como flores, brotos, sementes,
folhas, madeira, frutas, raizes, galhos e cascas. Os OEs estdo presentes em varias

plantas aromaticas geralmente cultivadas em paises tropicais e subtropicais (BIZZO;
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HOVELL; REZENDE, 2009; BOECHAT, 2010; HABER; CLEMENTE, 2013;
SHAABAN; EL-GHORAB; SHIBAMOTO, 2012). Eles sao principalmente misturas de
compostos haturais volateis obtidos via compressao ou destilacdo de plantas e sédo
compostos principalmente de mono e sesquiterpenos e de fenilpropanoides,
metabdlitos que séo responsaveis pelas propriedades antibacterianas. Além disso,
os OEs também possuem propriedades antifingicas, antioxidantes, antivirais,
antitoxicas, antiparasitarias, antibidticas e antissépticas (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; HUANG et al., 2019).

Dentro deste contexto, uma alternativa a ser avaliada é uma embalagem
composta por CB com OEs promissores e pouco estudados, sendo estes
incorporados em sua matriz para acdes especificas. Para isso, este trabalho
abordou a utilizacdo de CB para aplicacdo na area de embalagens biodegradaveis
para alimentos, mais especificamente como embalagens ativas. Foram incorporados
OEs de cravo, canela, manjericdo e orégano, com a intencdo de desenvolver uma
embalagem ativa para possivelmente ser biodegradavel e ainda estender a vida de
prateleira de produtos alimenticios, sendo realizada a avaliacdo das propriedades
térmicas e fisicas do polimero, além da biodegradabilidade e teste de prateleira em

paes apoés a incorporacao dos OEs.
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1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de 6leos essenciais como aditivos em embalagens biodegradaveis
em matriz de celulose bacteriana.

1.2 Objetivos especificos

a)
b)

c)

d)

9)

Sintetizar membranas de celulose bacteriana utilizando a bactéria K. hansenii;
Incorporar com OEs de canela, cravo, manjericdo e orégano utilizando
acetona como solvente;

Incorporar com OEs de canela, cravo, manjericio e orégano em meétodo
utilizando etanol como solvente;

Avaliar o efeito dos OEs nas propriedades das membranas de CB por meio de
analise termogravimétrica (TGA), espectrofotometria por infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

Verificar o potencial antimicrobiano das membranas de CB incorporadas com
OEs e CB pura;

Determinar a vida de prateleira de alimentos envoltos com as embalagens de
CB pura e de CB incorporada de OEs;

Avaliar a biodegradacdo em solo das membranas incorporadas com OEs.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plasticos como embalagem para alimentos

De macromoléculas organicas poliméricas, de origem artificial, os plasticos
apresentam diferentes propriedades, o que torna possivel ser encontrado como um
material maleavel e de facil combustdo ou como rigido e de alta durabilidade
(ASSIS; SANTOS, 2020). O grande numero de possiveis aplicacdes desses
polimeros se d& devido a vasta gama de variacdes nas propriedades fisicas e
quimicas, podendo servir no desenvolvimento de equipamentos eletrdnicos,
utensilios domeésticos, embalagens, etc (ASSIS; SANTOS, 2020).

Devido as vastas possibilidades de aplicagcBes e usos em meios urbanos e
industriais, o plastico € um simbolo da bandeira do “consumo descartavel”,
representando o segundo constituinte mais comum do lixo, perdendo apenas para o
papel (PIATTI; RODRIGUES, 2005; RAGAERT; DELVA; GEEM, 2017; SILVA;
SANTOS; SILVA, 2013).

E perceptivel o crescimento de residuos plasticos associado a seus descartes
incorretos, gerando impactos ambientais, como a poluicdo de ambientes naturais,
inundacdes, toxicidade na vida aquatica, fauna e flora (AMCHAM, 2018; DURANTE,
2018; JAMBECK et al., 2015).

A Comisséao de Meio Ambiente (CMA) do Brasil aprovou em 2018 o projeto
PLS 92/2018 que dispbe sobre a obrigatoriedade da utilizagdo de materiais
biodegradaveis na composicdo de utensilios descartaveis destinados ao
acondicionamento e ao manejo de alimentos prontos para o consumo. De acordo
com o texto aprovado, o plastico estad sendo substituido em 20% dos utensilios com
0 prazo de dois anos apo0s a eventual vigéncia da lei. Este percentual amentara o
indice de substituicdo do plastico que devera ser totalmente banido apos dez anos
(FREITAS, 2018).

Como alternativa para obtencdo de materiais plasticos com menos
consequéncias ao meio ambiente e mais harmonico a todos 0s seres vivos, a
producdo e o aperfeicoamento de polimeros biodegradaveis tém ganhado grande
destaque em anos recentes e representa uma alternativa relevante para a obtencéo
de materiais plasticos menos danosos (ASSIS; SANTOS, 2020).

Polimeros que combinam caracteristicas bioldgicas e biodegradaveis sao os

preferidos para aplicacbes como embalagens sustentaveis. Os polimeros
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biodegradaveis mais amplamente estudados para o campo de embalagens de
alimentos sdo poli(acido lactico), polihidroxialcanoatos (PHAS), celulose e amido
(ARRIETA et al., 2016; ATARES; CHIRALT, 2016; DVIR et al., 2019; RIBEIRO-
SANTOS et al., 2017).

2.2 Celulose bacteriana

A longa histéria de consumo humano de celulose bacteriana em paises
asiaticos, os inumeros estudos que demonstraram a ndo genotoxidade desta
membrana e a utilizacdo em materiais biomédicos, serviram de base para que a
Food and Drug Administration (FDA) classifica-se a CB como segura desde 1992,
garantindo a sua aplicacdo pela industria de alimentos (DOURADO; GAMA,;
RODRIGUES, 2017; LIN et al., 2020; PHISALAPHONG; CHIAOPRAKOBKIJ, 2012;
SANCHEZ, 2008).

As principais pesquisas para a producgao de celulose para o desenvolvimento
de novos materiais para contato com alimentos foram realizadas em meio liquido em
condicBes estaticas. Durante o processo de cultivo em condi¢cbes estaticas em
temperatura (28-30 °C) e pH (4-5) adequados (Figura 1), as bactérias produzem
uma pelicula de CB na interface ar-liquido devido as suas propriedades aerdbias,
comecando como uma pelicula fina que primeiro cobre a superficie livre e depois se
torna mais espessa ao longo do tempo (KLEMM et al.,, 2011). Sob condi¢cdes de
agitacdo, sdo obtidas esferas de CB com massas variadas em vez de um filme
uniforme, e geralmente apresentam menor cristalinidade e propriedades mecanicas
inferiores (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019).

Figura 1 — CB produzida em condi¢des estaticas

Fonte: Fischer et al. (2017).
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Restos de células de bactérias ou meios de cultura podem ser retidos entre as
fibras CB e outros processos podem ser necessarios, como varios ciclos de lavagem
com &gua destilada ou tratamento de ultrassom (CAZON; VAZQUEZ, 2021). A
estrutura quimica da CB é apresentada na Figura 2, sendo composta por cadeias
lineares de B-D-glucopiranoses ligadas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo (1-
4). A geometria do material (Figura 1) é determinada pelas interacdes
intermoleculares e intramoleculares de ligacdo de hidrogénio, interagOes
hidrofébicas e Van der Waals, formando cadeias paralelas (PICHETH et al., 2017).
Ela pode ser produzida por diversos micro-organismos como Komagataeibacter,

Agrobacterium, Rhizobium, Sarcina, Alcaligenes.

Figura 2 — Estrutura molecular da CB
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Fonte: Lustri et al. (2015).

2.3 Celulose bacteriana para aplicagcbes em alimentos

A CB tem um enorme potencial na industria, suas propriedades fisicas e
mecanicas estdo relacionadas com suas nano e micro fibrilas ligadas de forma bem
espacadas formando uma estrutura altamente porosa que permite grande retencao
de liquidos, mantendo um alto grau de conformabilidade e ao mesmo tempo
adquirindo grande resisténcia mecanica (BARUD, 2014; CESCA et al., 2014,

FISCHER et al., 2017). Para aplicagbes em alimentos, a CB tem sido estudada como
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agente espessante, estabilizante, aditivo aglutinante de dgua e como material de
embalagem (JEBEL; ALMASI, 2016).

Em seu estudo sobre um biofilme produzido a partir de blenda de fécula de
batata e celulose bacteriana para conservacdo de fruta minimamente processada,
Almeida (2010), cobriu morangos com celulose bacteriana pura e observou uma
maior estabilidade nas caracteristicas de massa, pH, firmeza, atividade de agua e
controle de micro-organismos durante o periodo de armazenamento de 8 dias. J& os
biofiilmes de blenda, percebeu uma alta opacidade e taxa de permeabilidade ao
vapor de agua e baixa densidade, espessura, gramatura e solubilidade.

Em um de seus estudos, Zahan et al. (2020) produziu um filme biodegradavel
e antimicrobiano a base de CB incorporado com acido laurico para utilizacdo como
embalagem. O filme foi totalmente degradado no solo no sétimo dia de teste. Além
disso, neste estudo, a atividade antimicrobiana dos filmes foi eficaz para a bactéria
gram-positiva Bacillus subtilis. Finalmente, o filme provou ter grande potencial para
ser utilizado como alternativa ao plastico sintético para reduzir a poluicdo ambiental
e ainda, com a adicdo de substancia ativa no fiime de CB como agente
antimicrobiano, aprimorando sua funcionalidade.

Também desenvolvendo filme para embalagem, Chen et al. (2020) produziu
um filme de nanofibra de celulose com adicdo de antocianinas e 6leo essencial de
orégano, que podem atuar como indicador de pH e de propriedades antibacterianas,
respectivamente. O filme teve um bom desempenho de barreira a luz ultravioleta e
visivel. A taxa de inibicdo contra E. coli e L. monocytogenes atingiu 99,99%. O
indicador de pH desenvolvido e o filme antimicrobiano podem indicar a alteracdo da
qualidade dos alimentos durante 0 armazenamento e prolongam efetivamente a sua
vida util de prateleira. Portanto, o filme pode ser usado para monitorar a mudanca da
gualidade dos alimentos durante o armazenamento, como um indicador de rétulo

inteligente e prolongar a vida Gtil dos alimentos, indicando o crescimento microbiano.

2.4 Filmes antimicrobianos

Filmes antimicrobianos quando em contato com alimentos acondicionados

reduzem, inibem ou retardam o desenvolvimento de micro-organismos na superficie

dos alimentos, por isso sao considerados uma inovagédo no conceito de embalagem
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ativa e podem ser combinados para melhoria das propriedades funcionais,
mecanicas e quimicas das embalagens (AMORIM, 2004; BATISTA; TANADA-
PALMU; GROSSO, 2005; GALOTTO et al., 2011). Pesquisas como as citadas no
Quadro 1, tém se concentrado em embalagens ativas para alimentos em uma ampla
gama de sistemas alimentares com o objetivo de estudar seus antioxidantes e efeito
antibacteriano (ATARES; CHIRALT, 2016).

Com o objetivo de reduzir o uso de aditivos quimicos na industria de
alimentos percebe-se o aumento do interesse no uso de aditivos naturais com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes que nao afetam negativamente a
saude humana (CARNEIRO et al., 2017). OEs séo estudados como aditivos naturais
em produtos biodegradaveis devido a sua natureza lipidica, pois espera-se que eles
ajudem a reduzir a permeabilidade ao vapor d’agua de filmes hidrofilicos. Além
disso, demonstraram influéncia sobre outras propriedades dos filmes de alimentos
como tracao, 6tica, estrutural e, principalmente, pelo efeito antimicrobiano (ATARES;
CHIRALT, 2016).

Quadro 1 — Estado da arte (Autores, publicagfes, filmes, 6leo essencial incorporado e
observacdes finais)

Oleo

essencial Observacbes Autores
incorporado

O Oleo essencial de cravo é um
promissor agente antimicrobiano, o
Cravo gue torna um aditivo com potencial Lima (2018)
aplicacdo em embalagens de

alimentos pereciveis.

Poli(cloreto de
vinila)

O o6leo essencial de cravo-da-india foi
favoravel como agente antibacteriano
Celulose para uma futura aplicacéo da blenda
bacteriana e Cravo como embalagem ativa para Albuguerque (2019)
polihidroxibutirato alimentos, além de néo ter
comprometido as propriedades dos
polimeros.

Os resultados mostraram que a
superficie de filmes comestiveis era
fina e lisa. Na andlise de FTIR todos

0s espectros confirmaram que as
ligagBes importantes do polimero de
celulose estavam presentes nos
filmes.

Srikandace et al.
(2018)

Celulose Catequina e
bacteriana Citrus
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Zeina

Canela

Pode-se concluir que o filme de zeina
reforgado pelo 6leo essencial de
canela e nanoparticulas de quitosana
pode ser proposto como um
promissor material de embalagem
natural com boas caracteristicas
fisicas, estruturais e antibacterianas
para embalagem de itens
alimentares.

Vahedikia et al.
(2019)

Acido polilatico

Tomilho,
alecrim e
orégano.

Os resultados do presente estudo
mostraram que filmes de resina de
acido polilatico contendo diferentes
Oleos essenciais podem servir como
materiais antioxidantes eficazes para
a preservagao de peixes. A adigédo
dos OEs nao afetou a permeacéo, a
migragao e o alongamento percentual
na quebra das propriedades do filme.

Zeid et al. (2019)

Celulose
bacteriana

Alecrim e
Gorgonzola

O alecrim e o gorgonzola
demonstraram a¢ao antimicrobiana
sobre as
células de E. coli e S. aureus.
Quanto a analise visual de
crescimento de fungos filamentosos,
percebe-se que o alecrim e
gorgonzola indicou uma agéo
antimicrobiana. Assim, a
incorporacéo de aromas de alecrim,
de gorgonzola e NpAg em
membranas de CB, mostraram-se
promissoras para aplicagbes em
embalagens alimenticias.

Silva (2017)

2.5 Oleos essenciais

Héa evidéncia de que cerca de 35% dos OEs de plantas possuem atividade

antimicrobiana e 65% possuem atividades antifingicas, atuando na preservacéo do
produto (LIMA et al., 2006; STIEVEN; MOREIRA; SILVA, 2009). OEs extraidos de

plantas e especiarias sdo ricas fontes de compostos bioativos (terpendides,

compostos fendlicos) que foram reconhecidos como agentes antimicrobianos
(BURT, 2004; RUIZ-NAVAJAS et al., 2013), como por exemplo, a canela, o tomilho,

0 orégano e o cravo tém propriedades antimicrobianas inerentes, incluindo a inibicdo

do crescimento de bactérias, leveduras e fungos. Por esta razdo, seu uso potencial

para prolongar a vida Gtil de matrizes alimentares tem sido amplamente investigados
(JU et al., 2019; SILVA, 2017).
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Os OEs afetam negativamente as células microbianas por varios
mecanismos, incluindo o ataque a bicamada fosfolipidica da membrana celular,
perturbando os sistemas enzimaticos, comprometendo o material genético das
bactérias (BURT et al., 2007).

Quando o OE é incorporado ao polimero e este em contato diretamente com
o alimento, ha possibilidade de uma migracdo lenta e constante de agentes
bactericidas e/ou bacteriostaticos, por meio da difusdo ou da separacdo para a
superficie, fazendo com que a atividade antimicrobiana ocorra com maior
intensidade onde se faz necessario (COMA, 2008).

Segundo diversos autores, entre 0s Oleos essenciais mais conhecidos por
terem significativo potencial antimicrobiano e que podem ser utlizados em
embalagens ativas para alimentos estdo o alho, canela, capim cidreira, cravo,
cebola, manjericdo, manjerona, menta e mentol, orégano, pimenta-da-jamaica,
segurelha e tomilho (BURT, 2004; JEAUROUND; SCHUMANN; CLUNIES, 2002;
KALEMBA; KUNICKA, 2003).

2.5.1 Oleo essencial de manjericio

Figura 3 — Componentes majoritarios do 6leo essencial de manjericdo

OH CH;
I
| OH 0
Linalol Geraniol | .8-cineol

Fonte: Blank et. al, 2007

O oleo essencial de manjericao (Ocimum basilicum) apresenta como
compostos majoritarios o linalol, o geraniol e o 1,8 cineol (Figura 3) representando
mais de 95,16% de todos 0s componentes quimicos presentes no 6leo essencial
(Blank et al., 2007), ele pode servir como substancia hidrofébica com atividade

antioxidante e deve ser usado para melhorar a propriedade do biopolimero como de
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uma embalagem ativa (TONGNUANCHAN; BENJAKUL; PRODPRAN, 2014). O OE
de manjericdo possui também propriedades analgésicas, antiinflamatérias,
antibacterianas, hepatoprotetoras e imunomodulatérias e as vezes € usado como um
aditivo para evitar a oxidagao de alimentos ou como um agente antimicrobiano, ou
ainda como um ingrediente para afetar o sabor e o aroma de diferentes produtos
(AMOR et al., 2021).

2.5.2 Oleo essencial de cravo

Figura 4 — Componente majoritario do 6leo essencial de cravo

H,CO p

HO

Fonte: HOSSEINI, et. al, 2009.

O oOleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum) tem como principal
constituinte quimico o eugenol (Figura 4), que demonstrou ter um eficaz potencial
antimicrobiano quando incorporados em filmes para aplicacbes alimentares
(HOSSEINI; RAZAVI; MOUSAVI, 2009; IGARASHI, 2010; UGALDE, 2014). Melo
(2010) produziu filmes a base de quitosana e gelatina, incorporados com OE de
cravo que foram aplicados em carne de bacalhau, obtendo bons resultados
antimicrobianos. Pesquisas recentes mostraram que o 6leo essencial de cravo pode
matar inumeras bactérias e alguns fungos, e a atividade antimicrobiana é atribuivel
ao eugenol, acidos oleicos e lipidios encontrados em seus Oleos essenciais
(SHARMA et al., 2020).
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2.5.3 Oleo essencial de canela

Figura 5 — Componente majoritario do 6leo essencial de canela

O

N OH

Fonte: HOSSEINI, et. al, 2009.

O oleo essencial de canela (Cinnamomum) apresenta propriedades Unicas
gue sdo Uteis para o revestimento de alimentos umidos altamente pereciveis, como
peixes e aves (HOSSEINI; RAZAVI; MOUSAVI, 2009). O 6leo essencial de canela
tem uma atividade antimicrobiana eficaz e é reconhecido como seguro pela Food
and Drug Administration. O cinamaldeido € a principal parte do 6leo essencial de
canela (Figura 5), € um composto natural com cheiro de doce que fornece sabor e
cheiro explicitos, além de ser permeavel em membranas celulares vivas, degradavel
e reconhecido como biocompativel (MALLICK et al., 2020).

Wu et al. (2015) incorporou OE de canela em filmes de gelatina e
encontraram uma melhoria na estabilidade antimicrobiana juntamente com uma
diminuicdo na taxa de liberacdo. Liberacdo controlada e sustentada € um tratamento
relevante para ser obtido ao incorporar ingredientes ativos em embalagens de

alimentos.

2.5.4 Oleo essencial de orégano

O 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) foi estudado por diversos
pesquisadores por sua atividade antimicrobiana em filmes alimenticios (CHOULIARA
et al., 2007; DU et al., 2008; EMIROGLU et al., 2010; OUSSALAH et al., 2007).
Possui carvacrol como componente principal (Figura 6) e tem atividade inibitoria

contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (SILVA, et. Al, 2010).
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Figura 6 — Componente majoritario do 6leo essencial de orégano

OH

Fonte: SILVA, et.al, 2010.

Seydim & Sarikus (2006) incorporaram OEs de orégano, alecrim e alho em
filmes de proteina de soro de leite, e descobriram que os filmes antimicrobianos
mais eficazes eram aqueles incorporados com orégano, enquanto 0S mMenos
eficazes foram aqueles que incluem 6leo de alecrim. O mesmo método foi usado em
outros estudos (ALDANA et al., 2015; ALIHEIDARI et al., 2013; EMIROGLU et al.,
2010; ITURRIAGA; OLABARRIETA; MARANON, 2012; JOUKI et al., 2014; PIRES et
al., 2013).

Zinoviadou et al. (2009) formularam filmes comestiveis de proteina de soro de
leite com OE de orégano e comprovaram sua atividade antimicrobiana em amostras
de carne em armazenamento refrigerado. Emiroglu et al. (2010) testou a atividade
antimicrobiana de filmes comestiveis de soja incorporados com OE de tomilho e
orégano em hamburgueres de carne moida e encontraram redu¢des na contagem
microbiana em relagdo ao armazenamento refrigerado. Wu et al. (2014) comprovou
a atividade antimicrobiana de filmes de gelatina-quitosana com OE de orégano no

armazenamento de musculo de carpa.
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A sequéncia dos procedimentos metodologicos que foram utilizados nesta

dissertacao esta apresentada na Figura 3.

Figura 7 — Fluxograma dos procedimentos metodologicos
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3.1 Sintese das membranas de CB

3.1.1 Micro-organismo e condic¢des de cultivo

A bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 foi utilizada na sintese
das membranas CB. O meio é composto por manitol (20 g L), peptona de soja (5 g
L), extrato de levedura (5 g LY), fosfato dissédico (2,7 g L) e acido citrico (1,15 g
L), e foi autoclavado a 121 °C por 20 min foi usado tanto para pré-indculo, quanto
para a producdo das membranas.

As células foram ativadas em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, contendo
100 mL de meio de cultivo, incubadas a 25 °C sob condi¢des estéaticas por 3 dias.
Apbés o periodo de incubacdo, o pré-inodculo foi transferido para frascos de
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio de cultivo, e incubado em estufa a
30 °C e condi¢cdo estatica durante 12 dias para a formacdo de membranas de CB
(FISCHER, 2016). A espessura média (4 pontos) das membranas foi determinada

utilizando um paquimetro digital.

3.2 Purificagéo

ApoOs o periodo de cultivo, as membranas formadas na superficie do meio de
cultivo foram coletadas e purificadas conforme o método usado por Silveira (2016).
O procedimento de purificacdo consiste em lavar as membranas com agua destilada
para remocdo do meio de cultivo restante e, logo em seguida, tratadas com solucéo
de NaOH 0,1 M, em banho-mariaa 80 °C, por 60 min, para que ocorresse a
remogdo de Iimpurezas bacterianas e outros tipos de contaminantes. ApoOs
tratamento de purificacdo, lavou-se as membranas com agua destilada até que se
aproximasse ao pH 7,0, armazenando-a em &gua destilada e autoclavada para

evitar contaminacoes.

3.3 Incorporacéao dos OEs

3.3.1 Incorporacédo dos OEs — Método utilizando acetona como solvente

Apo6s a purificacdo, as membranas foram incorporadas com os OEs. Seguiu-
se o0 procedimento de incorporacdo ex-situ (embebicdo), onde as membranas foram

imersas em solugdo contendo acetona 99% a diferentes concentragbes de OEs
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(marca Phytoterapica), conforme apresentado no Quadro 2, que apresenta as
concentracbes de estudos bem-sucedidos por outros autores e direcionaram 0s
experimentos deste estudo.

Segundo os autores Chouliara et al. (2007) e Emiroglu et al. (2010),
concentractes de 1% de OE de orégano ja demonstram eficacia para o potencial
antimicrobiano em filmes. Ja para o OE de cravo, a concentracéo ideal variou entre
0,5 e 1,5% (HOSSEINI; RAZAVI; MOUSAVI, 2009; IGARASHI, 2010; UGALDE,
2014). Rodriguez et al. (2008) obteve, utilizando concentracdo de 4% do Oleo
essencial de canela incorporado em parafina solida como revestimento para
embalagens ativa de papel, forte potencial antimicrobiano. Os autores Zivanovic et
al. (2005), testaram concentragfes de 1 a 18% de Oleo essencial de manjericdo e

potencial antimicrobiano foi exibido em concentragdes acima de 6%.

Quadro 2 — Concentracdo dos OEs incorporados as membranas de CB

Identificagao OEs Concentragao (m/v)
CBpura - -
CB/OEOr1% Orégano 1%
CB/OECr1,5% Cravo 1,5%
CB/OECa4% Canela 4%
CB/OEMa6% Manjericédo 6%

As membranas foram colocadas em solucbes de OEs, e mantidas por 24 h,
sendo viradas a cada 2 h. Depois deste periodo, secou-se as membranas em estufa
por 24 h a 30 °C.

3.3.2 Incorporacgéo dos OEs — Método utilizando etanol como solvente

Foi retirado excesso de agua com papel toalha das membranas de CB umidas
e pesou-se 1 g destas membranas. Em seguida as membranas foram imersas em
150 mL de etanol 99% e aquecidas em frasco de Duran a 60 °C por 10 min. Ao final
desse procedimento, pesou-se as membranas de CB Umidas em etanol apos a
retirada do excesso com papel toalha, a fim de calcular a massa da membrana.

Em seguida, pesou-se 3,0 g de cada OE, diluindo em 20 mL de etanol, sendo
a CB umida imersa na solucao preparada e aquecida em estufa a 60 °C durante 10




31

min para evaporacao da solucédo etandlica. As membranas de CB contendo o seu
respectivo OE foram secas em estufa a 50 °C até massa constante. O percentual de
OE incorporado foi calculado através da diferenca entre a massa CB com OE e sem
OE, conforme Equacéo 1(ALBUQUERQUE, 2019).

massa CB com OE (g)
massa CB sem OE (g)

% OE incorporado = x100

(1)

3.4 Caracterizacdo das membranas

3.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de verificar se os OEs foram incorporados as membranas
de CB, as amostras foram analisadas por FTIR-ATR, no equipamento Perkin EImer
Spectrum, no Laboratério de Materiais da Univille. Foram realizadas 32 varreduras
por amostra de 4000 a 450 cm™, no modo de refletancia total atenuada (ATR —
attenuated total reflectance).

3.4.2 Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/DTG)

Para avaliar a estabilidade térmica das amostras, bem como, quantificar
a incorporacdo dos OEs, realizou-se a analise de TG/DTG, que consiste em uma
técnica destrutiva, envolvendo a medida da variacdo de massa das amostras em
estado sélido em funcdo da temperatura. A analise foi realizada em atmosfera
inerte, com razdo de aquecimento de 10 °C min?t, entre 25 e 600 °C, sob
atmosfera de nitrogénio (N2) no equipamento TGA-Q50 (da marca TA

Instruments) no Laboratério de Materiais da Univille.

3.4.3 Atividade antimicrobiana das membranas

Foram realizados testes de sensibilidade microbiana nas membranas de
CB puras e incorporadas com os OEs, pela técnica de difusdo de disco de Kirby
& Bauer (BAUER et al.,, 1966). Investigou-se as amostras contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, ambas pré-cultivadas a 37 °C por 24 h,

em caldo de soja tripticaseina (TSB). As bactérias foram diluidas em solucao salina
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0,9%, estéril, para que se atingisse uma concentracdo de cerca de 0,5 padrdo da
escala McFarland e, em seguida, distribuidas uniformemente com swab em placas
de Petri com meio Mueller Hilton.

As membranas de CB pura e incorporadas com os OEs foram cortadas em
discos com 6,0 mm de diametro e colocadas sob a placa de crescimento da bactéria.
Empregou-se o teste de zona de inibicdo medindo o halo de inibicdo para verificar

a atividade antimicrobiana da amostra. Realizou-se o teste em triplicata.

3.4.4 Biodegradacédo em solo

Para o preparo do solo e ensaios de biodegradacdo em solo foi utilizado
como base a norma ASTM G160 — 98 (1998). O solo foi preparado com partes iguais
de solo fértil, esterco de cavalo e areia de praia (42 mesh). Apés a mistura, a
terra foi peneirada com uma peneira de 4 mesh. A terra foi envelhecida por trés
meses e duas vezes por més foi monitorado o pH (6,5 a 7,5) e a umidade (20 a
30%).

Para o ensaio de biodegradacdo em solo foram utilizados béqueres com
17 cm de altura, onde adicionou-se uma camada do solo preparado no fundo do
frasco com aproximadamente 8 cm de altura, sendo colocada uma amostra em
cada copo de béquer e, em seguida, adicionado solo numa segunda camada de
8 cm. Os copos foram acondicionados em uma sala com manutengcdo da

temperatura em 30 °C. As membranas foram removidas apés 1, 3 e 7 dias.

3.4.5 Avaliacdo da atividade fungica das membranas aplicadas como embalagens

de paes

As membranas incorporadas com os OEs e os paes foram expostos
separadamente por 15minde cada lado a luz UV, em fluxo laminar, para
descontaminacdo. Em seguida, as membranas foram colocadas em filmes de
polietileno de baixa densidade (PEBD), tal como uma "etiqueta” no filme, em contato
direto com o péo tendo o minimo contato com o ar externo e entdo embalou-se os
paes com a membrana. Apés o fim da validade dos pées, estabelecido pelo
fornecedor, os pdes embalados mais a amostra controle (apenas filme de PEBD)

foram analisados quanto ao crescimento de fungos (SILVA, 2017).
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Os péaes foram avaliados visualmente até observar o aparecimento de fungos
filamentosos e o tempo foi anotado. Eles permaneceram embalados todo o tempo,
sob temperatura ambiente com registro fotografico diario até o fim do teste. A
avaliacdo a respeito de fungos se deu apenas de forma visual, pois a RDC 12/2001
Padrbes Microbiolégicos de Alimentos, legislacdo nacional que trata de aspectos
microbiolégicos em alimentos, especifica limites para fungos em paes apenas de
forma visual (BRASIL, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencédo da CB

As membranas de CB formada na superficie do meio liquido ap6s em média
12 dias de cultivo, apresentaram espessura média de 0,25 mm e aspecto gelatinoso.
A Figura 4 ilustra uma membrana de CB produzida apés 12 dias de cultivo. De
acordo com Recouvreux (2008) a CB pura quando cultivada em culturas estaticas,
apresenta-se como uma membrana gelatinosa esbranquicada e translicida na
interface ar/liquido.

Apés a obtencdo das membranas de CB, foi realizada a purificagdo com
NaOH 0,1 M, tornando um aspecto visual mais claro e translicido (Figura 5). As
membranas foram autoclavadas para evitar contaminacdo e foram utilizadas nas
etapas de incorporacao de OEs.

Figura 8 — Membrana de CB ap0s 12 dias de cultivo, sem o tratamento de purificacdo.

Figura 9 — Membrana de CB ap@s o tratamento de purificagéo.
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As membranas de CB ap0s o tratamento de purificagdo foram incorporadas
com os OE de orégano, cravo, canela e manjericdo, a partir dos dois métodos ex-
situ, utilizando a acetona como solvente (método com acetona) e utilizando etanol

como solvente (método etanol).
4.2 Incorporacao da CB — Método com acetona

Como apresentado na Figura 6 as membranas de CB foram imersas em uma
solucdo com acetona e OE por 24 h, sendo viradas a cada 2 h por 12 h. Depois de

secas, as membranas apresentaram espessura média de 0,075 mm.

Figura 10 — Incorporagéo dos Oleos essenciais nas membranas de CB

As membranas de CB incorporadas apresentaram aroma caracteristico do OE
utilizado, porém ndo apresentaram variacdo significativa na coloracdo quando
comparadas com a membrana de CB pura, podendo ser sinal da baixa incorporacéo
corroborando com andlise de FTIR. Silva (2017) em suas amostras contendo 20% e
100% de OE de alecrim observou uma coloracdo muito diferente da coloracédo da
celulose bacteriana pura, apresentando uma coloracdo marrom para a amostra com
20% do OE.
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4.2.1 Caracterizacdo das membranas

4.2.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

A analise de FTIR teve como objetivo a verificacdo da presenca dos OE
incorporados na membrana de CB. As Figuras 7, 8, 9, 10 e 11 apresentam um
comparativo entre o espectro de FTIR da membrana de CB pura, a membrana
incorporada com o OE e o OE puro utilizado na incorporagcdo. As principais
bandas e respectivas ligacbes caracteristicos da celulose bacteriana estédo
listadas na Tabela 1.

A Figura 7 ilustra a analise de FTIR da amostra de CB pura, a fim de
identificar os compostos quimicos presentes na amostra também apresentados na
Tabela 1.

Figura 11 — Andlise de FTIR para CB pura (branco)
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O perfil de espectro de FTIR caracteristico da CB pura é marcado por
bandas na regido de 3336 cm™, que segundo Duarte (2014) é caracteristica do
estiramento dos grupos hidroxila presentes na CB. Além desta, as principais
atribuicbes que caracterizam o polimero s&o: estiramento CH e estiramento
assimétrico em 2897 cm; deformagdo CH2 em 1461 cm; deformacdo OH em
1375 cm, bem como, a ponte antissimétrica do estiramento C-O-C em 1109 cm-
! e a banda na regido de 1053 cm relacionada as vibracdes do estiramento C-O. A
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banda localizada ao redor de 400 a 700 cm™® é caracteristica da torcdo dos
grupos OH (DONINI et al., 2010).

Tabela 1 — Andlise de FTIR para CB pura (branco)

AEQUEMELE Frequéncia (cm™)
Ligacéo (cm™) ql. Referéncia
iteratura
observada
Estiramento (OH) 3336 3340 Duarte (2014)
Estlrament_o (pl—_|) e Estiramento 2897 2900 Chen (2014)
assimétrico (CHy)
Grupo H-O-H 1626 1649 Barud et al. (2008)
DRIEHTEEED [RHCAR ), ©HESAI T 1461 1427 Oh et al. (2005)
plano
Deformacgéo (CHs) e O-H no plano 1375 1370 Tureck (2017)
~ Recouvreux
Deformacgéo angular C-H 1336 1335 (2008)
~ Venkatasubbu et
Deformagéo CH: no plano 1275 1280 al. (2011)
Estiramento simétrico (C-O)/(C-C) 1053 1060/1025 Pec‘(’ggg’sﬁt el
Deformagé&o angular C-O-C 1109 1109 Barud et al. (2008)
Deformagéo C-O-H, fora do plano 662 664 Oh et al. (2005)

Para a membrana incorporada com OE de orégano a 1% (CB/OEOrl%)
(Figura 8), foi observado a presenca sutil de uma das bandas presentes no OE de
orégano puro, podendo ser devido a baixa concentragcdo na incorporacdo de OE
na solucdo de acetona. Outra possibilidade seria a incorporagdao do OE ter
ocorrido apenas no interior da membrana, ndo sendo integralmente detectada
pela técnica de FTIR pelo método de ATR, onde ha apenas uma leitura na
superficie da amostra.

Na membrana incorporada com os OE de cravo (CB/OECr1,5%) (Figura 9)
€ possivel observar uma sutil incorporagdo através do surgimento da banda em
1500 cm* (sinalizado com seta), também observado por Lima et al. (2017) em seu
estudo sobre filmes de poli(cloreto de vinila) com adicdo de OE de cravo. Segundo

Silverstein et al., (2007) esta banda em 1500 cm™ corresponde as vibracdes das
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ligacbes C=C do grupo funcional presentes no eugenol, constituinte majoritario do
OE de cravo.

Em relacdo ao OE de canela (CB/OECad4%) foi possivel observar a
presenca as bandas em aproximadamente 600 e 1730 cm™, sinalizadas com setas
(Figura10). A banda em 1728 cm?' vem do estiramento do H-C=0O do
cinamaldeido (LI; KONG; WU, 2013).

Para manjericdo (CB/OEMa6%), observado na Figura 11, é possivel
verificar a presenca de uma banda em 1513 cm™. Essa pequena alteracdo nas
bandas pode significar a incorporacdo desses 6leos essenciais, ainda que baixa.

Ressalta-se que a solucdo de Oleo essencial era de 6%, superior as demais
amostras.

Figura 12 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura, membrana de CB/OEOr1i% e
6leo essencial de orégano
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Figura 13 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura, membrana de CB/OECr1,5% e
Oleo essencial de cravo
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Figura 14 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura, membrana de CB/OECa4% e
Oleo essencial de canela
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Figura 15 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura, membrana de CB/OEMa6% e
6leo essencial de manjericéo.
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4.2.1.2 Termogravimetria e Termogravimetria derivada (TG/DTG)

Na Figura 12 sdo apresentadas as curvas termogravimétricas (TG), que
representam o percentual de perda de massa em funcdo da temperatura e as
curvas DTG, que representam a primeira derivada das curvas de TG, para as
amostras de CB pura e incorporadas. Os dados de temperatura de inicio de
degradacdo extrapolada (Tonset), temperatura maxima de degradacdo (Tmax), %

de perdas de massa e % de residuos sdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 16 — Curvas TG e curvas DTG das membranas de CB pura e incorporadas com 0s
diferentes 6leos essenciais
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Tabela 2 — Dados obtidos das Curvas TG e DTG das membranas de CB pura e
incorporadas

Perda Perda Perda
Amostra de Tonsetz de Tmaxz  Tonset3 de Tmaxs Residuo
massa (°C) massa (°C) (°C) massa (°C) (%)
1 (%) 2 (%) 3 (%)
CBpura 3 315 72 337 420 5 415 1
CB/OEOr1% 2 324 85 353 426 3 422 16
CB/OECr1,5% 3 327 87 362 429 2 427
CB/OECa4% 1 310 84 342 401 4 395
CB/OEMa6% 1 304 89 340 412 3 407

O perfil de degradacdo das membranas de CB pura e incorporadas
apresentou trés eventos de perda de massa (LIMA et al., 2015). O primeiro
estagio de perda de massa que ocorreu entre a temperatura ambiente (= 30 °C)
e 150 °C, referente a perda de agua das amostras demonstrou a elevada
higroscopicidade da CB (1 a 3%). Esse primeiro estagio é referente a elevada
capacidade de absor¢cdo da CB e sua propriedade hidrofilica (GEA et al., 2011).

O segundo estagio, mais intenso, € atribuido a degradacdo da celulose,
incluindo a despolimerizagdo e decomposicdo das unidades de glicose, ocorreu

com temperatura de inicio de degradacdo extrapolada (Tonsetz) em 315 °C e
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temperatura na qual a taxa de degradacdo € maxima (Tmax2) em 337 °C, com
72% de perda de massa para amostra referente a CB pura, fato também
evidenciado por Lima et al. (2015), Costa et al. (2017) e Tureck (2017).

Para as demais amostras de CB funcionalizada, as Tmaxz determinadas
variaram entre 340 °C e 353 °C, demonstrando um aumento da estabilidade térmica
das membranas. Esse aumento destacou-se para as amostras com menor
concentracdo de OEs, alcancando um aumento de 16 e 25 °C para as amostras
CB/OEOri1i% e CB/OECr1,5%, respectivamente. Por outro lado, para as amostras
com maior teor de OE, esse aumento foi de 3 e 5 °C, para as amostras CB/OEMa6%
e CB/OECa4%, respectivamente. Outro fator interessante é a ocorréncia de uma
perda de massa maior em comparacdo a membrana de CB pura, indicando que a
decomposicdo dos OEs pode estar ocorrendo juntamente com a decomposi¢cao da
CB.

O terceiro estagio que, de acordo com a literatura (TEIXEIRA et al., 2010),
representa a degradacdo de residuos carbonaceos que ocorre em Tmax entre
350 a 500 °C, foi observado numa faixa que variou de 395 °C a 427 °C, com uma
perda de massa que variou entre 2 a 5%. Segundo Donini et al. (2010), o estagio de
degradacédo de residuos carbonaceos na CB pode estender-se até cerca de 800 °C.

As membranas de CB incorporadas com os OEs de orégano e cravo
apresentaram perfis de degradacdo semelhantes ao da CB pura, podendo
evidenciar a baixa incorporacéao.

Para as membranas de CB incorporada com o OE e canela é possivel
observar na Figura 12 que apresentaram estabilidade térmica mais baixa, o que
pode indicar a presenca do 0leo na amostra, corroborando com as analises de
FTIR, que apresentaram uma pequena alteracdo da banda em locais

caracteristicos dos 6leos essenciais.
4.2.1.3 Atividade Antimicrobiana das Membranas
A analise da atividade antimicrobiana pode ser observada na Figura 13 para

as amostras de CB incorporadas com OEs. As membranas foram testadas contra as

bactérias Escherichia coli e S. aureus.
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Figura 17 — Atividade antimicrobiana para as bactérias testadas: E. coli (a) e S. aureus (b)

(a) (b)

Nas amostras analisadas, observou-se que ndo ha efeito antimicrobiano
das membranas. Esperava-se a aparicdo de um halo de inibicdo ao redor dos
discos da membrana de CB incorporada com os OEs, uma vez que os 6leos
possuem propriedades antimicrobianas.

Em seus estudos, Santurio et al. (2007) observou uma atividade
antimicrobiana dos OEs de orégano e canela. Para o 6leo de manjericdo, Martins et
al. (2010) obteve resultados positivos para o teste de potencial antimicrobiano para
diversas cepas da bactéria Escherichia coli. Santos et al. (2011) também observou
em seus estudosque os OEs de cravo e orégano apresentaram atividade
antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

E possivel que as amostras ndo tenham demonstrado potencial
antimicrobiano por conta de sua baixa incorporacao como demonstrado nas analises
anteriores sugerindo que o método nédo foi adequado. Estes resultados sugerem
alteracdo para uma maior concentracdo de OEs e outro método de incorporacao
deve ser avaliado.

4.2.1.4 Biodegradacdo em Solo

Para o ensaio de biodegradacdo em solo as membranas foram removidas
apos 1, 3 e 7 dias (Figura 14). Utilizou-se um pincel de cerdas macias para
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remover o excesso de solo presente na superficie das membranas, para que elas

nao fossem danificadas.

Figura 18 — Membranas de CB pura, CB/OEOrl5, CB/OECr1,5%, CB/OECa4% e
CB/OEMa6% ap6s 1, 3 e 7 dias de exposi¢cao ao solo
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E possivel notar por meio da andlise visual que no primeiro dia todas as
membranas de CB ndo mostraram sinais de biodegradacgéo, apenas exibiram uma
leve opacidade na cor comparada com a membrana de CB pura, devido ao fato das
membranas terem sido incorporadas com OEs.

No terceiro dia, a membrana de CB pura, CB/OEMa6% e a CB/OECr1,5% ja
apresentavam sinais de biodegradagdo, com o0 surgimento de pequenos poros e
aspecto rugoso, enquanto as CB/OEOrl% e CB/OECa4% n&o apresentaram
alteracdo quando comparadas com as mesmas amostras retiradas no primeiro dia
de andlise, exibindo maior resisténcia a biodegradabilidade em comparacdo as
demais amostras. No entanto, apdés 7 dias todas as amostras demonstraram seu
potencial de biodegradagédo, em especial as membranas de CB pura e incorporada
com o OE de cravo que aparentaram estar mais fragilizadas e fragmentadas devido
a acado dos micro-organismos, sendo necessario um maior cuidado em seu
manuseio.

Em seus estudos, Camargo (2020) também obteve a rdpida degradacdo da
membrana de celulose bacteriana, notando no segundo dia os primeiros sinais de

biodegradacdo e no quarto dia os primeiros sinais de desfragmentacdo, foi
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observado no decorrer do tempo a rugosidade na superficie, formacéo de orificios,
desfragmentacdo e alteracdo na cor e com 15 dias a membrana degradou

completamente.

4.3 Incorporacéao da CB — Método com etanol

Em comparacgdo a incorporacdo anterior, o0 segundo método de incorporacéo
ocorreu utilizando etanol como solvente e com aumento da concentracdo de OE,
utilizando como referéncia Albuquerque (2019). Este método foi utilizado a fim de
comparar com 0 método anterior, buscando uma maior incorporacdo e comparacao
de resultados das analises. Como a CB estava Umida para incorporacdo, uma troca
de solvente é necesséria para substituir a dgua por um solvente menos polar,
favorecendo assim a incorporacdo (SOUZA, 2012; ALBUQUERQUE, 2019).

A 4gua sendo um solvente polar e o etanol classificado como um solvente
bipolar, € muito solivel em &gua, pois as ligacbes de hidrogénio sdo da mesma
ordem de grandeza das atracdes do mesmo tipo existentes entre as moléculas de
agua, e também de etanol (MARTINS, et. Al, 2013; MATTE, et. al, 2015).

O processo de ambientacdo com etanol proporcionou a substituicdo das
moléculas de &gua no interior da membrana, sendo que a difusédo foi acelerada em
funcdo do aquecimento. Na segunda etapa, ao mergulhar esta membrana na
solucéo etandlica contendo 6leo essencial dissolvido, estes puderam difundir para o
interior da membrana que estava preenchida com etanol. N&o havendo
incompatibilidade entre a membrana ambientalizada e o 6leo essencial. Por outro
lado, ao mergulhar a membrana hidratada na solucdo de acetona com Oleo
essencial dissolvido, a 4gua no seu interior pode ter causado a separacéo de fases
do 6leo essencial. Com isso houve baixa incorporacdo na membrana.

Na Figura 15 pode-se observar as membranas de CB ap0s a incorporacdo

com os OEs.
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Figura 19 — Membranas de CB ap0s incorporagdo de OEs (método com etanol) e secas: 1 —
Cravo, 2 — Canela, 3 — Manjericdo e 4 — Orégano

A fim de verificar a adicdo do OE na CB, foi realizado o célculo do % de
incorporacdo de OE na CB, através da diferenca de massas e 0s resultados séo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Percentual de OE incorporado na amostra

OE CB umida (g) CB umida com etanol (g) CB apds incorporacdo (g) % Incorporado

Cravo 0,77 1,49 1,67 11,3
Canela 0,77 1,31 14 6,52
Manjericdo 0,67 1,17 1,26 6,83
Orégano 0,68 1,29 1,42 9,29

Pode-se observar que a incorporacdo se deu de forma variavel, nesta
analise, conforme OE incorporado. O OE de cravo obteve uma percentagem de
incorporacdo de 11,30%, ja os de canela e manjericdo ficaram com 6,52 e 6,83%,
respectivamente. O OE de orégano obteve um total de 9,29% de incorporacao.

Como a andlise foi realizada com a massa das amostras, a umidade pode ter
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interferido no resultado. Apesar de ser uma analise quantitativa, o resultado
final depende de varidveis como umidade, tempo de espera da amostra para
pesagem, entre outras varidveis que influenciam no resultado final. Contudo,
todas as amostras obtiveram cheiro caracteristico dos OE incorporados e alteracéo
na coloracao.

4.3.1 Caracterizagao das membranas

4.3.1.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

A Figura 16 demonstra a amostra de FTIR das CB incorporadas e OE de
cravo, pode-se notar que o espectro do OE de cravo demonstra 0s picos
caracteristicos do eugenol, seu principal componente, e os valores das bandas
caracteristicas encontram-se na Tabela 4.

Figura 20 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura (Branco), CB incorporada com
15% de OE de cravo (CBCr) e OE de cravo puro (OECr)
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O espectro de infravermelho do OE de cravo apresenta as seguintes
bandas caracteristicas: 3555 cm™ correspondente ao estiramento da vibragdo
do grupo hidroxila (O-H) ligado ao benzeno (PENG et al.,, 2015). As bandas em
1607 e 1513 cm™? sdo atribuidas ao estiramento C=C e em 1431 cm? C-C ao
estiramento do anel aromatico (WANG et al.,, 2011). Em 1629 cm? tém-se a

ligacdo C=C da estrutura vinilica, 1267 cm™ do C-O do grupo fendlico, 1233 cm?
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a deformacédo do éter C-O-C e em 1032 cm* C-O éter aromatico (RIBEIRO, 2009).

Entre outros picos apresentados apés comprimento de onda de 1100 cm-?.

Tabela 4 — Valores das bandas caracteristicas (Cravo)

Banda ©m% lcger|  oEcr OECr OECr OECr
Amostra
v O-H 3555 3518 3544 3524 -
Cc=C 1629 1638 - - -
v C=C 1607 1612 - 1607 1610
v C=C 1513 1513 1512 1511 1511
v C-C 1431 1463 - 1430 1450
C-O0 1267 1265 - 1265 1222
0 C-0O-C 1233 1231 - - -
C-O0 1032 1033 1033 1033 1080
Lima Hasheminejad, Mendez
Fonte Autor | Kopp (2020) (2018) Khodaiyan e (2017)
Safari (2019)

Legenda: v: estiramento; 6: deformacéao;

A Figura 17 ilustra a analise de FTIR da amostra de CB pura, com adicdo
de OE de canela e do OE de canela, a fim de identificar os compostos quimicos

presentes na amostra também apresentados na Tabela 5.

Figura 21- Espectros de FTIR da membrana de CB pura (Branco), CB incorporada com
15% de OE de canela (CBCa) e OE de canela puro (OECa)
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O perfil de espectro de FTIR do OE de canela é encontrado no espectro da
CBCa, onde a banda de 1660 a 1624 cm™ refere-se ao grupo carbonila presente na
amostra, a banda 1514 cm™ é atribuido ao estiramento C=C referente ao anel
aromatico. A banda 1448 cm é caracteristico a um alcool C-OH, em 1313 cm™ é
atribuido aos alcanos CH2 que enfrentam a oscilagédo entre os anéis aromaticos =C-
H para a absorcdo de flexdo no plano, a banda 1243 cm™ corresponde ao éster de
anel aromético C-O-C e a vibracdo de alongamento do C-OH de grupos fendlicos. O
pico de 1110 cm™ a 1000 sé&o atribuidos as vibracdes de alongamento de C-O e a
vibracdo de deformacdo de C-OH. A banda em 743 é atribuida a vibracdo de
absorcao dos anéis aroméaticos =CH (LI; KONG; WU, 2013).

Tabela 5 — Valores das bandas caracteristicas (canela)

Banda (cm™) /Amostra CBCa OECa OECa
C=0 1660-1624 1679-1626 1512
v C=C 1514 1573 1605
C-OH 1448 1450 -
CH; 1313 1294 -
C-O-Ce vC-OH 1243 1248 1265
vC-Oe 6 C-OH 1110-1000| 1124-1070 | 1232-1034
C-H - 973 -
=CH 743 748 851
Fonte Autor | Lt K(‘Z’ggge) WU 1 silva (2016)

Legenda: v: estiramento; &: deformacdo;

A Figura 18 refere-se a CB pura, OE de manjericdo e a CB com

incorporacdo do 6leo, a analise exibiu o0s picos caracteristicos de seus

componentes principais apresentados na Tabela 6.
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Figura 22 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura (Branco), CB incorporada com
15% de OE de manjericdo (CBMa) e OE de manijericao puro (OEMa)
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As bandas 1639 e 1612 foram atribuidas as vibracbes de alongamento do
anel aromatico —C=C- (DHOOT et al., 2009). A banda referente as vibracdes de C-H
em =CH2 aparecem em 1466, jA a banda 1377 sdo as vibracdes de C-H
assimeétricas e simétricas em —CHs (SUTAPHANIT; CHITPRASERT, 2014). A banda

996 representou a curvatura C—H dos grupos alceno/ aroméaticos (SAJOMSANG et
al., 2012).

Tabela 6 — Valores das bandas caracteristicas (manjericao)

Banda (cm™

/Amo(stra ) CBMa OEMa
-C=C- 1639/1612 1638/1607
=CH, 1466 1463
-CHs 1377 1368
C-H 996 994

Sutaphanit e

Fonte il Chitpragert (2014)

Legenda: v: estiramento; &: deformagao;

Na Figura 19 temos a analise de FTIR da membrana de CB pura (Branco),
CB incorporada com 15% de OE de orégano (CBOe) e OE de orégano puro

(OEOQe) e seus respectivos picos demonstrados na Tabela 7.
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Figura 23 — Espectros de FTIR da membrana de CB pura (Branco), CB incorporada com
15% de OE de orégano (CBOe) e OE de orégano puro (OEOe)
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A banda em 1757, indica a presenca do grupo carbonila (C=0). As bandas
entre 1618 e 1421 cm estdo atribuidas as insaturacdes do anel de benzeno e uma
do proprio anel, essas bandas sdo de hidrocarbonetos arométicos de p-cimeno,
timol e y-terpineno, além do fendlico carvacrol composto na composicdo do
OEOr (PONTES, 2013). A banda em 1253 cm™ corresponde ao C-O-H, alongamento
do composto fendlico, carvacrol (PELISSARI, 2009). Outras bandas apontadas com

uma seta identificam a incorporacdo do OE a membrana de CB.

Tabela 7 — Valores das bandas caracteristicas (orégano)

Banda (cm™) /Amostra CBOr OEOr
Cc=0 1757 1818
Insaturacdes do antAeI penzénico e anel 1618- 1600-1400
benzénico 1421
C-O-H 1253 1223
Fonte Autor Pelissari (2009)

Legenda: v: estiramento; 6: deformacao;
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4.3.1.2 Termogravimetria e Termogravimetria derivada (TG/DTG)

Na Figura 20 s&do apresentadas as curvas termogravimétricas (TG), que
representam o percentual de perda de massa em fungdo da temperatura e na
Figura 21 as curvas DTG, que representam a primeira derivada das curvas de TG,
para as amostras de CB pura e incorporadas. Os dados de temperatura de inicio
de degradacdo extrapolada (Tonset), temperatura maxima de degradacdo (Tmax),
% de perdas de massa e % de residuos sdo apresentados na Tabela 8.

Figura 24 — Curvas TG das membranas de CB pura (CBpura), com incorporacdo de 0leo
essencial de canela (CBCa), cravo (CBCr), manjericdo (CBMa) e orégano (CBOr)
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O perfil de degradacdo da membrana de CB pura apresentou trés eventos
principais de perda de massa previstos na literatura (LIMA et al., 2015), ja para
as CB com incorporagdo de OEs apresentaram 4 eventos principais de perda de
massa sendo um deles a perda de massa referente ao percentual de OE
incorporado. A pequena diminuicdo de massa neste estagio extra (T2) pode estar
relacionada com a incorporagcdo de OE nos filmes (MONDAL et al., 2013).
Segundo Tongnuanchan et al. (2014), o OE tem efeito sobre a perda de massa,
pois devido seu carater hidrofobico pode ocasionar reducdo da difusdo da agua

nos filmes.
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Figura 25 — Curvas DTG das membranas de CB pura (CBpura), com incorporacao de 6leo
essencial de canela (CBCa), cravo (CBCr), manjericdo (CBMa) e orégano (CBOr)
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O primeiro estagio de perda de massa que ocorreu entre a temperatura
ambiente (= 30 °C) e 150 °C, referente a perda de &gua das amostras
demonstrou a elevada higroscopicidade da CB (2,63 a 5,49%) (MONDAL et al.,
2013). E simultaneamente a evaporacdo dos OEs, no segundo estagio, na faixa
de temperatura de 115,98 a 171,83 °C e tiveram perda de massa entre 8,4 a 10,5%
que corresponde a volatilizacdo dos compostos volateis do 6leo (PORTELLA et al.,
2014). De acordo com a literatura, as perdas de peso durante o processo de
aguecimento dos OEs, sao devido a evaporacdo dos componentes volateis, e nédo
a sua degradacdo térmica (CHIU et al., 2009; GONZALEZ-RIVERA et al., 2016;
MARTINS et al., 2011).

Gonzalez-rivera et al. (2016) analisaram termicamente cinco OEs
(alecrim, lavanda, salvia, sementes de funcho e botdes de cravo) e observaram
que as curvas termogravimétricas de todos o0s Oleos estudados apresentaram
perda de massa abaixo de 175 °C, indicando a evaporacdo dos oOleos. Os OEs
sdo formados por substancias volateis e quimicamente instaveis que se
degradam facilmente na presenca de calor, umidade e oxigénio (HIJO et al., 2015).

O terceiro estagio e mais intenso é atribuido a degradacdo da celulose,
incluindo a despolimerizacdo e decomposicdo das unidades de glicose, ocorreu
com temperatura de inicio de degradacdo extrapolada (Tonsets) em 320,68 °C
e temperatura na qual a taxa de degradacdo € maxima (Tmaxs) em 348,79 °C,
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com 73,79% de perda de massa para amostra de CBpura referente a CB pura,
fato também evidenciado por Lima et al. (2015), Costa et al. (2017) e Tureck (2017).
Para as demais amostras de CB incorporadas, as Tmaxs determinadas variaram entre
355 °C e 366,05 °C. A presenca do 6leo ndo alterou a temperatura de degradacdo
dos filmes em questao, pois todos eles se comportaram similarmente.

O terceiro estagio que, de acordo com a literatura (TEIXEIRA et al., 2010),
representa a degradacdo de residuos carboniceos que ocorreu em Tmax entre
350 a 500 °C, também foi observado numa faixa que variou de 433 a 492,33 °C, com

uma perda de massa que variou entre 3,03 a 7,89%.

Tabela 8 — Dados obtidos das Curvas TG e DTG das membranas de CB pura e
incorporadas

© ~ ) ~ o ~ )
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CBPural| 5 Nd Nd Nd 78 349 321 5 433, 462 11
CBCa 4 8 139 116 71 358 374 8 783 450 9
CBCr 3 10 146 172 71 356 329 5 492 470 11
CBMa 3 135 161 71 355 330 6 572 432 11
CBOr 3 9 144 116 80 366 381 3 567 472 5

4.3.1.3 Atividade Antimicrobiana das Membranas

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras com OEs foram
testadas contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo estes
os dois patdégenos mais comuns de origem alimentar (FISHER; PHILLIPS, 2006). Na
Figura 24, pode-se observar as placas com as amostras de CB
incorporadas com OE de cravo (Cr), canela (Ca), orégano (Or) e manjericao (M)
contra S. aureus e na Figura 25 contra a bactéria E. coli. Na Figura 22 sé&o
apresentadas a atividade antimicrobiana dos OEs de cravo, canela manjericao e
orégano puros contra S, aureus e na Figura 23 contra E. coli. Na Tabela 9 observa-

se o0s halos de inibicho das mesmas amostras contra S. aureus e E. coli,

respectivamente.
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Figura 26 — Atividade antimicrobiana de OEs puro, sendo (1) OE de Cravo (Cr) e Canela
(Ca) e (2) OE de Orégano (Or) e Manjericdo (Ma) contra S. aureus

Figura 27 — Atividade antimicrobiana de OEs puro, sendo (1) OE de Cravo (Cr) e Canela
(Ca) e (2) OE de Orégano (Or) e Manjericdo (Ma) contra E. coli

Figura 28 — Amostras do antimicrobiano das CB incorporadas com OE de cravo (Cr), canela
(Ca) (a), orégano (Or) e manjericdo (M) (b) contra Staphylococcus aureus
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Figura 29 — Amostras do antimicrobiano das CB incorporadas com OE de cravo (Cr), canela
(Ca), orégano (Or) e manjericdo (M) contra Escherichia coli

Tabela 9 — Halos de inibicdo (mm) do antimicrobiano das CB incorporadas com OE de cravo
(CBCr), canela (CBCa), orégano (CBOr), manjericdo (CBMa) e os OEs puros contra a
bactéria Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Média do raio . Média do raio .
Membrana| de inibicdo Desv~|o de inibigéo Desv~|o
padréao padréo
(cm) (cm)
CBCr 5,67 1,25 6,67 2,05
CBCa 9,33 2,05 5,33 1,25
CBMa 0,00 0,00 0,00 0,00
CBOr 13,33 1,70 11,33 0,47
OECr 3,50 6,50
OECa 7,50 8,00
OEMa 0,00 0,00
OEOr 15,00 21,50

A bactéria que teve melhor resultado de inibicdo das amostras quando
comparando as duas utilizadas foi a Staphylococcus aureus, sendo a CB com OE de
orégano (CBOr) a que mais se destacou apresentando um halo de inibicdo de
13,33 mm. Em seguida a CB com OE de canela (CBCa) com 9,33 mm de halo e a
CB com OE de cravo (CBCr) com um halo de 5,67 mm, ja a CB com OE de
manjericado ndo demonstrou atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus.
que a CBOr
destacou entre as demais amostras com 11,33 mm de halo de inibicdo. A CBCr

Para Escherichia coli pode-se observar também se
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demonstrou ter um halo de inibicdo de 6,67 mm, a amostra CBCa obteve 5,33 mm
de inibicdo, e a CBMa ndo demonstrou caracter antimicrobiano.

Os dleos essenciais testados apresentaram um halo de inibicdo de 3,50 mm
para cravo, 7,50 para canela e 15,00 mm para orégano contra S. aureus. Para E.
coli 6,50 mm para canela, 8.00 mm para o manjericdo e 21,50 mm para orégano. Ja
0 manjericdo ndo demonstrou potencial antimicrobiano uma possibilidade para este
fato pode ser atribuida a composicdo quimica do Oleo, que se diferencia pela
formacao de substancias antibacterianas e seus precursores nas diferentes partes
da planta (JERKOVIC; MASTELIC; MILOS, 2001; MORAIS, 2009). Os autores
Celiktas et al. (2007) e Van Vuuren et al. (2007) evidenciaram que mudancas na
composicdo quimica, localizacdo geografica, sazonalidade e métodos de extracdo
afetam diretamente as atividades biolégicas dos 6leos essenciais.

Magalhdes (2012), em seus estudos sobre a atividade antimicrobiana
em filmes de acetato de celulose com 15% de OE de orégano obteve um
resultado de 10 mm de halo de inibigdo tanto para Escherichia coli quanto para
Staphylococcus aureus. Guimaraes et al. (2017), também observou que o OE de
cravo tem maiores resultados de inibicdo para Escherichia coli do que para
Staphylococcus aures. Dorman et al. (2000), testaram os OE de orégano, geranio,
cravo e pimenta, frente a 25 espécies Gram-positivas e negativas e observaram que
bactérias Gram-positivas eram mais suscetiveis que as Gram-negativas, tendo
Oleos de orégano e cravo apresentado um halo de inibicdo de 18,9 mm e
14,9 mm, respectivamente, sobre cepas de S. aureus e 29,5 mm e 11,7 mm sobre
as cepas de E. coli.

Raeisi et al. (2015) estudaram o efeito antimicrobiano do OE de canela e ele
apresentou maior atividade antimicrobiana contra S. aureus do que E. coli. A maior
resisténcia de bactérias Gram-negativas quando comparadas as bactérias Gram-
positivas em relagdo a atividade antimicrobiana de OE é possivelmente devido a
estrutura diferencial da membrana dessas bactérias. As bactérias Gram-negativas
tém uma membrana externa formada por lipopolissacarideos e proteinas que atua
como uma barreira e torna a membrana impermeavel a lipofilicidade (MARONGIU et
al., 2007). Em bactérias Gram-positivas, ocorre o0 contato direto entre os
componentes hidrofobicos dos OE e a camada fosfolipidica da membrana celular e
nao sendo eficaz a barreira de permeabilidade com apenas uma camada externa de

peptidoglicano, resultando em aumento da permeabilidade a ions, deterioracdo de
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componentes de proteinas,como enzimas e excrecdo dos constituintes
intracelulares (NOSTRO et al., 2000).

4.3.1.4 Biodegradacao em Solo

Para o ensaio de biodegradacdo em solo as membranas de massas
aproximadas com uma meédia de desvio padrédo de 0,014 foram expostas ao solo e
removidas apoés 1, 3, 7, 15 e 30 dias conforme Figura 26. N&o foi possivel observar
por meio da analise visual a biodegradacdo das membranas, porém por meio da
Figura 27, onde demonstra a massa das membranas antes do ensaio e ap6s 1, 15 e
30 dias pode-se observar uma leve perda de massa, ainda que sutil.

Quando se compara o ensaio de biodegradacdo deste método com o de
acetona como solvente, observa-se uma degradacdo mais lenta, possivelmente
devido a concentracdo de OE incorporado ser maior. No entanto, 0s microrganismos
no solo continuaram presentes. Apos 30 dias do ensaio de biodegradacado foi
realizado o teste de viabilidade do solo utilizado no ensaio e foi constatado que o
solo seguia viavel. Arancibia et al. (2014), realizou teste de biodegradacao utilizando
filmes de proteina de soja ativa com aditivo de OE de citronela, os filmes foram
mantidos em solo expostos a condicbes atmosféricas por seis meses, sendo
possivel observar em um més um enrugamento dos filmes e por um periodo de
condicionamento mais longo (3 meses), 0 enrugamento era mais pronunciado. A
superficie do filme mudou com o tempo, particularmente nos filmes armazenados por
seis meses. Diante 0 exposto, sugere-se para trabalhos futuros, realizar o ensaio de
biodegradagéo por um maior periodo a fim de comprovar a total biodegradabilidade
dos filmes.

A membrana de CB pura nao teve degradacao tdo acelerada como na analise
anterior (utilizando acetona como solvente), possivelmente devido as membranas
(apbs incorporacdo de OE e secagem) terem sido armazenadas na mesma
embalagem, ainda que separadas, a contaminacdo cruzada pode ter ocorrido e,

portanto, seu tempo de degradacgéao afetado.
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Figura 30 — Membranas de CB pura (Branco), CB com OE de orégano (CBOe), cravo
(CBCr), canela (CBCa), manjericao (CBMa) apo6s 1, 10 e 15 dias de exposigao ao solo

Branco CBOr - CBCr CBCa CBMa

Figura 31 — Membranas de CB pura (Branco), CB com OE de orégano (CBOe), cravo
(CBCir), canela (CBCa), manjericdo (CBMa) apos 1, 10 e 30 dias de exposi¢cao ao solo pela
massa (g)

Massa de biodegradacao

0,115 \
0,11 \

_.-“_"‘--o

0,1
0,095
0,09
Média da massa 1dia 15 dias 30 dias
antes da
inforporacéo

—a—Branco —e—CBOr —a—CBCr —»—CBCa —e—CBMa
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4.3.1.5 Avaliacdo da atividade fungica das membranas aplicadas como embalagens

de paes

A andlise de fungos foi realizada apenas de forma visual, sendo o
aparecimento de fungos filamentosos o fim da avaliacdo de cada membrana
incorporada. O acompanhamento foi diario, com registro fotografico. Realizou-se os
testes com a membrana de CB pura e incorporadas com os OEs de cravo, canela,
manjericdo e orégano e pode-se observar o dia de vencimento dos pées na Figura
28.

Figura 32 — Andlise fungica das amostras aplicadas em pées no dia de vencimento dos
mesmos

Na Figura 29, observa-se os pédes e suas respectivas CB apés 4 dias de
vencimento, nota-se o inicio do aparecimento de fungos filamentosos na superficie
dos paes, porém as membranas permanecem livre de fungos, com excec¢do da CB

pura que ja demonstra inicio do crescimento fungico em sua superficie.
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Figura 33 — Andlise fungica das amostras aplicadas em paes ap6s 04 dias de vencimento
dos mesmos

J& apo6s 10 dias de vencimento do pdo, nota-se o aparecimento de fungos
filamentosos nas membranas de CB pura, com OE de canela, cravo e manjericao,
demonstrado na Figura 30 indicado com setas. A amostra com OE de manjericédo se
destaca por ter maior crescimento fangico neste periodo de tempo, enquanto a
membrana de CB com OE de cravo e canela apenas inicia-se o crescimento e OE
de orégano se mantém livre de fungos, corroborando com a analise antimicrobiana e
a analise de percentual de incorporacédo dos 0leos. Para a CB com OE de orégano,
foi observado inicio do crescimento fungico na membrada apenas apés 14 dias de

vencimento do p&o, demonstrado na Figura 31.

Figura 34 — Analise fungica das amostras aplicadas em pées apds 10 dias de vencimento
dos mesmos
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Figura 35 — Analise fungica da amostra de CB com OE de orégano aplicada em pao apés
14 dias de vencimento do mesmo
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Sugestdes para trabalhos futuros
e Para andlise de biodegradacdo em solo, sugere-se realizar a analise
por um maior periodo, visto que as membranas estdo com aditivos
antimicrobianos tornando assim sua degradacdo mais lenta;
e Sugere-se analises mecanicas de tracdo a fim de avaliar a qualidade

do material formado e ampliacdo de escala do material.
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CONCLUSAO

As membranas de CB incorporadas pelo método utilizando etanol como
solvente demonstrou ser uma promissora embalagem ativa com aditivos naturais
visto que o outro método (solvente acetona) ndo demostrou resultados satisfatorios
para continuidade dos estudos além de prejudicar a qualidade do filme, pois ele
demonstrou estar muito fragilizado devido ao uso da acetona.

Para o método utilizando etanol como solvente, por meio dos resultados
obtidos pelas anélises de FTIR, pode-se comprovar que houve a incorporacdo dos
OEs nas membranas de CB, e a analise de TGA demonstrou maior estabilidade
térmica para amostras incorporadas.

Por meio da analise microbiologica das membranas, conclui-se que apenas a
membrana de CB incorporada com OE de manjericAio ndo demonstrou acao
antimicrobiana sobre as células de S. aureus e E. coli. Todas as outras amostras
(OE de cravo, canela e orégano) demonstraram efeitos satisfatérios com destaque
para OE de orégano. Quanto a analise visual de crescimento de fungos
filamentosos, percebe-se que os OEs indicam uma acdo antimicrobiana pois
estenderam a vida de prateleira do pdo embalado em até 10 dias sem aparecimento
de bolor.

Conclui-se, portanto, que os filmes incorporados com os OEs pelo método
utilizando etanol como solvente foram efetivos na funcdo a qual o estudo
determinou, pois a metodologia utilizada com a troca de polaridade realmente
favoreceu a incorporacdo dos OEs na membrana. Ja para o meétodo utilizando
acetona como solvente, conclui-se que ndo é promissor para esta finalidade pois
ndo demonstrou resultados satisfatorios em suas andlises considerando a real

aplicacao do produto.
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