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RESUMO

MOURA, Paula Lorena Teixeira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto
de 2016. Desenvolvimento e caracterizacdo de filme bionanoco mposito ativo
incorporado com argila laponita e nanoemulséao de 6l eo essencial de carqueja
(Baccharis trimera) . Orientadora: Nilda de Fatima Ferreira Soares. Coorientadores:
Washington Azevédo da Silva e Nélio José de Andrade.

Os plasticos derivados de petrdleo representam um grande problema ambiental,
devido a sua dificuldade de biodegradabilidade. Uma alternativa aos polimeros
sintéticos é o uso de biopolimeros biodegradaveis, que sdo de fontes naturais,
renovaveis e de baixo custo. Os biopolimeros ainda tém seu uso limitado, devido as
baixas propriedades mecanicas, térmicas e de barreira. O uso dos nhanocompdsitos
pode melhorar as propriedades dos filmes biodegradaveis. Atualmente, ha um
grande interesse pelos consumidores por alimentos mais saudaveis, seguros e livres
de conservantes sintéticos. As nanoemulsfes de 6leos essenciais vém conferindo
maiores propriedades antimicrobianas aos 6leos essenciais, sendo utilizadas para a
producdo de embalagens ativas, com o objetivo de estender a vida de prateleira e
inibir a multiplicacdo ou eliminar micro-organismos patogénicos e deteriorantes nos
alimentos. Neste trabalho, foi desenvolvida uma embalagem ativa de
hidroxipropilmetilcelulose, nanoemulsao de 6leo essencial de carqueja (OE) e argila
laponita (LAP). Na primeira etapa, foi produzida a nanoemulsao de 6leo essencial de
carqueja e caracterizada quanto a sua estabilidade fisico-quimica. Avaliou-se o
tamanho e a estabilidade da nanoemulsao durante sete dias de armazenamento,
através das analises macroscopica, estresse téermico, diametro médio da goticula,
potencial zeta, indice de polidispersédo e pH. A nanoemulsdo apresentou-se estavel
sem a ocorréncia de separagédo de fases, ou processos de instabilidade durante os
sete dias de armazenamento. Na segunda etapa, avaliou-se a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de carqueja sobre Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Escherichia coli (ATCC 11229),
determinando sua concentragdo minima inibitoria. Posteriormente, os filmes foram
desenvolvidos e avaliados por meio de analise da atividade antimicrobiana in vitro,
espessura, propriedades mecanicas, microscopia eletrénica de varredura (MEV),
perfilometria Optica, taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), e analise
termogravimétrica (TGA). O Oleo essencial apresentou atividade antibacteriana

sobre S. aureus e P. aeruginosa, com concentracdo minima inibitoria de 1% (m/v).
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Quando avaliada a atividade antimicrobiana in vitro dos filmes, observou-se halo de
inibicdo apenas para Gram-positiva (S. aureus). A espessura dos filmes nao foi
influenciada pela adicdo de LAP e OE. Quanto as propriedades mecanicas dos
filmes, a resisténcia a tracdo e moédulo de elasticidade foram influenciados apenas
pela adicdo de OE. J4 o alongamento na ruptura ndo foi afetado pela adicdo de OE
e LAP. As analises de microscopia eletrdnica de varredura e perfilometria 6ptica
revelaram a formacao de goticulas de Oleo essencial, fissuras e poros na superficie
dos filmes. Os valores de TPVA diminuiram quando a concentracdo de OE e LAP foi
aumentada. O OE e LAP néo influenciaram na estabilidade térmica dos filmes.
Resultados sugerem que o filme de hidroxipropilmetilcelulose incorporado com
nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja e argila laponita pode ser utilizado como

embalagem ativa para aumentar a seguranca e vida de prateleira dos alimentos.
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ABSTRACT

MOURA, Paula Lorena Teixeira de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August,
2016. Development and characterization of bionanocomposit e active films with
laponite clay and nanoemulsion of carqueja (  Baccharis trimera) essential oil .
Adviser: Nilda de Fatima Ferreira Soares. Co-advisers: Washington Azevédo da
Silva and Nélio José de Andrade.

Petroleum-based plastics are a major environmental problem because of their
difficult degradability. An alternative to synthetic polymers is the use of biodegradable
biopolymers, which are from natural sources, renewable and low cost. Biopolymers
still have limited use due to the low mechanical, thermal and barrier properties. The
use of nanocomposites can improve the properties of biodegradable films. Currently,
there is a big interest by consumers for healthy foods, safe and free of synthetic
additives. Nanoemulsions of essential oils provide major antimicrobial properties to
essential oils, being used for the production of active packaging, aiming to extend the
shelf life and inhibit the multiplication or eliminate pathogenic and spoilage
microorganisms in food. In this work an active packaging was developed
incorporated with nanoemulsion of carqueja essential oil (OE) and laponite clay
(LAP). In the first stage, the nanoemulsions of carqueja essential oil were
characterized as to their physical and chemical stability. The size and stability of the
nanoemulsion were evaluated during seven days of storage through macroscopic
analysis, thermal stress, average droplet diameter, zeta potential, polydispersity
index and pH. The nanoemulsion was stable without the occurrence of phase
separation, or instability processes during the seven days of storage. In the second
stage, the antibacterial activity of carqueja essential oil on Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) and Escherichia coli (ATCC
11229) was evaluated, determining its minimum inhibitory concentration. The films
were developed and characterized by in vitro antimicrobial activity, thickness,
mechanical properties, scanning electron microscopy (SEM), optical profilometry,
water transmission rate (WVTR) and thermal gravimetric analysis (TGA). The
carqgueja essential oil showed antibacterial activity of against S. aureus and P.
aeruginosa with minimal inhibitory concentration of 1% (w/v). When evaluated in vitro
antimicrobial activity of the films was observed zones of inhibition only for Gram-
positive (S. aureus). The thickness of the films was not influenced by the addition of

LAP and OE. The mechanical properties were influenced by addition of OE. The
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SEM analysis and optical profilometry revealed the formation of essential oil droplets,
fissures and pores on the surface of the films. The WVTR values decreased when
increased the concentration of OE and LAP. The OE and LAP did not influence the
thermal stability of the films. Results suggest that the hydroxypropyl methylcellulose
film incorporated with nanoemulsions carqueja essential oil and laponite clay can be
used as active packaging to increase the safety and shelf life of food.



INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, os consumidores estdo cada vez mais optando por
alimentos saudaveis, seguros, proximo ao natural e livre de conservantes sintéticos
(SEVERINO et al., 2015). A incorporacdo de agentes antimicrobianos naturais nas
embalagens como 6leo essencial, pode ser uma alternativa ao uso de aditivos
sintéticos nos alimentos, pois além de inibir a multiplicacdo ou eliminar micro-
organismos patogénicos e deteriorantes, muitos Oleos essenciais tém efeito
antioxidante (TEIXEIRA et al., 2013; SHANKAR et al., 2014).

A crescente preocupacdo com o0s problemas ambientais principalmente
devido ao acumulo de residuos plasticos provenientes de embalagens plasticas
sintéticas tem impulsionado novas pesquisas na busca de materiais que sejam de
fontes naturais, renovaveis e biodegradaveis. Neste contexto, desencadeou-se um
interesse no desenvolvimento de embalagens plasticas a partir de materiais
biodegradaveis e renovaveis. No entanto, o0 seu uso ainda € limitado, pois
geralmente embalagens a base de biopolimeros sdo frageis, quebradicas e
apresentam baixas propriedades mecéanicas, de barreira e térmicas. Assim, €&
necessario a incorporacdo de materiais que melhorem as propriedades desses
filmes.

Uma das alternativas para melhorar as propriedades dos materiais € o uso da
nanotecnologia. Na area de embalagens, a nanotecnologia pode ser aplicada na
producdo de nanocompdsitos cujo objetivo € melhorar as propriedades mecanicas,
de barreira e térmicas de embalagens biodegradaveis. A laponita é um tipo de argila
sintética, ndo toxica e biodegradavel que vem sendo utilizada como reforco em
embalagens (GAHARWAR et al, 2011). A nanotecnologia também pode ser
aplicada na produgcdo de nanoemulsdes com Oleos essenciais para o
desenvolvimento de embalagem ativa antimicrobiana, potencializando o efeito
antimicrobiano dos 6leos (MONTES et al., 2013; OTONI et al., 2014).

Considerando que os estudos a respeito dos efeitos antimicrobianos do 6leo
essencial de carqueja e das propriedades de reforco da argila laponita em
embalagens ativas para alimentos ainda estdo se iniciando, objetivou-se com este
trabalho desenvolver uma embalagem ativa antimicrobiana biodegradavel

incorporada com nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja e argila laponita.
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Capitulo 1

ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DE NANOEMULSAO DE OLEO ESSENCIAL
DE CARQUEJA (Baccharis trimera )

RESUMO

Os oOleos essenciais representam um possivel ingrediente para substituicdo de
conservantes sintéticos por apresentarem propriedades antimicrobianas contra
patbgenos presentes em alimentos. A nanotecnologia apresenta varias
potencialidades de aplicacdo, dentre elas o uso de nanoemulsbes para o
desenvolvimento de embalagens ativas. Objetivou-se com o0 presente estudo
desenvolver nanoemulsdo de O6leo essencial de carqueja (Baccharis trimera) e
avaliar o tamanho e a estabilidade da nanoemulsdo durante sete dias de
armazenamento a 25 °C. A nanoemulsdo de Oleo essencial de carqueja na
concentracdo de 5% (m/v) foram produzidas pelo método de alta energia de
emulsificacdo em homogeneizador na velocidade de 20.000 rpm durante 5 minutos.
A estabilidade fisico-quimica da nanoemulséo foi avaliada por analise macroscopica,
estresse térmico, diametro médio da goticula, potencial zeta, indice de polidisperséo
e pH. Os resultados demonstram que a nanoemulsdo apresentou-se estavel sem a
ocorréncia de separacdo de fases, ou processos de instabilidade. O diametro das
goticulas variou de 169 a 191 nm durante sete dias de armazenamento.

Palavras-chave: nanoemulséo, carqueja, antimicrobiano.



1. INTRODUCAO

Os oleos essenciais vém sendo utilizados em diversos setores industriais,
dentre eles nas industrias farmacéuticas e de alimentos. No entanto, a incorporacéo
direta dos Oleos essenciais em alimentos ainda encontra certas limitacdes
tecnologicas relacionadas com a natureza hidrofébica, reativa e instdvel das
moléculas bioativas que constituem os Oleos essenciais o0 que dificulta a sua
dispersdo em produtos a base de agua (DONSI et al., 2012; DONSI e FERRARI,
2016). Assim, nanoemulsdes estdo sendo cada vez mais utilizadas para encapsular,
proteger os ingredientes lipofilicos em alimentos (ACEVEDO-FANI et al., 2015;
BHARGAVA et al., 2015).

Nanoemulsdo consiste em um liquido imiscivel disperso numa fase aquosa,
utiizando um tensoativo adequado na interface 6leo/agua, cujo tamanho das
goticulas estdo em torno de 20 — 200 nm (GUTIERREZ et al., 2008; SAGALOWICZ
e LESER, 2010; OTONI et al., 2014). A principal particularidade das nanoemulsdes &
a pequena dimenséao da goticula e da sua alta estabilidade contra a sedimentacao,
em comparacdo com emulsdes convencionais, podendo melhorar a capacidade da
atividade biologica de compostos lipofilicos (SOLANS et al., 2005; ANTON et al.,
2008; McCLEMENTS e RAO, 2011; SOLANS e SOLE, 2012).

Para a formacédo de uma nanoemulséo, pode-se utilizar alta ou baixa energia
de emulsificacdo. No processo de alta energia pode ser realizado por meio de
dispositivos mecanicos, como 0os homogeneizadores de alta pressao e geradores de
ultrassom, e os de baixa energia, a partir do potencial quimico dos componentes
(TADROS et al., 2004; SOLANS e SOLE, 2012; ASSIS et al., 2012).

As nanoemulsdes com goticulas de Oleos essenciais também podem ser
utilizadas em embalagens ativas antimicrobianas, pois o 6leo essencial em tamanho
nanomeétrico confere maior efeito antimicrobiano quando comparado a utilizacdo do
6leo essencial diretamente nas embalagens (WEISS et al., 2009; PONTES, 2013).

A incorporacdo de 6leo essencial em polimeros que sao soluveis em agua
como metilcelulose (MC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é dificultada devido a
sua caracteristica de hidrofobicidade. Nesse sentido, a utilizagdo de nanoemulsdes
de 6leos essenciais nestes polimeros pode ser uma alternativa promissora devido a

sua melhor solubilidade em agua quando encapsulado (PONTES, 2013).



Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho desenvolver nanoemulséao
de ¢6leo essencial de carqueja (Baccharis trimera) e caracterizar quanto a sua
estabilidade fisico-quimica durante sete dias de armazenamento, para

posteriormente incorporar a nanoemulsao no filme de hidroxipropilmetilcelulose.



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Para o preparo da nanoemulséo do tipo 6leo em agua, utilizou-se como fase
aguosa agua desionizada e como fase oleosa, o 0leo essencial de carqueja
adquirido da Quinari® (Brasil). O tensoativo utilizado foi o Polissorbato 20 (Tween 20)
(INLAB®).

2.2 Delineamento Experimental

Para as analises, diametro médio das goticulas, potencial zeta, indice de
polidispersdo e pH da nanoemulsdo utilizou-se o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), com trés repeticbes. A avaliacdo do estresse térmico e da
estabilidade da nanoemulsdo durante o armazenamento foi realizada por meio da
analise descritiva. O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,

Vicosa — MG, Brasil.
2.3 Preparo da nanoemulséo de 6leo essencial

A nanoemulsdo foi produzida de acordo com a metodologia de Otoni e
colaboradores (2014) com modificagcbes. A concentracdo de Oleo essencial
estabelecida para a producdo da nanoemulsao foi de 5% (m/v). Adicionou-se 0,75%
(m/v) do surfactante Tween 20 em 150 mL de agua desionizada e homogeneizou-se
com bastdo de vidro até completa homogeneizacdo dos constituintes da emulséo.
Posteriormente, foi submetida ao método de alta energia de emulsificacdo utilizando
um homogeneizador (ULTRA-TURRAX IKA® T25 digital) na velocidade de 20.000

rpm durante 5 min para reducéo do tamanho das goticulas.

2.4 Avaliacdo da estabilidade da nanoemulsdo de éle 0 essencial de carqueja

A nanoemulsdo de 6leo essencial foi armazenada em béqueres em
temperatura ambiente (25 °C), e avaliadas por analises macroscopicas (visuais),
onde observou-se a homogeneidade com o objetivo de identificar possiveis

processos de instabilidade, como a separagcao de fases. Na avaliagdo do estresse



térmico, amostras da nanoemulsdo foram submetidas ao aquecimento em banho
termostatico (modelo 550, FISATOM) com temperatura inicial de 45 °C. A cada 30
min a temperatura foi elevada de 5 °C até alcancar a temperatura final de 85 °C,
avaliando visualmente as amostras até a temperatura final. As amostras foram
avaliadas macroscopicamente (visualmente), conforme metodologia descrita por
PONTES (2013). Estas avaliacGes foram realizadas imediatamente apds o preparo

da nanoemulsao até o sétimo dia de armazenamento.

2.5 Diametro médio das goticulas, potencial zeta (  {) e indice de polidisperséo

(PDI) da nanoemulséo

A nanoemulséo de Oleo essencial foi diluida em agua desionizada conforme
procedimento descrito por Blanco (2011) e analisada quanto ao tamanho médio da
goticula, distribuicdo de tamanho, medida de potencial elétrico superficial (potencial
zeta) e indice de polidispersdo com auxilio de um Zetasizer Malvern NanoZS. As
analises foram realizadas a temperatura ambiente de 25 °C, utilizando angulo de

deteccédo de 173° operando em comprimento de onda de 633 nm.

2.6 Determinacao do potencial hidrogenidnico (pH)

Para medicdo do pH, 5 mL das amostras da nanoemulsédo de 6leo essencial
de carqueja preparadas com as concentracdes de 5% (m/v) de 6leo essencial e
0,75% (m/v) de Tween 20 foram colocadas em um béquer. O sistema foi
previamente calibrado com solu¢cbes tampao de pH 4,0 e 7,0. As amostram foram
analisadas a temperatura ambiente (25 °C), com imerséo direta do eletrodo na
amostra. Nao foi necessaria a diluicdo prévia, devido a fluidez da nanoemulsdo
(BRASIL, 2004).

2.7 Analise Estatistica

Os dados das andlises do diametro médio das goticulas, potencial zeta, indice
de polidispersdo e pH da nanoemulsdo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) em nivel de 5% de significancia, e quando necessario utilizou-se analise
de Regressdo em nivel de 5% e teste t de Student utilizando o programa MINITAB
versao 17.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliagdo da estabilidade da nanoemulséo de 6le 0 essencial de carqueja

A nanoemulsdo de Oleo essencial de carqueja apresentou estabilidade
macroscopica (visual), ndo ocorrendo separacdo de fases durante os sete dias de
armazenamento, apresentando aparéncia leitosa e esbranquicada (Figura 1).
Resultados similares também foram relatados por Seibert (2015), no qual as
nanoemulsées de Oleo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus,
encontraram-se com aspecto branco leitoso, sem separacédo de fases ou sinais de
instabilidade.

A estabilidade dessa nanoemulsdo pode estar relacionada com a sua
estabilizacdo ésterica, principalmente quando se utilizam tensoativos nao-idnicos
(TADROS, 2004). Devido ao pequeno tamanho das goticulas, as nanoemulsfes
tornam-se resistentes a instabilidade fisica por cremeacéo, sedimentacao, floculagdo
ou coalescéncia (GUIMERO, 2012).

Figura 1. Nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja (5 % m/v) no primeiro (A) e no sétimo dia de
armazenamento a 25 °C (B).

Quando submetida ao estresse térmico, a nanoemulsdo exibiu a mesma
aparéncia obtida apos o preparo, sem a ocorréncia de separagéo de fases a 85 °C
(Figura 2). Essa se apresentou estavel, sem sinais de instabilidade macroscopica e
resistente as condi¢des de estresse térmico. Assim, esses resultados sugerem que a
nanoemulsdo pode ser utilizada para a producao de filmes que sdo submetidos ao

aguecimento, sem que ocorra separacao de fase.



Figura 2. Nanoemulsao de 6leo essencial de carqueja antes do estresse térmico (A) e apds o
estresse térmico (B).

3.2 Diametro médio das goticulas e potencial zeta (  {) da nanoemulséo

Houve diferenca significativa (p<0,05) no didmetro médio das goticulas em
funcdo do tempo, ocorrendo aumento do didmetro durante o tempo de

armazenamento (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Variacao do diametro médio das goticulas da nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja
em funcdo do tempo de armazenamento.

Foi possivel observar uma relacdo linear e positiva entre o didmetro das
goticulas e o tempo de armazenamento (Figura 3). Para cada dia de
armazenamento, ocorreu aumento de 2,78 nm no diametro da goticula, variando de
169,2 nm a 191,4 nm apos sete dias de armazenamento.

Esse aumento da goticula ao longo do tempo pode ter ocorrido devido ao
fenbmeno denominado maturacdo de Ostwald, no qual as goticulas de 6leo menores

difundem-se através da fase continua e se depositam em uma goticula maior,



provocando um aumento da dimensdo média das goticulas (TERJUNG et al. 2012,
SEIBERT, 2015).

Size Distribution by Intensity Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Figura 4 . Distribuicdo do diametro de goticulas das nanoemulsdes no primeiro dia e apés sete dias
respectivamente.

O aumento do didmetro das goticulas também foi observado por Su e Zhong
(2016) que estudaram a estabilidade de nanoemulsdes de limdo com caseinato de
sédio e Tween 20 durante 15 dias de armazenamento a temperatura ambiente (25
°C). Os autores verificaram que o diametro da goticula aumentou significativamente
de 98,37 + 18,46 nm para 124,34 £ 2,29 nm ap0s 0 armazenamento.

Donsi et al. (2011) produziram nanoemulsdes de D-limoneno com tensoativo
Tween 20 e mono-oleato de glicerol, utilizando homogeneizacdo de alta presséao.
Eles obtiveram um diametro médio das goticulas de 154,6 £ 1,4 nm.

O indice de polidispersdo (PDI) indica como o tamanho da particula esta
distribuido (OTONI et al., 2014). A nanoemulsdo de Oleo essencial de carqueja
apresentou valor médio de PDI de 0,3 £ 0,02 ndo ocorrendo variacdo desse valor
(p>0,05) ao longo do tempo de armazenamento. Segundo Nemen e Lemos-Senna
(2011) valores menores que 0,3 indicam homogeneidade da distribuicdo dos
tamanhos (sistema monodisperso). O indice de polidispersdo apresentou-se baixo,
indicando uma estreita distribuicdo dos tamanhos das goticulas (distribuicdo
monomodal), mais uniformes (homogéneos), portanto apresentando maior
estabilidade. A reducdo do tamanho da goticula e PDI poder melhorar ou afetar
propriedades das nanoemulsdes, como a estabilidade, cor, viscosidade, formacao
de creme, dentre outras (QIAN e MCCLEMENTS, 2011).

OTONI et al. (2014) encontraram valores de PDI semelhante, em torno 0,20 a
0,30 para nanoemulsdes de cinamaldeido, que demonstra padrao de distribuicdo de

tamanho estreito.
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Avaliando o potencial zeta da nanoemulsdo, verificou-se que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) nos valores de potencial zeta da nanoemulséo
durante o tempo de armazenamento. O valor médio da carga elétrica foi de -13,78
0,74 mV apos sete dias. O potencial zeta caracteriza a carga de superficie das
particulas da nanoemulséo (SARI et al., 2015; CHEONG et al., 2016), sendo uma
medida das forcas de repulsdo entre as particulas. Se o valor absoluto do potencial
zeta da particula for inferior a 30 mV, a nanoemulsdo exibira uma estabilidade fraca
com tendéncia a aglomeracdo ou floculacdo. E se os valores absolutos forem
superiores a 30 mV a nanoemulsdo tendera a ser estavel devido a repulséo
eletrostatica (HEURTAULT et al, 2003). Apesar da carga superficial da
nanoemulsado estar abaixo de 30 mV, o pequeno tamanho das goticulas apresentado
foi suficiente para evitar fendbmenos de instabilidade ao longo do tempo de
armazenamento, o que pode ser confirmado na analise de estabilidade da
nanoemulséo.

Outro fator que pode ter contribuido para maior estabilidade das nanoemulséo
€ 0 uso de tensoativos nao-idbnicos como o Tween 20, que reduzem a tenséo
interfacial, conferindo estabilizacdo estérica entre o0s glébulos, reduzindo a
possibilidade de agregacdo e de coalescéncia, evitando assim processos de
instabilidade (TADROS et al., 2004).

Guerra-Rosas et al. (2016) avaliaram o potencial zeta de nanoemulsfes de
pectina de alta metoxilacdo com diferentes 6leos essenciais ao longo do tempo de
armazenamento. Os autores verificaram que os valores de potencial zeta
encontrados foram inferiores a 30 mV, apresentando valor médio de -15,20 £+ 1,60 e
-14,40 = 0,57 mV para 6leo de mandarim e capim-limdo, respectivamente. Apesar
disso, as nanoemulsdes mantiveram-se constantes, sem apresentar instabilidade
durante o tempo de armazenamento.

Cheong et al. (2016) encontraram valores de potencial zetal de -16,7 mV para
a amostra de nanoemulsdo de 6leo essencial de kenaf (Hibiscus cannabinus L.) com
emulsificante goma arabica. Porém, os autores observaram que a baixa repulséo
eletrostatica entre as goticulas resultou na instabilidade da nanoemuls&o, ocorrendo
floculacdo e cremeacdo ap0s uma semana de armazenamento a temperatura de 25
°C+2°C.
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3.3 Determinacao do potencial hidrogenionico (pH)

A nanoemulsao de 6leo essencial de carqueja apresentou valor médio do pH
de 3,51 £ 0,16 nédo ocorrendo variagdes (p>0,05) com o tempo de armazenamento.
Resultados similares foram encontrados por Seibert (2015) que ao produzir
nanoemulsdo de oOleo essencial de folhas de Cymbopogon densiflorus, obteve pH
proximo de 3,0.

Nanoemulsdes sao fisica e quimicamente mais estaveis em pH de 6,5 a 8,0
(FRONZA et al., 2004), assim, baixos valores de pH sugerem diminuicdo da
estabilidade das nanoemulsées (MARUNO, 2009). Apesar do valor do pH da
nanoemulsdo ter sido baixo, esta permaneceu estavel sem a ocorréncia de
separacao de fases durante todo o periodo de armazenamento. Isto sugere que uma
degradacéo quimica dos componentes como a liberacéo de acidos carboxilicos tanto
da fase oleosa como do conjunto de tensoativos, deve ter ocorrido, pois ambos sao
compostos de acidos graxos (MARUNO, 2009).

Nanoemulsdes formuladas por Maruno (2009) com Oleo de gergelim e
framboesa, apresentaram uma reducdo progressiva do pH para menos que 4,0
devido a degradacdo quimica dos componentes como a liberagdo de acidos
carboxilicos da fase oleosa e tensoativos.

4. CONCLUSAO

Foi possivel produzir nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja (5% m/v)
estavel, apresentando aparéncia leitosa, sem separacdo de fases ou sinais de
instabilidade.

O diametro médio das goticulas aumentou ao longo do tempo, porém o
pequeno tamanho das goticulas foi suficiente para evitar os fendbmenos de
instabilidade. Os valores de potencial zeta e pH ndo apresentaram variagcdes ao

longo do tempo de armazenamento.
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CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE FILME ATIVO
INCORPORADO COM ARGILA LAPONITA E NANOEMULSAO DE OL EO
ESSENCIAL DE CARQUEJA ( Baccharis trimera )

RESUMO

A utilizacdo de substancias naturais, como os Oleos essenciais e de nanomateriais
sdo alternativas interessantes para preservacdo de alimentos e melhoria das
caracteristicas fisicas das embalagens. Diante disso, foram estudados os efeitos da
argila laponita (LAP) e nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja (OE) sobre as
propriedades térmicas, de barreira, mecanicas e microscopicas de filme de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) produzido pelo método casting. Avaliou-se
também a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de carqueja (0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
6,0; 8,0 % m/v) e dos filmes com nanoemulsédo de 6leo essencial “in vitro” sobre
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, pela
formacdo de halos de inibicdo. Observou-se que houve atividade antimicrobiana
sobre P. aeruginosa e S. aureus, apresentando efeito antibacteriano a partir de 1%
(m/v), e ndo foi observado efeito sobre E. coli. Ao avaliar a atividade antimicrobiana
“in vitro” dos filmes observou-se que ocorreu inibicdo apenas para a bactéria S.
aureus. A espessura dos filmes nao foi influenciada pela adicdo de LAP e OE.
Quanto as propriedades mecanicas, a resisténcia a tracdo e o moédulo de
elasticidade diminuiram com adicdo de OE. O alongamento na ruptura ndo foi
influenciado pela adicdo de LAP e OE. A taxa de permeabilidade ao vapor d’dgua
diminuiu nos tratamentos com maiores concentracdes de LAP e OE. As imagens
obtidas por meio de microscopia eletronica de varredura e da perfilometria optica
dos filmes revelaram estruturas heterogéneas com presenca de goticulas da
nanoemulsédo, fissuras e poros nos filmes. A LAP e o OE nas concentragoes
estudadas né&o influenciaram na decomposicado térmica do filme de HPMC. Os
resultados demonstram que a incorporacdo de nanoemulsédo de 6leo essencial de
carqueja e argila laponita influenciou nas propriedades dos fiimes de HPMC
podendo ser utilizado com embalagem ativa para manter a qualidade e prolongar a
vida de prateleira dos alimentos.

Palavras-chave: hidroxipropilmetilcelulose, laponita, carqueja.
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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos anos houve uma crescente demanda dos consumidores
por alimentos mais saudaveis e seguros, principalmente quando o assunto € a
utilizacdo de conservantes sintéticos em alimentos, muitos preferem alimentos
naturais e livres de aditivos quimicos (PONTES, 2013; SEVERINO et al., 2015).
Consequentemente ha um grande interesse em antimicrobianos naturais por parte
da inddstria, como alternativa aos antimicrobianos sintéticos convencionais para
aumentar a vida de prateleira e inibir a multiplicacdo ou eliminar micro-organismos
patogénicos e deteriorantes nos alimentos (CALO et al., 2015).

Dentre os aditivos naturais, 0os 6leos essenciais (OE) tém sido amplamente
utilizados na industria de alimentos, podendo atuar como aromatizantes e aditivos
alimentares por possuirem efeito antioxidante e antimicrobiano (DIAS, 2011; SILVA
et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2013). No entanto, a incorporacdo direta dos 6leos
essenciais em alimentos ainda encontra certas limitagcdes tecnoldgicas relacionadas
com a natureza hidrofébica, reativa e instavel das moléculas bioativas que
constituem os o6leos essenciais, além dos efeitos sobre caracteristicas sensoriais
(DONSI et al., 2012).

A formacdo de nanoemulsGes com goticulas de Oleos essenciais podem
potencializar o efeito antimicrobiano dos Oleos essenciais, além de melhorar sua
estabilidade (McCLEMENTS e RAO, 2011; SOLANS e SOLE, 2012) podendo ser
utiizadas em embalagens antimicrobianas, pois o0 nanoencapsulamento dos
compostos bioativos confere maior efeito antimicrobiano quando comparado a
utilizacdo do Oleo essencial diretamente nas embalagens (WEISS et al., 2009;
PONTES, 2013).

Estudos revelam que o Oleo essencial de carqueja apresenta atividade
antibacteriana, antiesquitossomida e antioxidante (AVANCINI et al., 2000; SIMOES-
PIRES et al.,, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2012; KARAM et al., 2013; MOURA et al.,
2014). A carqueja é utilizada na medicina popular para o controle ou tratamento de
varias doencas (VERDI et al., 2005). As folhas sdo consumidas na forma de chas,
com indicacdo para problemas no trato gastrointestinal, figado, doencas renais,
verminoses, antiprotozoarios, inflamacdes, anemia, além disso, tem outros efeitos
biolégicos como antioxidante e anti-inflamatoéria (VERDI et al., 2005; BORELLA et
al., 2006; SILVA et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2011; KARAM et al., 2013).
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Associado a preocupacdo com a qualidade dos alimentos, tem-se também
preocupado com os problemas e impactos ambientais gerados por materiais de
embalagens plasticas sintéticas, desencadeando um interesse no desenvolvimento
de filmes comestiveis e biodegradaveis para aumentar a vida de prateleira, e ao
mesmo tempo diminuir os residuos de embalagens (THARANATHAN, 2003;
SORRENTINO et al., 2007; AZEREDO, 2009; DUNCAN, 2011; RHIM e KIM, 2014;
ANMANI e RHIM, 2014). Dentre os polissacarideos mais estudados estdo os
derivados  hidrossoluveis de celulose, como a metilcelulose e a
hidroxipropilmetilcelulose (PASTOR et al., 2011), que tém grande potencial de
aplicacdo em diversas areas devido a sua biodegradabilidade, solubilidade em agua
e capacidade de formacdo de filmes (TOSATI, 2013). O uso de polimeros
biodegradaveis ainda € limitado devido a problemas relacionados ao seu
desempenho e processamento (LOPES et al, 2014), os quais podem ser
melhorados por meio da adicdo de materiais de reforcos formando os
nanocompaositos (AZEREDO, 2009).

Os nanocompadsitos poliméricos exibem elevadas propriedades de barreira a
gases e vapor de agua, aumento da resisténcia mecanica e melhor resisténcia ao
calor em comparacdo com seus polimeros puros e compdsitos convencionais
(SORRENTINO et al, 2007; SILVESTRE et al., 2011; RHIM et al., 2013
MIHINDUKULASURIYA e LIM, 2014; KOTAL e BHOWMICK, 2015). Estes vém
sendo considerados uma alternativa promissora, pois melhoram as propriedades dos
filmes a base de biopolimeros (SORRENTINO et al., 2007; RHIM e KIM, 2014).

Diversos sdo 0s materiais pesquisados para a produ¢do de nanocompaositos,
dentre eles a laponita, que é uma argila sintética do grupo das esmectitas obtida a
partir da purificagcdo de diatomitas (PEROTTI et al., 2011; PEROTTI et al., 2014,
KOTAL e BHOWMICK, 2015). As principais caracteristicas desta argila sdo sua alta
pureza, dispersao incolor, producdo de géis claros, dispersa rapidamente em agua,
nao € afetada pela alta temperatura, ndo toxica, biodegradavel e de baixo custo
(BKY, 2014: LI et al., 2015).

Assim, objetivou-se com este trabalho desenvolver e caracterizar o filme a
base de hidroxipropilmetilceulose produzido pelo método casting e avaliar o efeito da
adicdo da argila laponita e nanoemulsédo de 6leo essencial de carqueja quanto as

propriedades antimicrobianas, mecanicas, térmicas e de barreira dos filmes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Para a determinacéo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos filmes, utilizou-se estirpes de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Escherichia coli (ATCC
11229); disponiveis no Laboratorio de Embalagens do Departamento de Tecnologia
de Alimentos, da Universidade Federal de Vicosa. Para solubilizacdo do o6leo
essencial utilizou-se dimetilsulféxido (DMSO), adquirido da Labsynth®.

Para o preparo da nanoemulséo do tipo 6leo em agua, utilizou-se como fase
aguosa, agua desionizada e como fase oleosa, o 6leo essencial de carqueja
adquirido da Quinari® (Brasil). O tensoativo utilizado foi o Polissorbato 20 (Tween 20)
(INLAB®).

Para o preparo dos filmes utilizou-se hidroxipropilmetilcelulose (Sigma-Aldrich,
USA), argila Laponita (Colormix®, Brasil), glicerol (Labsynth, Brasil) e &gua

desionizada.

2.2 Delineamento Experimental

Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) com dois
fatores para estudar os efeitos combinados das nanoemulsdes de 6leo essencial de
carqueja (OE) e argila laponita (LAP) sobre as propriedades dos filmes de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), com cinco repeti¢cées no ponto central e avaliados
pela Metodologia de Superficie de Resposta (MSR).

O modelo de regressdao empregado foi o quadratico completo. Para melhores
resultados no modelo de regresséao, utilizou-se método de exclusdo de variaveis
“(stepwise)” a partir da analise da estatistica t das variaveis, conforme realizado por
Li (2012). Neste procedimento, todas as variaveis sdo incluidas no modelo e vao
sendo retiradas uma a uma, em funcdo da contribuicdo significativa dada pela
analise da significancia da estatistica t. A técnica consiste em eliminar as variaveis
nao significativas, que correspondem aquelas que apresentam o menor valor da
estatistica t, em valor absoluto, por se tratar das variaveis de menor importancia
(HAIR Jr et al., 2009). Para as variaveis significativas, procedeu-se a analise de

correlagcdo para quantificar o grau de correlagdo com a variavel resposta. As

19



analises de microscopia eletrbnica de varredura, perflometria e analise

termogravimétrica foram submetidas a analise descritiva.

2.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de carqueja

2.3.1 Micro-organismos

Os trés micro-organismos foram ativados a partir de cepas congeladas, das
quais foram retiradas com alca de platina (2X) e colocadas em tubos contendo 5 mL
de meio TSB (Tryptic Soy Broth, Difco Laboratories). Apés 24 h de incubacgéo a 35 *
2 °C, uma aliquota de cada micro-organismo foi estriada, com alga de platina, em
placa contendo agar TSA (Tryptone Soya Agar; Himedia Laboratories), e incubada
novamente por 24 h. Apés este periodo, varias colonias de cada uma das cepas
foram suspensas em solucéo salina 0,85 %, utilizando-se como padréo a escala de
0,5 de McFarland (concentracdo final de aproximadamente 10° UFC:mL™). Em
seguida, varias diluicdes foram realizadas até chegar & concentracdo final de 10°
UFC-mL™,

2.4 Determinacao da concentragcdo minima inibitoria (CMI)

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) do 6leo essencial de
carqueja para os diferentes micro-organismos avaliados foi realizada por meio do
método de difusdo em &gar conforme padronizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2003). As bactérias (10> UFC-mL™) foram inoculadas (100
uL) sobre a superficie da placa contendo agar (Mueller-Hinton, Difco Laboratories).
Sobre a superficie do agar inoculado foram feitos pogos (@ = 1 cm) onde se colocou
o 6leo essencial nas concentrac¢des de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 % (m/v). O DMSO
foi utilizado como solvente para diluicAo do Oleo essencial. As placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h. A atividade antimicrobiana foi determinada por meio da
medicdo do diametro da zona de inibicdo em torno dos pocos (mm). Todas as
concentracOes foram avaliadas com trés repeticbes em duplicata.
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2.5 Desenvolvimento dos filmes bionanocompdésitos at ivos

Para o desenvolvimento dos filmes, primeiramente realizou-se a dispersao da
laponita. A dispersao da laponita foi feita de acordo com a metodologia de Valencia
e colaboradores (2015) com modificacdes. A laponita em diferentes concentracoes
foi adicionada em 150 mL de agua desionizada e dispersa sob agitacdo vigorosa
utilizando o homogeneizador (ULTRA-TURRAX® T25 digital) na velocidade de
20.000 rpm durante 30 min em temperatura ambiente (25 °C).

Os filmes foram desenvolvidos de acordo com a metodologia de Pontes
(2013) com modificagdes. A nanoemulsdo com a laponita foi aquecida em forno
micro-ondas por 30 s. ApOGs o0 aquecimento, adicionaram-se 7,5 g de
hidroxipropilmeticelulose (HPMC) e 0,3 g de glicerol. A solucdo foi homogeneizada
em agitador magnético com rotacdo de 500 rpm durante 5 min. Posteriormente, a
solugéao foi vertida em placa de vidro com bordas de dimensbes 20 x 32 cm, e
secou-se em temperatura ambiente por 72 h para garantir a total evaporacédo do

solvente e formacéo do filme. Os tratamentos estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose incorporados com
argila laponita e nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja.

Tratamentos LAP (%)* OE (%)*
1 0,73 3,72
2 4,27 3,72
3 0,73 4,78
4 4,26 4,78
5 0,0 4,25
6 50 4,25
7 2,50 3,50
8 2,50 5,0
9 2,50 4,25
10 2,50 4,25
11 2,50 4,25
12 2,50 4,25
13 2,50 4,25

*Argila laponita (LAP) e nanoemulsdes de 6leo essencial de carqueja (OE).
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2.6 Atividade antimicrobiana “ in vitro ” dos filmes

Inéculos de cada micro-organismo foram preparados conforme o item 2.3.1
As bactérias (10° UFC-mL™) foram inoculadas (100 pL) sobre a superficie da placa
contendo &gar (Mueller-Hinton, Difco Laboratories). Sobre a superficie do agar
inoculado colocaram-se discos (@ = 1 cm) dos filmes ativo com os diferentes
tratamentos. Em seguida incubaram-se as placas a 35 °C por 24 h. A atividade
antimicrobiana foi determinada por meio da medicéo do didametro da zona de inibicé&o

em torno dos filmes (mm).

2.7 Caracterizagéo dos filmes
2.7.1 Espessura

A espessura meédia dos filmes (um) foi mensurada com auxilio de micrometro
digital (Mitutoyo, modelo 547-401). As medidas foram realizadas em dois corpos de
prova de cada tratamento em trés repeticbes, realizando-se as medidas em dez
pontos aleatorios (CAMILLOTO, 2009).

2.7.2 Propriedades Mecanicas

Os filmes produzidos foram submetidos a testes mecéanicos para avaliagdo da
resisténcia a tracdo (MPa), alongamento na ruptura (%) e moédulo elastico (MPa) de
acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM, 2009), utilizando-se a Maquina
Universal de Testes Mecanicos (INSTRON Corporation, modelo 3367). Foram
testados 5 corpos de prova (17,5 cm x 2,5 cm) de cada tratamento com cinco
repeticbes no ponto central. A maquina foi operada com carga de 1kN, velocidade
de separacdo das garras de 12,5 mm-min™ e distancia inicial de 50 mm (ASTM,
2009).

2.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As microscopias da superficie dos filmes foram realizadas com auxilio de
Microscopio Eletrénico de Varredura (Model TM3000, Hitachi High-Tech) com
aumento de 100 X, no Laboratério de Embalagens do Departamento de Tecnologia
de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada para avaliar os diferentes

tipos de estruturas formadas na superficie dos nanocompdsitos. Foram preparadas
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amostras de 0,5 cm? de cada filme. Em seguida, foram fixadas em stubs cobertas
com uma camada de carbono (entre 20 e 30 nm) com auxilio de uma pinca
(CAMILLOTO, 2009).

2.7.4 Perfilometria Optica

As microtopografia da superficie dos diferentes filmes foram avaliadas
utilizando-se Perfilometro 6ptico 3D (BRUKER, modelo CONTOUR GTK), realizada
no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa - MG, Brasil.
A técnica utiliza a interferometria de luz visivel. Para cada tratamento, foram

realizadas varreduras com aumento de 5 X em imagens 2D e 3D.
2.7.5 Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA )

A taxa de permeabilidade a vapor d’agua (TPVA) dos filmes foi determinada
por meio do método dessecante, seguindo a ASTM E 96/ E 96M — 05 (ASTM, 2005)
com algumas modificagcdes. Foram utilizadas capsulas circulares (@ = 77,0 mm) com
paredes impermeaveis, contendo 30 g de cloreto de calcio anidro com granulometria
entre 600 e 2,36 um. Os filmes foram vedados com parafina na juncéo filme/céapsula.
As cdpsulas foram acondicionadas em dessecadores contendo solu¢do saturada de
cloreto de sddio com o objetivo de manter a umidade relativa em torno de 75 %. O
ganho de massa associado a umidade permeada pelo filme foi avaliado por meio

gravimétrico. A TPVA foi expressa em g-m™?-dia™.

2.7.6 Andlise Termogravimeétrica (TGA)

A taxa de decomposicédo dos filmes foi realizada com auxilio de um analisador
térmico DTG (SHIMADZU, mod. 60), onde cerca de 10 mg de amostra dos
nanocompaositos foram aquecidos na faixa de temperatura de 40 °C a 600 °C com
razdo de aquecimento de 10 °C-min™ para cada amostra. A vaz&o de nitrogénio foi
mantida em 60 cm*® min™ (DING et al., 2015).

2.8 Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) em nivel de 5%
de significancia, e quando necessario utilizou-se analise de Regressao em nivel de

5% e teste t de Student e Tukey utilizando o programa MINITAB® vers&o 17.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI)

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de carqueja foi avaliada para as
bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli pelo
teste de difusdo em agar, possibilitando a determinagdo da Concentracéo Inibitéria
Minima (CIM) do 6leo essencial.

De acordo com os resultados, o dimetilsulféxido (DMSO) sem o Oleo
essencial, ndo apresentou formacéo de halo inibitério sobre a placa, indicando que o
DMSO néo influenciou na atividade antimicrobiana do 6leo. O 0Oleo essencial de
cargueja apresentou efeito antimicrobiano apenas para S. aureus e P. aeruginosa. E
para ambos 0s micro-organismos, a partir de 1% (m/v) de Oleo essencial foram
observadas atividade antibacteriana significativa (p<0,05), no entanto, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre as concentracdes de Oleo essencial, 1,0; 2,0;
4,0; 6,0 e 8,0 % (m/v), na formacdo de halo de inibicdo, obtendo valor médio do
diametro de 24,63 £ 2,89 mm para S. aureus e 16,77 + 1,67 mm para P. aeruginosa
(Figura 1). Para E.coli, o Oleo essencial de carqueja ndo apresentou atividade

antibacteriana em nenhuma das concentracfes avaliadas (Figura 1).

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figura 1. Teste de difusdo em agar do 6leo essencial de carqueja sobre os micro-organismos P.
aeruginosa, E. coli e S. aureus nas concentrac8es de 0,5 % (a, c, €) e 8% (b, d, f).
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Baseado nos resultados pode-se observar que S. aureus e P. aeruginosa
foram suscetiveis a acdo do 6leo essencial de carqueja, a partir da concentracdo de
1,0 % (m/v), sendo esta a concentracdo minima inibitoria (CMI) do 6leo essencial de

carqueja (Tabela 2).

Tabela 2. Diametro dos halos de inibicdo (mm) em funcdo das diferentes
concentracdes de Oleo essencial de carqueja.

Concentracao (m/v) S. aureus P. aeruginosa E. coli
0,5 % 0,0+0,0° 0,0+0,0° 0,0+0,0°
1,0% 20,32 +£2,08° 19,54 +1,95° 0,0+0,0°
20% 25,60+6,75° 15,60+0,83° 0,0+0,0°
4,0 % 23,73+6,54 ° 14,63+ 1,51 ° 0,0+0,0°
6,0 % 24,25+1,29° 16,74 +0,02 @ 0,0+0,0°
8,0 % 29,25+1,32° 17,37 +0,42 2 0,0+0,0°

*Os valores de concentracdo seguidos da mesma letra, ndo apresentaram diferenca significativa, pelo
teste de Tukey, a nivel de 5%.

Observou-se que P. aeruginosa foi sensivel ao 6leo essencial de carqueja,
apesar de alguns estudos demonstrarem que esta bactéria € menos sensivel a acéo
de muitos Oleos vegetais e fitoquimicos bioativos (BURT, 2004; EMORIGLU et al.,
2010; ATEF et al., 2015).

Alguns autores observaram que as bactérias Gram-negativas sao mais
resistentes do que as Gram-positivas aos 6leos essenciais porque possuem uma
membrana exterior em torno da parede celular composta por polissacarideos
hidrofilicos que limita a difusdo dos compostos hidrofébicos, por exemplo, os 6leos
essenciais e 0s seus principais constituintes (INOUYE et al., 2001; BURT; 2004;
PELISSARI et al., 2009; MARTUCCI et al., 2015).

Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais ainda ndo sdao completamente
compreendidos. Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar as acoes
dos compostos quimicos contidos nos 6leos essenciais (BURT, 2004).

Devido ao carater lipofilico dos dleos essenciais, 0s seus componentes ligam-
se aos outros lipideos da membrana celular dos micro-organismos modificando sua
estrutura, ocasionando alteracdes na permeabilidade da membrana levando a morte
da célula (SHANKAR et al., 2014).

25



Outra forma de acdo dos 0leos essenciais, possivelmente é por meio dos
compostos fendlicos que podem desnaturar proteinas e romper a membrana celular,
resultando na inibicdo das propriedades funcionais da célula, alteracdo da sua
permeabilidade, ocasionando danos citoplasmaticos e interferindo no sistema de
geracdo de energia celular (ATP) (BURT,; 2004; BAJPAI et al., 2012) podendo
resultar em morte celular (LI et al., 2011).

Avancini et al. (2000) avaliando a atividade antimicrobiana do decocto de
B.trimera, observaram que as bactérias Gram-positivas, dentre elas, S.aureus, foram
mais sensiveis que as Gram-negativas. Segundo Moura et al. (2014) os compostos
antimicrobianos da carqueja possivelmente sdo mais efetivos sobre bactérias Gram-
positivas.

Atef et al. (2015) avaliaram a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de
Satureja hortensis (savory) contra quatro espécies microbianas (L.monocytogenes,
E. coli, S. aureus e B. cereus). Os dados obtidos indicaram que as bactérias Gram-
positivas foram mais sensiveis ao 0leo essencial do que as Gram-negativas.

Martucci et al. (2015) estudaram a eficiéncia dos 6leos essenciais de lavanda
e orégano contra as bactérias E. coli e S. aureus, e a maior inibicdo foi observada
contra S. aureus.

E importante ressaltar que estudos da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de carqueja na literatura ainda sdo pouco explorados. Assim, 0s
resultados do presente trabalho, indicam que o 0leo essencial de carqueja apresenta

atividade antibacteriana promissora contra certas bactérias de origem alimentar.
3.2 Aparéncia dos filmes

Observou-se a presenca de aglomerados brancos visiveis nos filmes
contendo nanoemulsédo de 6leo essencial e laponita nas concentracfes acima de
2,5% (T2, T4, T6, T7, T8, T9), possivelmente, a presenca da laponita proporcionou
aglomeracao do 6leo essencial no filme. Além disso, foi possivel observar que houve
maior absorcao do 6leo essencial nesses tratamentos, sem a presenca de Oleo na
superficie dos filmes, indicando que ndo ocorreu separacao de fases. Nos filmes
contendo O6leo essencial e menores concentracbes de laponita (T1, T3 e T5),
observou-se que ficaram mais homogéneos, sem a presenca de aglomerados
brancos (Figura 2). No entanto, foi possivel observar a presenca de 6leo essencial
na superficie do filme, indicando separacao de fases.

26



T T8 T

Figura 2 . Filmes de hidroxipropilmetilcelulose incorporados com concentracfes de nanoemulsdo de

Oleo essencial de carqueja e argila laponita. (T1) LAPO,73%0E3,72%; (T2) LAP4,27%0E3,72%; (T3)

LAPO,73%0E4,78%; (T4) LAP4,26%0E4,78%; (T5) LAP0%OE4,25%; T(6) LAP5,0%0E4,25%; (T7)
LAP2,5%0E3,5%; (T8) LAP2,5%0E5,0%; (T9) LAP2,5%0E4,25%.

3.3 Atividade antimicrobiana  “in vitro” dos filmes

Os filmes com diferentes concentracdes de nanoemulsdo de 6leo essencial
apresentaram atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus (Figura 3). No
entanto, nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as concentracées, obtendo-
se halo de inibicdo médio com diametro de 22,06 + 2,63 mm. Para E. coli e P.

aeruginosa os filmes ndo apresentaram efeito antibacteriano (Figura 3).

Figura 3. Atividade antimicrobiana “in vitro” (pela formagéo de halo de inibi¢do) dos filmes
incorporados com nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja sobre S. aureus (@) P. aeruginosa (b)
e E. coli (c).
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Os filmes incorporados com nanoemulsao de 6leo essencial de carqueja nao
apresentaram efeito antimicrobiano para P. aeruginosa. Possivelmente, isso pode ter
ocorrido devido o 6leo essencial estar ligado na matriz polimérica, diminuindo a
difusdo dos compostos ativos.

P. aeruginosa é uma Gram-negativa conhecida por possuir elevado nivel de
resisténcia a maior parte dos agentes antimicrobianos, devido a uma barreira muito
restritiva da sua membrana externa (MANN et al., 2000).

A maior resisténcia entre as bactérias Gram-negativas poderia ser atribuida a
diferenca na membrana celular desses grupos bacterianos, que apresentam uma
membrana exterior constituida por polissacarideos hidrofilicos que atuam como
barreira aos compostos hidrofébicos (OTONI et al., 2014; ATEF et al., 2015). Por
outro lado, esta membrana néo esta presente em micro-organismos Gram-positivos,
0 que proporciona e facilita o contato com as substancias antimicrobianas,
consequentemente ocorre um maior efeito inibidor do composto ativo (OTONI et al.,
2014).

Lopes et al. (2014) desenvolveram filmes de base celuldsica incorporados
com aldeido cindmico e determinaram a atividade antimicrobiana dos mesmos. Os
autores observaram inibicdo da bactéria S. aureus em todas as concentragdes (5, 10
e 20 % m/v) de aldeido cinamico testadas com formacao de halos. Para E. coli ndo
houve formacao do halo de inibicdo do crescimento nos filmes avaliados.

Emiroglu et al. (2010) determinaram a atividade antimicrobiana de filmes de
proteina de soja incorporados com 6leo essencial de timol e orégano sobre quatro
patogenos alimentares incluindo S. aureus e P. aeruginosa. Entre as bactérias
testadas, S. aureus foi a bactéria mais sensivel e P. aeruginosa apresentou
resisténcia aos 6leos essenciais.

Dashipour et al. (2015) desenvolveram filmes de carboximetilcelulose
contendo Oleo essencial de Zataria multiffora e estudaram o seu efeito
antimicrobiano em S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa e S. typhimurium. Os
resultados mostraram efeito inibidor significativo do 6leo essencial em ambas as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

De acordo com os estudos feitos por Klangmuang e Sothornvit (2016) filmes
nanocompositos a base de HPMC incorporados com Oleo essencial de ervas
tailandesas foram mais eficazes na inibicdo de Gram-positivas (S. aureus) do que

Gram-negativas (E. coli).
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Os resultados destes estudos demostram que a nanoemulsdo de 6leo
essencial de carqueja incorporada em filmes de hidroxipropilmetilcelulose pode
controlar a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos, dentre eles
Staphylococcus aureus. Como nao houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos, poderia ser utilizado o flme com menor concentracao de 6leo essencial

a fim de garantir a seguranca microbioldgica do alimento a ser embalado.

3.4 Espessura

A espessura dos filmes nao variou (p>0,05) em funcdo dos tratamentos,
apresentando valor médio de 265,0 + 0,03 um. A uniformidade das espessuras dos
filmes € desejavel para a realizagcdo das comparacdes entre 0s tratamentos nas

analises de caracterizacdoes (PONTES, 2013).
3.5 Propriedades Mecanicas

Os parametros de tracdo mais estudados sdo a resisténcia a tracao (TS)
como uma medida da resisténcia do filme, moédulo de elasticidade (EM) que esta
relacionado com a rigidez do filme e a porcentagem de alongamento na ruptura
(E%), ou seja, a capacidade de estiramento do filme sobre a ruptura.

Os resultados encontrados com base no delineamento composto central
rotacional, mostraram que a resisténcia a ruptura e o modulo de elasticidade néo
foram afetados (p>0,05) pelas diferentes concentracbes de LAP, porém foi afetada
(p<0,05) pelas diferentes concentracbes de nanoemulsdo de Oleo essencial de
carqueja. O alongamento de ruptura ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
no intervalo estudado (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas dos coeficientes de DCCR, na avaliagdo das propriedades
mecanicas do filme de hidroxipropilmetilcelulose com concentracdes de laponita e
nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja.

Parametros Equacéo ° R* FAJ®
Resisténcia a tracdo 20,10 - 2,89*OE (%) 0,3780 0,971
(MPa)
Along. Ruptura (%) MEDIA = 42,22 + 8,18 - -
M. Elasticidade (MPa) 537,9 - 68,2*OE (%) 0,5008 0,981

Foi utilizado o modelo Quadratico Completo e os coeficientes ndo apresentados na equacgio foram
ndo significativos (p>0,05).

* Significativo pelo teste t de Student (P<0,05)

® FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo
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Com relacdo aos parametros de resisténcia a tracdo e modulo de
elasticidade, foi possivel observar por meio das equacdes, uma relacdo linear e
negativa entre estes parametros e a concentracdo de nanoemulsdo de 6leo
essencial de carqueja das formulagcdes dos filmes. Quanto maior a concentragcéo de
OE, menor foi a resisténcia a tragcdo e o modulo de elasticidade dos filmes (Figura
4). Conforme apresentado nas Figuras 4 e 5, os filmes contendo 3,5 e 3,72% de OE
apresentaram 0s maiores valores para resisténcia, proximos a 10,0 MPa e 300,0

MPa para elasticidade.

11,00 ~ Resist=20,10-2,89 OE
R2=0,37

10,00 -

9,00 -

8,00 -

7,00 -

6,00 -

Resisténcia maxima a tragao (MPa)

5,00 T T T T T T T 1
3,25 3,5 3,75 4 4,25 4,5 4,75 5 5,25
nanoemulsd@o de dleo essencial de carqueja (%)

Figura 4 . Efeito das diferentes concentracdes de nanoemulsfes de dleo essencial de carqueja na
resisténcia mecéanica de filmes de HPMC.
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Figura 5. Efeito das diferentes concentracdes de nanoemulsdes de 6leo essencial de carqueja no
madulo de elasticidade de filmes de HPMC.

30



O efeito da incorporacdo de Oleo essencial sobre as propriedades de tragédo
de filmes é bastante varidvel e irA depender das interacdes especificas entre os
componentes do 6leo e da matriz do polimero (ATARES e CHIRALT, 2016).

O enfraquecimento € causado, principalmente, devido a estrutura
heterogénea causada pela adicdo de lipideos, porém prever o seu efeito é dificil
devido a composicdo complexa dos Oleos essenciais (ATEF et al., 2015; ATARES e
CHIRALT, 2016).

Resultados semelhantes foram obtidos em filmes de HPMC com oOleo
essencial de cha verde, em que observaram uma diminui¢céao significativa no modulo
de elasticidade e da resisténcia a tracdo. Quanto ao alongamento na ruptura nao foi
observado nenhum efeito significativo (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2009).

O parametro alongamento na ruptura, ndo apresentou nenhuma significancia
(p>0,05), obtendo uma média de 42,22 + 8,18 % entre os tratamentos estudados.
Segundo alguns autores, o 6leo essencial pode atuar como plastificante, conferindo
aos filmes maior capacidade de sofrer alongamento sem ruptura (LOPES, 2013;
ATEF et al., 2015; ACEVEDO-FANI et al., 2015; KLANGMUANG e SOTHORNVIT,
2016).

Klangmuang e Sothornvit (2016) incorporaram oOleos essenciais de ervas
tailandesas em filmes de hidroxipropilmetilcelulose, o que proporcionou aumento do
alongamento na ruptura dos filmes. A hipotese dos autores é de que os Oleos
essenciais podem atuar como plastificante, resultando na diminui¢cdo da resisténcia
a tracdo e aumento no alongamento. Assim, o tipo de 6leo essencial pode afetar as
propriedades mecénicas de filmes nanocompdsitos a base de HPMC de forma
diferente.

Otoni et al. (2016) estudaram as propriedades mecanicas de filmes
comestiveis de proteina isolada de soja incorporados com micro e nanoemulsfes de
carvacrol e cinamaldeido. Os autores observaram reduzida resisténcia a tragédo e

modulo de elasticidade e aumento do alongamento na ruptura.
3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises de microscopias da superficie dos filmes de
hidroxipropilmetilcelulose incorporados com nanoemulsdo de 6leo essencial de
cargueja e laponita foram obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) que
estédo representadas na Figura 6.
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Figura 6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose
incorporados com argila laponita (LAP) e nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja (OE) na
resolugéo 100 X. T1 (LAPO,73%0E3,72%); T2 (LAP4,27%0E3,72%); T3 (LAP0,73%0E4,78%); T4
(LAP4,26%0E4,78%); T5 (LAP0%OE4,25%); T6 (LAP5%0E4,25%); T7 (LAP2,5%0E3,5%); T10
(LAP2,5%0E4,25%).
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Os filmes apresentaram estrutura heterogénea, com goticulas de Oleo de
diferentes tamanhos dispersas na matriz polimérica. Os resultados obtidos também
foram encontrados por diversos autores (ATARES et al., 2011; ZUNIGA et al., 2012;
JOUKI et al., 2014).

Todos os filmes apresentaram goticulas de diametros variados, com uma
distribuicdo de tamanho heterogénea e forma esférica, exceto os filmes 6
(LAP5%O0E4,25%) e 7 (LAP2,5%0E3,5%) onde as goticulas de 6leo essencial
estavam menores e com distribuicdo mais homogénea.

Foi possivel observar nos filmes 1 (LAPO,73%O0OE3,72%), 2 (LAP4,27%
OES3,72%) 4 (LAP4,26%0E4,78%) e 7 (LAP2,5%0E3,5%) a presenca de pequenos
pontos brancos sobre a superficie dos filmes, o que pode ser atribuido a certa
guantidade de polimero nao dissolvido.

Segundo Atarés e Chiralt (2016) a microestrutura final dos filmes é
influenciada pelo arranjo estrutural e interacdes entre os componentes presentes e a
sua dispersdo no filme. Além disso, a fase de secagem desempenha um papel
importante, pois fenbmenos de desestabilizacdo das goticulas, floculacdo e
coalescéncia podem ocorrer.

Nas imagens de microscopia na escala utilizada, ndo foi possivel observar a
presenca da argila laponita nos filmes, indicando que a mesma apresenta tamanho

menaor.
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3.7 Perfilometria Optica

As fotomicrografias da superficie dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose
incorporados com nanoemulsdao de Oleo essencial de carqueja e laponita foram

obtidas por perfilometria Optica e estdo representadas na Figura 7.

Figura 7 . Fotomicrografias dos filmes de hidroxipropilmetilceulose (HPMC) incorporados com argila
laponita (LAP) e nanoemulsédo de 6leo essencial de carqueja (OE) em 2D e 3D com aumento de 5 X
obtidas por Perfilometria. T1 (LAPO,73%0E3,72%); T2 (LAP4,27%0E3,72%); T3
(LAPO,73%0E4,78%); T4 (LAP4,26%0E4,78%); T5 (LAP0%OE4,25%); T6 (LAP5,0%0E4,25%); T7
(LAP2,50%0E3,50%); T8 (LAP2,50%0E5,0%); T9 (LAP2,50%0E4,25%). Escala: 1,24mm x 0,93
mm.

Os filmes incorporados com nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja e

com menores concentracdes de laponita (T1, T3, T5, T7) apresentaram goticulas de
Oleo essencial, fissuras e poros. Isso pode estar relacionado com a evaporacdo do
Oleo essencial durante o processo de secagem dos filmes, promovendo a formacédo
de poros. Diversos autores relatam que filmes incorporados com 6leo essencial
apresentam superficie porosa devido a evaporacdo do 6leo durante o processo de
secagem (VILLACRES et al., 2014; JOUKI et al., 2014; DASHIPOUR et al., 2015;
CHOI et al., 2016). Os filmes com maiores concentragdes de laponita apresentaram
superficie mais homogénea, com a presenca de poucos poros ou fissuras (T2, T4,
T6). Segundo Ghadiri et al. (2013) e Gaharwar et al. (2011) a adicéo de laponita em
matrizes poliméricas reduz a porosidade e o tamanho desses poros. Os filmes T8 e
T9 apresentaram superficie homogénea, com poucos poros, porém grandes.
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3.8 Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)

A TPVA dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose foi afetada (p<0,05) pelas
diferentes concentracbes de nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja e argila
laponita. A seguir esta apresentada a Equacdo 1 (Tabela 4), obtida pela analise de

regressao, e a Figura 8, com o grafico de contorno ajustado.

Tabela 4. Estimativas dos coeficientes de DCCR, da presenca de LAP e OE na
TPVA dos filmes de HPMC.

TPVA Equacéo R FAJ?

(@-m2-dial) 1567 - 138,9 LAP(%) - 585 OE(%) + 2,85(%) LAP(%) * LAP(%) 0,6420 0,384
+ 58,0 OE(%) * OE(%) + 28,6* LAP(%) * OE(%)

*Significativo pelo teste t de Student (p<0,05)
% FAJ: Valor-P para a falta de ajuste do modelo

De acordo com os resultados encontrados, a maior barreira a agua foi obtida
para filmes contendo suas concentragcbes maximas de nanoemulsdo de o6leo
essencial de carqueja (4,78 — 5,0%) e de laponita (4,26 — 5,0%), obtendo valores de
TPVA menores que 100,0 g/m2?-dia?. Filmes com concentracdes de 4,25% de OE e
LAP entre 0 e 2,5% apresentaram valores de TPVA entre 100 e 120,0 g/m2-dia?, e
maiores valores de TPVA foram obtidos para filmes com concentracées menores de
OE (3,5 - 3,78%) e de LAP (0 e 0,73%).
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Figura 8. Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose
incorporados com argila laponita (LAP) e nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja (OE). Andlise
de contorno da TPVA em funcéo da concentracdo de LAP e OE.
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A incorporagdo de 6leo essencial em matrizes poliméricas hidrofilicas pode
causar a reducao da TPVA, resultando na melhoria das suas propriedades de
barreira ao vapor de agua (ATARES e CHIRALT, 2016; KLANGMUANG e
SOTHORNVIT, 2016).

Segundo Acevedo-Fani et al. (2015) os 6leos essenciais sdo conhecidos por
diminuir a TPVA dos filmes a base de polissacarideos. A presenca do 6leo essencial
na estrutura do filme melhora as propriedades de barreira a agua devido ao aumento
da tortuosidade, criando uma resisténcia ao vapor de agua através do filme.

Sanchez-Gonzalez et al. (2009) desenvolveram filmes de HPMC com 6leo
essencial de cha verde, e observaram que a incorporacdo do 6leo essencial reduziu
a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de HPMC. Resultado semelhante foi
alcancado por Choi et al. (2016) que relataram que o0s 0leos essenciais de orégano e
bergamota aumentaram a hidrofobicidade de filmes de HPMC, desempenhando um
papel importante na propriedade de barreira a agua.

A presenca da argila laponita em filmes pode resultar em um caminho mais
tortuoso, dificultando a difusdo da molécula permeante através do filme, diminuindo
assim a permeabilidade dos filmes (LI et al., 2015; MIHINDUKULASURIYA e LIM,
2014).

Li et al. (2015) desenvolveram filmes de gelatina incorporados com laponita e
observaram o efeito da concentracdo de laponita nas propriedades dos filmes. A
medida que a concentracao de laponita aumentou nos filmes, observou-se reducao
significativa na permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina, melhorando
as propriedades de barreira dos mesmos.

A reducdo da permeabilidade ao vapor de agua também foi observada no
estudo de Mondal et al. (2013) onde desenvolveram-se filmes de HPMC
incorporados com argila MMT. O aumento da propriedade de barreira ao vapor de
agua dos filmes nanocompdsitos (polimero/argila) é atribuido principalmente ao
caminho tortuoso para a difusdo do vapor de agua, devido as camadas de argila
impermeaveis distribuidas na matriz do polimero, aumentando o comprimento do
caminho de difuséo.

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) é uma das propriedades
mais importantes para embalagens de alimentos. Dependendo do alimento a ser
embalado, o filme deve ser capaz de evitar ou reduzir a transferéncia de umidade
entre o alimento e o ambiente (DASHIPOUR et al., 2015).
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Assim, a presenca da nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja e argila
laponita combinada no filme proporcionou a reducéo da permeabilidade ao vapor de

agua dos filmes de hidroxipropilmetilcelulose.
3.9 Anélise termogravimétrica (TGA)

A curva termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) dos
filmes de HPMC incorporados com argila laponita e nanoemulsdo de 6leo essencial
de carqueja estao representados na Figura 9.
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Figura 9. Curva de termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) dos filmes de
hidroxipropilmetilcelulose incorporados com argila laponita (LAP) e nanoemulséo de 6leo essencial de
carqueja (OE). T1 (LAPO,73%O0E3,72%); T2 (LAP4,27%0E3,72%); T3 (LAPO,73%0E4,78%); T4
(LAP4,26%0E4,78%); T5 (LAP0%OE4,25%); T6 (LAP5,0%0E4,25%); T7 (LAP2,50%0E3,50%); T8
(LAP2,50%0E5,0%); T9 (LAP2,50%0E4,25%).

A decomposicdo térmica dos filmes de HPMC incorporados com
nanoemulsdo de O6leo essencial de carqueja e argila laponita apresentaram
comportamento semelhante com trés estagios principais de perda de massa. O
primeiro estagio térmico ocorreu entre as temperaturas de 15 e 100 °C, com perda
de massa de aproximadamente 8%, que correspondeu a perda de agua nao ligada
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quimicamente na nanoemulsdo e a presenca de umidade nos filmes de HPMC
(MONDAL et al., 2013; DING et al., 2015).

A pequena diminuicdo de massa neste estagio pode estar relacionada com a
elevada capacidade de retencdo de agua do HPMC e a incorporacdo de Oleo
essencial nos filmes (MONDAL et al., 2013). Segundo Tongnuanchan et al. (2014), o
Oleo essencial tem efeito sobre a perda de massa, pois devido o seu carater
hidrofébico pode ocasionar reducédo da difuséo da agua nos filmes.

No segundo estagio ocorreu a volatilizacdo dos compostos volateis do 0Oleo
essencial de carqueja, na faixa de temperatura de 110 a 190 °C. De acordo com a
literatura, as perdas de peso durante o processo de aquecimento dos Oleos
essenciais, sdo devido a evaporacdo dos componentes volateis, e ndo a sua
degradac&o térmica (CHIU et al., 2009; MARTINS et al., 2011; GONZALEZ-RIVERA
et al., 2016). Gonzalez-rivera et al. (2016) analisaram termicamente cinco O6leos
essenciais (alecrim, lavanda, salvia, sementes de funcho e botdes de cravo) e
observaram que as curvas termogravimétricas de todos os Oleos estudados
apresentaram perda de massa abaixo de 175 °C, indicando a evaporacao dos 0Oleos.
Segundo Portella et al. (2014) a evaporacdo do Oleo essencial de Siparuna
guianensis Aublet foi entre 100 a 225 °C que corresponde a volatilizacdo dos
compostos volateis do 6leo.

No ultimo estagio, a principal perda de massa para todos os filmes analisados
ocorreu na faixa de 300 a 400 °C que foi caracterizado como a degradacao térmica
do HPMC e glicerol, ocorrendo degradacéo das regides cristalinas e a quebra dos
mondmeros, envolvendo a despolimerizacdo das cadeias poliméricas (DAMASIO,
2015).

Mondal et al. (2013) observaram que os filmes de HPMC decompde-se na
faixa de 250-400 °C e segundo Espitia et al. (2014) a decomposicdo do glicerol
ocorre aproximadamente a 300 °C.

De acordo com os resultados, a laponita n&o influenciou na estabilidade
térmica dos filmes a base de HPMC. Isto pode ser observado comparando o
tratamento 5 com os demais, onde o tratamento com a auséncia de laponita
apresentou mesma caracteristica de degradacdo dos demais tratamentos. As
concentracfes de laponita foram baixas (0 — 5 % m/m), por isso, provavelmente a

laponita ndo influenciou na decomposicao térmica dos filmes.
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Perotti (2013) também investigou a influéncia de materiais lamelares nas
propriedades de fisico-quimica do amido termoplastico. Para a producdo dos
nanocompaositos o autor utilizou laponita nas concentracdes de 2,5 % e 5,0 % m/m.
Ao realizar a andlise termogravimétrica, observou que as curvas termogravimétricas
eram semelhantes, indicando n&o haver mudancas significativas nas propriedades
térmicas dos filmes, e ndo foi encontrado evidéncias de um efeito protetor da argila

laponita sobre a fase polimérica.
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4. CONCLUSAO

O oleo essencial de carqueja apresentou efeito antimicrobiano para as
bactérias S. aureus e P. aeruginosa, com concentracdo minima inibitéria de 1%
(m/v).

Os filmes ativos antimicrobianos incorporados com nanoemulsdo de 6leo
essencial de carqueja apresentaram atividade in vitro sobre S. aureus.

Os filmes apresentaram-se heterogéneos, com aglomerados brancos,
goticulas de 6leo essencial, fissuras e poros.

A espessura dos filmes de HPMC néao foi influenciada pela adicdo de argila
laponita e nanoemulséo de 6leo essencial de carqueja.

A laponita ndo afetou as propriedades mecanicas dos filmes no intervalo
estudado. A resisténcia a tracdo e moddulo de elasticidades dos filmes foram
afetadas pela adicéo de OE.

O efeito da combinacdo de LAP e OE apresentou melhorias quanto a
propriedade de barreira ao vapor de agua dos filmes.

A adicdo de laponita nas concentragbes estudadas nao influenciou na

estabilidade térmica da matriz polimérica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel produzir nanoemulsdo de Oleo essencial de carqueja ha
concentragcdo de 5 % (m/v). A nanoemulsado foi estavel, sem apresentar separacao
de fases ou sinais de instabilidade durante os sete dias de armazenamento. O 6leo
essencial de carqueja inibiu 0s micro-organismos S. aureus e P. aeruginosa.

O filme ativo inibiu apenas S. aureus no teste de difusdo em &gar. Portanto, o
estudo sugere a aplicacdo deste filme em alimentos sujeitos a contaminagdo por
este micro-organismo.

As propriedades mecéanicas dos filmes foram afetadas pela adicdo de
nanoemulsdo de 6leo essencial de carqueja e ndo foram afetadas pela adicdo de
laponita. A adi¢do de laponita e nanoemuls&o de 6leo essencial nos filmes reduziu a
taxa de permeabilidade ao vapor d’agua, e nao influenciaram na estabilidade térmica
dos filmes. A partir dos resultados encontrados neste estudo, observou-se que a
argila laponita nas concentracdes estudadas ndo atuou como reforco no filme.
Diante disso, o estudo sugere a utilizacdo de concentragdes de laponita acima de

5% m/m.
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