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RESUMO

A busca por embalagens sustentaveis, tem levado a procura por novos materiais e tecnologias
para a elaboracdo de embalagens ativas e biodegradaveis, que atendam as necessidades do
mercado, do consumidor ¢ do meio ambiente. Embalagens produzidas a partir de polimeros
naturais com excelentes propriedades formadoras de filmes, podem se transformar em
embalagens ativas quando compostos ativos sao incorporados em sua matriz polimérica. Filmes
ativos e biodegradaveis foram produzidos utilizando 1 e 1,5% (m/v) de metilcelulose, e 6,5
7% (m/v) de colageno, contendo 6leos essenciais de canela (Cinnamomum cassia), litsea
cubeba (Litsea cubeba) e tomilho (Thymus vulgaris) nas concentragdes de 0,25% e 0,5% (v/v).
Os filmes elaborados com os Oleos essenciais se apresentaram visualmente continuos e
homogéneos. Os filmes preparados, foram caracterizados quanto as suas propriedades
mecanicas, de barreira, térmicas e morfoldgicas. A bioatividade dos 6leos essenciais e dos
filmes foram avaliadas pelas andlises das atividades antibacteriana para Staphylococcus aureus
e Escherichia coli e antioxidante (DPPH, ABTS e poder redutor). A biodegradabilidade em
solo dos filmes produzidos também foi avaliada. Os filmes de coldgeno apresentaram uma
melhora nas propriedades mecanicas e de barreira, com a redug¢ao da permeabilidade ao vapor
d’agua e da solubilidade quando comparados ao padrdo. Nos filmes de metilcelulose houve
pequena melhoria nas propriedades de barreira e redugdo nas propriedades mecanicas quando
se adicionou os 6leos essenciais. As andlises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
analise termogravimétrica (TGA), mostraram um aumento na estabilidade térmica em todos os
filmes apods a incorporagdo dos 6leos essenciais e reducdo na perda de massa nos filmes de
colageno com o oleo de litsea cubeba (FC2-L1) e a metilcelulose com 6leo de canela (FM2-
C1). As imagens por MEV mostraram superficies lisas ¢ homogéneas em todos os filmes. Os
filmes FC2-L1 e FM2-C1 apresentaram maior atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus € Escherichia coli e excelente atividade antioxidante contra o radical ABTS quando
comparados aos demais filmes avaliados. O filme de coldgeno com o6leo de tomilho (FC1-T2)
apresentou 81,7% de inibi¢do contra o radical ABTS. O tempo de biodegradagdo total em solo
de areia preta e areia de praia foi no maximo de 20 dias para todos os filmes produzidos. Os
filmes que apresentaram maior potencial para se tornarem embalagens ativas e biodegradaveis
foram os FCI-T2 e FMI1-L2 como embalagens antioxidantes e FC2-L1 e FM2-C1 como
embalagens antibacterianas.

Palavras chaves: Filmes bioativos. Oleo essencial de canela. Oleo essencial de tomilho. Litsea

cubeba. Biodegradabilidade
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ACTIVE AND BIODEGRADABLE PACKAGING ADDED
ESSENTIAL OILS

The search for sustainable packaging has led to the search for new materials and technologies
for the development of active and biodegradable packaging, which meet the needs of the
market, the consumer and the environment. Packaging made from natural polymers with
excellent film-forming properties can become active packaging when active compounds are
incorporated into its polymer matrix. Active and biodegradable films were produced using 1
and 1.5% (m/v) of methylcellulose, and 6.5 and 7% (m/v) of collagen, containing essential oils
of cinnamon (Cinnamomum cassia), litsea cubeba (Litsea cubeba) and thyme (Thymus
vulgaris) at concentrations of 0.25% and 0.5% (v/v). The films made with essential oils were
visually continuous and homogeneous. The prepared films were characterized for their
mechanical, barrier, thermal and morphological properties. The bioactivity of essential oils and
films were evaluated by analyzing the antibacterial activities for Staphylococcus aureus and
Escherichia coli and antioxidant (DPPH, ABTS and reducing power). The soil biodegradability
of the produced films was also evaluated. Collagen films showed an improvement in
mechanical and barrier properties, with reduced water vapor permeability and solubility when
compared to the standard. In methylcellulose films there was little improvement in barrier
properties and reduction in mechanical properties when essential oils were added. Differential
scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA) analyzes showed an
increase in thermal stability in all films after the incorporation of essential oils and a reduction
in mass loss in collagen films with litsea cubeba oil (FC2 -L1) and methylcellulose with
cinnamon oil (FM2-C1). SEM images showed smooth and homogeneous surfaces in all films.
The FC2-L1 and FM2-C1 films showed greater antibacterial activity against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli and excellent antioxidant activity against the ABTS radical when
compared to the other films evaluated. The collagen film with thyme oil (FC1-T2) showed
81.7% inhibition against the ABTS radical. The total biodegradation time in black sand soil and
beach sand was a maximum of 20 days for all films produced. The films that showed the greatest
potential to become active and biodegradable packaging were FC1-T2 and FMI1-L2 as
antioxidant packaging and FC2-L1 and FM2-C1 as antibacterial packaging.

Keywords: Bioactive films. Cinnamon essential oil. Thyme essential oil. Litsea cubeba.

Biodegradability
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1 INTRODUCAO

A embalagem ¢ um recurso importante para aumentar a vida util de produtos
alimenticios, uma vez que auxilia na diminui¢do da contaminacao e contribuindo em parte com
a seguranga dos alimentos durante e apos sua comercializagdo, além de contribuir para a
aceitabilidade do produto (AL-TAYYAR; YOUSSEF; AL-HINDI, 2020). Plasticos derivados
de petroleo sao amplamente empregados na producdo de embalagens, devido a sua seguranca,
aplicabilidade e economia, no entanto, estes materiais causam um grande problema de polui¢ao
ambiental por ndo serem biodegradaveis e levam mais de 100 anos para se decompor. Pesquisas
envolvendo a producido e caracterizagdo de embalagens utilizando filmes poliméricos naturais
e biodegradédveis aumentou significativamente, devido ao interesse em minimizar o impacto
ambiental causado pelo uso de materiais sintéticos (ETXABIDE, et al., 2017; KALKAN;
OTAG; ENGIN, 2020).

Polimeros biodegradaveis tém sido considerados alternativas atraentes as
embalagens plésticas, devido a sua excelente biodegradabilidade e biocompatibilidade
(SIRACUSA etal., 2008). Vérios polimeros biodegradaveis foram explorados para desenvolver
materiais de embalagem de alimentos através na producdo de filmes, principalmente de
polissacarideos como amidos, pectinas, celulose, quitosana e alginato, € também de proteinas
como gelatina, coldgeno, proteina de soja, soro de leite, gluten de trigo, zeina e proteinas
miofibrilares (MIR et al., 2018).

A metilcelulose ¢ um biopolimero derivado da celulose, ¢ obtido de fonte
renovavel, abundante e de baixo custo, € pode ser utilizado como matéria-prima para preparagao
de filmes biodegradaveis. Os filmes obtidos deste material sdo transparentes, soliiveis em agua,
inodoros, insipidos, flexiveis, e formam boa barreira a compostos lipidicos e gases, como
oxigénio e diéxido de carbono (CAZON et al., 2017). O colageno é a proteina mais abundante
do tecido conjuntivo animal. Suas caracteristicas favorecem o seu uso como polimero por ser
biocompativel, possuir grande resisténcia a tracao e excelente matriz de liberacao de compostos
ativos (LEE; SINGLA; LEE, 2001).

Os filmes podem ser formados por diferentes processos, dentre estes, destaca-se o
método de “casting”. Este ¢ um processo baseado na dispersdo ou solubilizacdo dos
biopolimeros em uma fase liquida formando uma solucao filmogénica. Alguns aditivos, como
plastificantes e emulsificantes, também podem ser adicionados. Apds o preparo, estas solugdes
devem passar por uma operagdo de secagem para a formacao dos filmes (PERESSINI et al.,

2003).
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A preferéncia do consumidor por aditivos de fontes seguras e a preocupacao quanto
ao uso de conservantes nocivos, levaram a industria de alimentos a buscar alternativas.
Compostos ativos, extraidos de plantas, vém sendo alvo de muita atengdo por apresentarem
propriedades com grande capacidade de aplicagdo em filmes biodegradaveis. Estes possuem
elevadas concentragdes de compostos fendlicos com capacidade de inibir o crescimento de
micro-organismos e controlar o processo de oxidacgdo lipidica (VILELA et al., 2018). Os
compostos ativos presentes em Oleos essenciais como de canela, litsea cubeba e tomilho,
apresentam propriedades antibacterianas e antioxidantes, e podem ser utilizados para protecao
dos alimentos, de forma segura e biodegradavel (WANG et al., 2018).

Esta evolu¢ao do mercado, foi impulsionada pela demanda do consumidor por
produtos de qualidade, com maior frescor e valor nutricional, sendo convenientemente
embalado e estavel durante a sua vida util. Alavancando também, a busca por novas tecnologias
de processamento e embalagem, que atendessem todas as necessidades de mercado, abrangendo
grande variedade de produtos alimenticios (SMITH et al., 2004). Para aliar a qualidade ¢ a
seguranga dos alimentos, o desenvolvimento de embalagens derivadas de polimeros
biodegradaveis combinados com extratos vegetais aparece como uma das estratégias mais
interessantes e inovadoras (MIR et al., 2018).

A necessidade de maiores estudos para o desenvolvimento de materiais para
embalagens de alimentos de fontes renovaveis, que apresentem propriedades ativas, pela
incorporagdo de compostos naturais e que estendam a vida Util de produtos alimenticios, € o

objetivo do presente estudo.
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2 OBJETIVOS
2.2 OBIJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo ¢ produzir filmes ativos e biodegradaveis de coldgeno e

metilcelulose contendo diferentes tipos de 6leos essenciais.

2.3  OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar as atividade antibacteriana e antioxidante dos Oleos essenciais da canela
(Cinnamomum cassia), litsea cubeba (Litsea cubeba) e tomilho (Thymus vulgaris);,

e Produzir filmes de coldgeno e metilcelulose, com incorporagdo de diferentes
concentracoes dos 6leos essenciais;

e Avaliar os filmes ativos quanto as suas propriedades mecanicas e de barreira;

e Avaliar os melhores filmes quanto as propriedades térmicas e microestruturais;

e Avaliar as atividades antimicrobianas e antioxidantes, e a biodegradabilidade dos filmes

selecionados.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.2 EMBALAGEM BIODEGRADAVEL

Entre muitas das funcionalidades da embalagem, uma das mais importantes ¢
proteger o produto, com a finalidade de preservar as caracteristicas do alimento, por meio das
propriedades de barreira aos fatores ambientais, mantendo o produto sem alteragdes
indesejaveis durante o transporte ¢ armazenamento (LANDIM, 2016).

Os materiais de embalagens tradicionais derivados de petrdleo degradam-se muito
lentamente, pois apresentam grande resisténcia as radiagdes, ao calor, ao ar, a 4gua e ao ataque
imediato de micro-organismos. Por isso tornaram-se ambientalmente insustentaveis, visto que
a degradagdo desses materiais leva centenas de anos (ARVANITOY ANNIS; BILLIADERIS,
1999). Além de impor riscos a saude associados, como por exemplo, a migra¢do de aditivos
prejudiciais a saude. Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis e de matrizes sustentdveis, capazes de garantir uma integragdo segura durante
a conservacdo dos alimentos (QUINTERO et al., 2013).

Biopolimeros sdo polimeros gerados a partir de fontes naturais renovaveis,
frequentemente biodegradaveis, e ndo toxicos. Podem ser produzidos por sistemas biologicos,
ou sintetizados quimicamente a partir de materiais bioldgicos, tais como, aglicares, amido,
proteinas, gorduras naturais ou 6leos (PAWAR; PURWAR, 2013).

Os biopolimeros, tais como, polissacarideos, proteinas e lipidios, sdo largamente
empregados para a producao de filmes biodegradéaveis ou peliculas comestiveis (LI et al., 2014;
ZHANG et al., 2010). Dentre os polissacarideos utilizados na producdo de filmes, destacam-se
os amidos, pectinas, celulose, quitosana e alginato, quanto as proteinas, a gelatina, coladgeno,
proteina de soja, soro de leite, gluten de trigo, zeina e proteinas miofibrilares. Os lipidios
empregados, sdo usados como revestimentos ou incorporados em outros biopolimeros para
fazer filmes compostos, os mais comuns sdo, cera de abelha, 6leo mineral, surfactantes,
monoglicerideo acetilado, cera de carnauba e cera de parafina (KESTER; FENNEMA, 1986;
MIR et al., 2018; PIRES et al., 2013).

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas, possuem excelentes
propriedades mecanicas, Oticas e sensoriais, porém sdo sensiveis a umidade e apresentam alto
coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua. Ao contrdrio, as coberturas compostas de
lipidios apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor d’agua, mas sdo opacas € pouco
flexiveis, além de apresentarem sabor residual, o que pode influenciar as caracteristicas

sensoriais do alimento (FAKHOURI et al., 2007; GALLO et al., 2000). Entretanto, para se
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tornarem comercialmente competitivos com os termoplasticos, o material biodegradavel deve
ter caracteristicas termomecanicas e visuais atrativas. Neste cendrio, a busca por plasticos
biodegradaveis que supram as necessidades do mercado, permanece uma area de pesquisa
muito promissora € em constante desenvolvimento (FOLLAIN et al., 2005; HAGHIGHI et al.,
2020).

A capacidade de formacao de filmes de varios polissacarideos tem sido estudada,
incluindo metilcelulose (DICASTILLO et al., 2016), quitosana (LIU et al., 2017), amido
(PINEROS-HERNANDEZ et al.,, 2017), pectina (ESPITIA et al.,, 2014) e alginato
(HAMBLETON et al., 2009). Os materiais a base de lipidios incluem ceras (ROMANI et al.,
2020), acilglicerois e acidos (PEREZ-GAGO; RHIM, 2014). Materiais proteicos incluem
colageno (WU et al., 2018), gelatina de pescado (WU et al., 2017), proteina de pescado
(ROMANI et al., 2019), proteina de soro de leite (SANI; EHSANI; HASHEMI, 2017), zeina
de milho (GAO et al., 2017), gluten de trigo (SCHERF; KOEHLER; WIESER, 2016), proteina
do ovo (FUERTES et al., 2017), proteina de soja (OTONI et al., 2016), entre outros.

3.3 COLAGENO

Estruturalmente, o colageno ¢ constituido por trés cadeias polipeptidicas, que
possuem forma helicoidal unidas por ligagdes cruzadas intermoleculares. Estas cadeias
enrolam-se umas nas outras formando a tripla hélice, pela formacao de ligacdes de hidrogénio,
que estabilizam esta estrutura, fornecendo resisténcia e flexibilidade. O aumento da temperatura
resulta em alteragdes na estrutura do colageno, acarretando mudangas nas suas propriedades
fisicas. Isso porque, a partir de certa temperatura ocorre a destruicdo da estrutura
tridimensional da tripla hélice, provocando a sua desnaturagdo e produzindo uma estrutura
desorganizada conhecida como gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Apds sua extracdo, o colageno, pode ser apresentado na forma de fibras ou po,
sendo insoluveis em dgua devido a grande concentracdo de aminoacidos hidrofobicos contidos
no interior da proteina (SILVA; PENNA, 2012). Ambas as formas, podem ser empregadas na
producao de biopolimeros, mas para isso € necessario a reducao do pH do meio e aquecimento
para solubiliza-los (WOLF; SOBRAL; TELIS, 2009).

Algumas das caracteristicas do colageno que favorecem o seu uso como polimero
sdo0: ocorrer em grande quantidade no reino animal, ser biocompativel e biodegradéavel; poder

ter sua estrutura quimica e suas propriedades modificadas; possuir grande resisténcia a tracao e
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baixa elasticidade; servir como matriz de liberacdo de compostos ativos; e ser capaz de formar
solugdo filmogénica (LEE; SINGLA; LEE, 2001; XU et al.; 2020).

Devido a alta resisténcia das fibras formadas pela estrutura tripla helicoidal, o
colageno tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de embalagens para alimentos.
Jiang et al. (2020) produziram filmes de colageno com 6leo essencial de limao encapsulado em
nanoparticulas de quitosana, apresentaram grande eficadcia como embalagem para carne de
porco resfriada com acgdo antioxidante por 21 dias. De acordo com Walz et al. (2018) invélucros
de coldgeno com 0,6 mm, em contato direto com salames, ndo s6 podem bloquear o oxigénio e
o vapor de agua, mas também reduzir a exsudagao do liquido da carne, manter a cor ¢ inibir a
oxidacdo durante o armazenamento, quando comparados a alginato e tripas naturais. Estudo
realizado por Bhuimbar, Bhagwat e Dandge (2019) mostra o desenvolvimento de filmes de
colageno (3,5% m/v) e quitosana (1% p/v), extraidos de residuos de pescado medusa
(Centrolophus nige), com adicdo de 3% de extrato de casca de roma, e mostrou efeito

antibacteriano contra patégenos de origem alimentar.

34 METILCELULOSE

A metilcelulose ¢ formada pelo tratamento alcalino da celulose com hidréxido de
sodio seguida por reagdo com cloreto de metila, no qual os hidrogénios e os grupos hidroxilas
da celulose sdo parcialmente substituidos por grupos alquila (metil) formando grupos éter
metilicos (celulose-O-CH3). Este polissacarideo ¢ o derivado mais simples da celulose, € obtido
de fonte renovavel, abundante ¢ de baixo custo. Os filmes obtidos da metilcelulose sdo
transparentes, soliiveis em agua, inodoros, insipidos, flexiveis, e possuem resisténcia a
compostos lipidicos e gases, como oxigénio e dioxido de carbono (CAZON et al.; 2017;
DHALL, 2013; PERESSINI et al., 2003).

Filmes elaborados com metilcelulose vém sendo pesquisados para a producdo de
embalagens ativas biodegradaveis. No estudo realizado por Lee et al. (2019) filmes de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) foram combinados com nanoemulsdo de 6leo essencial de
orégano foram capazes de produzir filmes ativos com capacidade antioxidante e antibacteriana.
De acordo com Nunes et al. (2018), filmes com (2% m/v) metilcelulose contendo
nanoparticulas de prata biossintetizadas em extrato ativo de Lippia alba, apresentaram atividade
antioxidante de 69,6% de inibi¢do do radical DPPH e atividade antimicrobiana com halos de
8,0 mm para E. coli e de 7,0 mm para S. aureus, podendo ser usados na preparagao de filmes

para a producao de embalagens ativas biodegraddveis. No trabalho desenvolvido por Suppakul
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et al. (2016), a otimizacdo na formulagdo dos filmes de 4,1% (m/v) de metilcelulose, com
incorporagdo de compostos ativos de puré de groselha indiana (0,5% m/m), apresentaram
grande atividade antioxidante e prolongamento da vida util da castanha de caju torrada em 90
dias, durante o armazenamento em condi¢des ambientais aceleradas. Na pesquisa realizada por
Romano et al. (2014), mostrou que filmes de metilcelulose 1,5% (m/v) contendo 3% (m/v)
frutoligossacarideos podem ser uma boa estratégia para imobilizar e armazenar bactérias

lacticas, com potenciais aplicagdes no desenvolvimento de alimentos funcionais.

3.5 EMBALAGEM ATIVA

O termo embalagem ativa foi utilizado pela primeira vez por Labuza (1987) e
definido como uma categoria de embalagem que exerce um papel adicional na preservacao de
alimentos, e ndo somente o de barreira inerte contra influéncias externas (ROONEY, 2005). No
entanto, as embalagens ativas surgiram como uma alternativa inovadora em que seletivamente
visa a superficie de alimentos, onde a maioria dos processos de deterioragdo ocorrem. O uso de
embalagens ativas nos permite reduzir o uso de aditivos e conservantes em alimentos,
garantindo que o consumidor receba produtos de qualidade e com prazo de validade mais longo
(QUINTERO et al., 2013).

A incorporagdo de compostos ativos na embalagem de alimentos aumenta a
eficiéncia da conservagao de alimentos (MORENO et al., 2014). Entre as substancias bioativas
que sdo mais adequadas para incorporag¢ao no material estrutural das embalagens ou no espago
livre desta, estdo: fitoquimicos, vitaminas, nanofibras e prebidticos (LOPEZ-RUBIO;
GAVARA; LAGARON, 2006). Estes compostos ativos sdo liberados no alimento prolongando
a vida util, restringindo o crescimento microbiologico, reduzindo a oxida¢do e mantendo a
seguranca alimentar, mesmo para alimentos nao estéreis (REALINI; MARCOS, 2014;
SANCHEZ-GARCIA; GIMENEZ; LAGARON, 2008). No entanto, ¢ conveniente lembrar que
estes aditivos podem alterar adversamente a resisténcia ao vapor, gas ou transporte de soluto
dos filmes. A influéncia de um aditivo nas propriedades dos filmes dependerd de sua
concentracdo, estrutura quimica, grau de dispersdao e da extensdo desta interagdo com o
polimero (KESTER; FENNEMA, 1986).

O estudo realizado por Pineros-Hernandez et al. (2017), demonstrou a bioatividade
de embalagens com extrato de alecrim, rico em polifenois, incorporados em filmes de amido de
mandioca para produzir embalagens de alimentos ativos com propriedades antioxidantes. De

acordo com Romani, Prentice-Herndndez e Martins (2018), a incorporagdo de compostos
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fenodlicos de pimenta rosa em filmes de amido de arroz e proteina de pescado produziram filmes
com atividade antioxidante inibindo o escurecimento enzimdtico de mag¢ds minimamente
processadas. Embalagens ativas, elaboradas por Xu et al. (2018), de amido de tapioca
incorporados de nanocristais de celulose e extratos de bagaco de uva, apresentaram atividade
antibacteriana quando aplicados em carne de frango pronta para consumo, durante o periodo de

armazenamento sob refrigeracao.

3.6 COMPOSTOS ATIVOS

Conservantes sintéticos, como os sorbatos e propionatos, sao amplamente utilizados
pela industria de alimentos para inibir o crescimento de micro-organismos e controlar o
processo de oxidagao lipidica, estendendo a vida util e seguranga dos produtos alimentares. No
entanto, a preferéncia do consumidor por aditivos de fontes naturais e a preocupacao com a
segurang¢a quanto ao uso de conservantes sintéticos, levaram a industria de alimentos a buscar
alternativas (AZIZ; KARBOUNE, 2018). Compostos extraidos de plantas, vém sendo alvo de
muita aten¢do por apresentarem propriedades ativas com grande capacidade de aplicagdo em
filmes biodegradéveis, tornando-se uma alternativa aos agentes sintéticos, pois estes possuem
elevadas concentragcdes de compostos fenolicos com atividade antioxidante e antimicrobiana
(TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010; VILELA et al., 2018).

Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos volateis, oleosos e arométicos, obtidos a partir
de plantas, folhas, sementes, raizes e outras partes da planta, usados como agentes
aromatizantes e conservantes naturais em alimentos porque sao geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS) certificado pela Food and Drug Administration (FDA) (HILBIG et al., 2016;
HUANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020). Compostos vegetais naturais com atividade
antimicrobiana incluem: compostos fendlicos, acidos fendlicos, quininos, saponinas,
flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides e alcaloides (SAVOIA, 2012), produzidos por
plantas como alecrim, cravo, orégano, coentro, tea tree, erva cidreira, manjericao e canela. Seus
componentes isolados como, o carvacrol, eugenol, timol e cinamaldeido, mostram alta
eficiéncia inibindo o crescimento de micro-organismos (Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes), estes geralmente sdo utilizados
como agentes antimicrobianos na elaboragdo de embalagens ativas de alimentos

(MAISANABA et al., 2017).
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A degradacao oxidativa ¢, ap6s o crescimento microbiano, a principal razio de
deterioracdo dos alimentos. Os OEs e seus constituintes desempenham um papel fundamental
no exercicio da atividade antioxidante, capazes de prevenir, alterar e até mesmo inibir reagdes
oxidativas, em concentragdes relativamente baixas (FALLEH et al., 2020). Desta forma, os OEs
auxiliam aumentando a estabilidade dos componentes dos alimentos, mantendo o valor
nutricional e a cor, evitando a rancidez oxidativa, a degradacio e a descoloragio (GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). De acordo com Macheix, Fleuriet e Sarni-Manchado (2006), varios
compostos fendlicos foram identificados no reino vegetal, e todos eles tém em comum a
presenca de um ou varios anéis benzénicos ligados a hidroxila, sendo que esses grupos
funcionais conferem poder antioxidante a essas substancias. Esses compostos se diferenciam
pela estrutura da cadeia carbonica de base (cadeias simples ou polimerizadas), € também pelo
grau de modificacdo (grau de oxidagdo, hidroxilagdo e metilagdo), ou ainda pelas ligacdes com
outras moléculas (glicideos, lipidios e proteinas).

A litsea cubeba ¢ um arbusto perene conhecido por seu aroma agradavel e sabor
unico semelhante a uma mistura de pimenta, gengibre e frutas citricas (LIU; YANG, 2012).
Nativo do sul da China, Japao, bem como paises do sudeste asiatico, seus frutos sao utilizados
em produtos farmacéuticos, perfumaria e alimentos. O 6leo essencial pode ser extraido de
diferentes partes da planta, incluindo o fruto, raiz e flor, bem como caule e folha, com
diversidade significativa na composi¢do e rendimento. O 6leo obtido dos frutos pode ser
constituido por mais de 50 compostos diferentes, os principais sdo: citral (cerca de 50 a 80%
entre geranial e neral), D-limoneno (18,82%) e linalol (2,36%). As concentragdes dos
compostos podem variar de acordo com o tempo de cultivo, colheita e fatores locais, climaticos
e sazonais, bem como ao tempo de armazenamento (Sl et al., 2012; YANG et al., 2014; ZHENG
et al., 2018). Estudos indicaram que o Oleo essencial de litsea cubeba possui atividade
antibacteriana, antioxidante e antifungica (GOGOI; BARUAH; NATH, 1997; THIELMANN;
MURANYT; KAZMAN, 2019; YANG et al., 2014).

A casca da canela € usada ha centenas de anos como aditivos de aroma e sabor em
alimentos e bebidas. O 6leo essencial obtido da casca de canela ¢ um dos 6leos essenciais mais
eficazes contra patdgenos comuns de origem alimentar, além de apresentar excelentes
propriedades antioxidantes. Com uma mistura de moléculas, a bioatividade do dleo essencial
esta diretamente relacionada a presenca de seus componentes principais e secundarios, que
variam de acordo com o tipo genético, fatores ambientais ou método de extragdo. O

cinamaldeido ¢ o principal componente, variando de 50 a 90% do 6leo de canela, outros
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constituintes menores incluem eugenol, linalol e a-pineno (HUANG et al., 2019; KIM et al.,
2015; ZHENG et al., 2018).

O ¢leo essencial de tomilho ¢ um metabolito secundario vegetal natural, seguro e
nao toxico. Apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana contra uma série de diferentes
patdgenos alimentares e micro-organismos deteriorantes, devido a presenca de substancias
fenodlicas, especialmente timol e carvacrol. O timol ¢ estruturalmente muito semelhante ao
carvacrol, tendo o grupo hidroxila em uma posi¢ao diferente no anel fenolico (ZHANG et al.,
2020). A atividade antimicrobiana desses compostos esta relacionada a presenca do grupo —OH
que danifica a membrana celular bacteriana causando vazamento de componentes celulares
(AGRIMONTT et al., 2019). A concentracdo de compostos fendlicos no 6leo essencial de
tomilho ¢ muito afetada por condigdes ambientais, como composi¢ao do solo e teor de
nitrogénio, que podem modificar os constituintes das plantas, alterando o nivel desses
compostos e a producao de oleos essenciais (ALSARAF et al., 2020; BADI et al., 2004).

O mecanismo de agdo dos OEs sobre os micro-organismos € complexo e ainda nao
foi totalmente elucidado, porém ja ¢ bem conhecido o carater hidrofébico dos OEs e seus
componentes, 0 que permite a sua ligacdo aos lipidios da membrana celular e mitocondrias,
modificando suas estruturas e aumentando a sua permeabilidade. Devido a esta permeabilidade
alterada, pode ocorrer a passagem de ions e outros constituintes celulares provocando a
destruicao da célula, sendo este o principal mecanismo pelo qual os OEs tém agdes letais
(BURT, 2004). As bactérias gram-negativas, sdo geralmente, menos suscetiveis aos danos dos
oleos essenciais do que as bactérias gram-positivas. A membrana externa das bactérias gram-
negativas contém lipopolissacarideos hidrofilicos, que criam uma barreira para macromoléculas
e compostos hidrofobicos, tornando as bactérias gram-negativas mais tolerantes a compostos
antimicrobianos hidrofobicos como os encontrados em 6leos essenciais (FALLEH et al., 2020;

HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; SOOFI et al., 2021).

3.7 PRODUCAO DE FILMES

Os filmes podem ser formados por dois mecanismos principais: os chamados
processos secos, como a extrusdo termoplastica, que estdo baseados nas propriedades
termoplasticas dos polimeros quando plastificados e aquecidos acima da sua temperatura de
transicdo vitrea; e o processo umido, que estd baseado na dispersdo ou solubilizagdo dos
biopolimeros em uma fase liquida (4gua, etanol ou acidos organicos) obtendo-se uma dispersao

ou solugdo filmogénica. O método de casting, ¢ um processo umido que esta entre os mais
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utilizados, principalmente, em escala laboratorial. Alguns aditivos, como plastificantes e
emulsificantes, podem ser usados na producdo dos filmes. Apds o preparo, estas solugdes
devem passar por secagem para a formagao dos filmes ou serem utilizados como revestimentos
diretamente em produtos alimenticios por imersao ou pulverizacio (MELLINAS et al., 2016;
PERESSINI et al., 2003).

O plastificante ¢ um aditivo, de baixa massa molar, ndo volatil, com um alto ponto
de ebuli¢dao, que quando misturado a um polimero pode alterar suas propriedades fisicas e/ou
mecanicas. Quando adicionado a solucao filmogénica, modifica a organizacao tridimensional,
diminuindo as forgas intermoleculares, ¢ aumentando o volume livre e mobilidade das cadeias
poliméricas. Como resultado dessas mudancgas na organiza¢ao molecular, o plastificante altera
as propriedades funcionais dos filmes, promovendo maior extensibilidade e flexibilidade,
diminuindo a rigidez, resisténcia mecanica, temperatura de transi¢do vitrea, barreira a gases e
ao vapor de agua (GHASEMLOU et al., 2011; OZCALIK; TIHMINLIOGLU, 2013).

Diversos materiais plastificantes podem ser adicionados aos filmes, como os mono
e oligossacarideos (glicose e sacarose), lipidios (4cidos graxos saturados, monoglicerideos e
surfactantes) e os polidis (glicerol e sorbitol) (ESPITIA et al., 2014). Destes, o glicerol, ¢ o
agente plastificante de grau alimenticio mais utilizado na composicao de solucdes filmogénicas,
devido a sua estabilidade, baixa massa molar e compatibilidade com as cadeias biopoliméricas
dos filmes (CHILLO et al., 2008; RAZAVI; AMINI; ZAHEDI, 2015).

Os métodos utilizados para avaliagdo dos filmes sdo derivados dos métodos
classicos, aplicados aos materiais sintéticos, os quais sofreram adaptagdes em fungdo das
caracteristicas dos filmes biopoliméricos, como por exemplo, sua sensibilidade a umidade
relativa e temperatura. A funcionalidade e a performance dos filmes biodegradaveis dependem
de suas propriedades térmicas, mecanicas e de barreira, e essas caracteristicas por sua vez, sdo
dependentes da composicdo do filme, do processo de formacdo e do alimento no qual for

aplicado (PELISSARI, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Os biopolimeros utilizados para a produ¢ao dos filmes foram, metilcelulose cedida
pela empresa Colorcon do Brasil Ltda., contendo 99% de pureza, e proteinas de colageno em
p6 cedida pela JBS S.A., contendo 96% de proteinas.

Os compostos ativos utilizados foram os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum
cassia), litsea cubeba (Litsea cubeba) e tomilho (Thymus vulgaris), todos adquiridos da
empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda com 100% de pureza. Todos os 6leos foram
obtidos por destilacdo a vapor das folhas, talos e casca da canela (ANEXO 1), dos frutos da
litsea cubeba (ANEXO 2) e flores e folhas do tomilho (ANEXO 3).

Os reagentes utilizados nas andlises foram todos de padrio analitico (PA) e o
trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da

Universidade Federal do Rio Grande - FURG.

4.2 PRODUCAO DOS FILMES ATIVOS

Os filmes de metilcelulose foram produzidos nas concentracdes de 1 e 1,5% (m/v),
com glicerol na proporc¢ao de 1:10 (glicerol:massa do polimero). Os filmes de colageno foram
produzidos nas concentracdes de 6,5 ¢ 7% (m/v), com glicerol na propor¢ao de 1:3
(glicerol:massa do polimero). Para o preparo das solugdes foi utilizado 4gua como solvente
(FILIPINI; ROMANI; MARTINS, 2020). Os 6leos essenciais foram incorporados nas solugdes
filmogénicas desenvolvidas, nas concentragdes de 0,25 e 0,5% como pode ser observado na
Tabela 1.

Os filmes foram produzidos pelo método de “casting”. As solugdes filmogenicas
foram homogeneizadas a temperatura ambiente (+ 25°C) por 30 min, e apoés em banho
termostatico (BROOKFIELD, TC-102, Estados Unidos) por mais 30 min, nas temperaturas de
50 °C para a metilcelulose e 80 °C para o colageno. O banho termostatico foi acoplado a um
reator encamisado de vidro e mantido sob agitagao de 1000 rpm com o auxilio de um agitador
mecanico de hélice (FISATOM, 712, Brasil).

A incorporagdo do 6leo essencial na solugcdo filmogénica, foi realizada apds

resfriamento da solucdo para 40 °C, e entdo mantido sob agitagdo mecanica a 1000 rpm por 10
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min. Para remocdo das bolhas de ar, nas solu¢des filmogénicas de metilcelulose, aplicou-se o

banho ultrassonico (ULTRONIQUE, Eco-Sonic Q3.8L, Brasil) 40kHz por 5 min.

Tabela 1 — Codificagdo e filmes produzidos.

Codificacao do filme Concentraciao do biopolimero Concentracio do dleo essencial

FCl1 Colageno 6,5% -
FC1-C1 Colageno 6,5% Canela 0,5%
FC1-C2 Colageno 6,5% Canela 0,25%
FCI1-L1 Colageno 6,5% Litsea cubeba 0,5%
FCI1-L2 Colageno 6,5% Litsea cubeba 0,25%
FCI1-T1 Colageno 6,5% Tomilho 0,5%
FC1-T2 Colageno 6,5% Tomilho 0,25%
FC2 Coléageno 7% -
FC2-C1 Colageno 7% Canela 0,5%
FC2-C2 Colageno 7% Canela 0,25%
FC2-L1 Colageno 7% Litsea cubeba 0,5%
FC2-L2 Colageno 7% Litsea cubeba 0,25%
FC2-T1 Colageno 7% Tomilho 0,5%
FC2-T2 Colageno 7% Tomilho 0,25%
FM1 Metilcelulose 1% -
FM1-Cl1 Metilcelulose 1% Canela 0,5%
FM1-C2 Metilcelulose 1% Canela 0,25%
FM1-L1 Metilcelulose 1% Litsea cubeba 0,5%
FM1-L2 Metilcelulose 1% Litsea cubeba 0,25%
FM1-T1 Metilcelulose 1% Tomilho 0,5%
FM1-T2 Metilcelulose 1% Tomilho 0,25%
FM2 Metilcelulose 1,5% -
FM2-Cl1 Metilcelulose 1,5% Canela 0,5%
FM2-C2 Metilcelulose 1,5% Canela 0,25%
FM2-L1 Metilcelulose 1,5% Litsea cubeba 0,5%
FM2-L2 Metilcelulose 1,5% Litsea cubeba 0,25%
FM2-T1 Metilcelulose 1,5% Tomilho 0,5%

FM2-T2

Metilcelulose 1,5%

Tomilho 0,25%
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Ao final da dissolugdo, foi realizado o espalhamento das solugdes em placas de
Petri de poliestireno com 9 cm de diametro, 10 g para as solugdes de coldgeno e 20 g para
solucdes de metilcelulose. A secagem de todos os filmes foi realizada em estufa com circulagao
forgada de ar (QUIMIS, 314D, Brasil) a 40 °C por 18 h. Os filmes foram armazenados em
dessecadores com umidade relativa de 55 + 2 % controlada com brometo de s6dio (NaBr), a 25
+ 2 °C, por no minimo 48 h, para analises posteriores.

Todos os filmes produzidos foram avaliados quanto as suas propriedades mecanicas

e de barreira. O diagrama do estudo esta apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo esquematica para elaboragdo e avaliagdo dos filmes.
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43 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Aspecto visual

As analises visuais e tateis foram realizadas de forma subjetiva (GONTARD, 1991).
Os filmes foram avaliados considerando pardmetros como homogeneidade (auséncia de
particulas insoluveis ou bolhas visiveis ao olho nu, ou zonas de opacidade e coloragdo
desuniforme), continuidade (auséncia de rupturas ou fraturas apds a secagem) e

manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura).

4.3.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se micrometro digital (INSIZE,
IP54, Sao Paulo, Brasil, resolugdo 0,0001 mm). A espessura final foi calculada pela média

aritmética de dez medidas aleatorias da espessura do filme (GONTARD et al., 1994).

4.3.3 Solubilidade em agua

A solubilidade em é4gua dos filmes foi determinada segundo método proposto e
adaptado por Gontard et al. (1994). Trés discos de cada amostra de filme, com 2 cm de didmetro,
foram previamente levados a estufa por 24 h a 105°C, ap6s foram pesados e imersos em 50 mL
de agua destilada. O sistema foi mantido sob agitacdo a 100 rpm em incubadora Shaker
(CIENTEC, CT-712RNT, Sao Paulo, Brasil) a 25°C durante 24 h. Apds o processo de
solubilizacdo a amostra foi seca novamente, em estufa (DELEO, A15E, Brasil) a 105°C até
peso constante. A solubilidade do filme representard o total de matéria soluvel dissolvida em
agua, incluindo proteinas soluveis, agua e glicerol. A porcentagem de matéria soltvel foi
calculada pela Equacao 1, onde ms; € a massa seca inicial da amostra (g) € msr € a massa seca
final da amostra (g).

_ msj-m

S (%) =—=X.100 (1)

msj
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4.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada pelo método gravimétrico
conforme E96-00 da ASTM (2000). O filme foi selado em uma célula de permeagao contendo
cloreto de calcio (0% UR). A célula foi armazenada em dessecador, com solugdo saturada de
cloreto de sodio (75% UR). A massa da célula foi verificada em intervalos de 24 h, durante 7
dias. A permeabilidade ao vapor de dgua foi calculada pela Equacgao 2, onde M, € o ganho de
massa pela célula CaCl; (g); t € o tempo total do teste (h); L ¢ a espessura do filme (mm); A ¢

a area da superficie exposta do filme (m?) e AP ¢é a diferenca de pressio parcial através do filme
(kPa).

Pya ( g.mm ) _ M L

& _p _=
kPa.horas.m? t "AAP (2)

4.3.5 Propriedades Mecanicas

A tensdo na ruptura (TR) e a elongacdo (E) dos filmes foram obtidas segundo o
método D882-02 (ASTM, 2002), utilizando um texturOmetro (Stable Micro Systems,
TA.XTplus, Reino Unido). Uma tira do filme (85mm x 25 mm) foi fixada pelas duas garras do
equipamento distantes 50 mm entre si, € submetida a tracdo de velocidade de 50 mm/min.
Para determinagao dos valores de tensdo de ruptura foi utilizada a Equacao 3, em que Fr, € a
forga méxima no momento da ruptura do filme (N) e A ¢ a area da se¢do transversal do filme

(m?).
Tr (Mpa) = ij 3)

O elongamento (E) foi determinado pela Equagdo 4, em que d; (mm) corresponde a

distancia final de alongamento do filme e di (mm) ¢ a distancia inicial entre as garras (50 mm).

E (%) =j— 100 (4)



34

4.3.6 Propriedades Térmicas

A variagdo de massa dos filmes foi verificada pela andlise termogravimétrica
(TGA), no Centro Integrado de Analises (CIA/FURG), utilizando-se um medidor
termoanalitico (SHIMADZU, modelo DTG-60, Japao). As andlises foram conduzidas a partir
da temperatura ambiente até alcangar 400 °C, com atmosfera estatica de ar com fluxo constante
de 20 mL / min e taxa de aquecimento de 10 °C / min, utilizando cerca de 30 mg de amostra.
A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada utilizando um
calorimetro de varredura (SHIMADZU, modelo TA-60WS, Japao). As amostras foram pesadas
e seladas hermeticamente em capsulas de aluminio para posterior analise. A varredura foi
realizada em um intervalo de temperatura de 30 a 300°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C

/ min.

4.3.7 Propriedades Microestruturais

A microestrutura dos filmes foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) utilizando microscopico eletronico (JEOL, modelo JSM—6060, Japao), operando a 10
kV, no Centro de Microscopia Eletronica da Zona Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal
do Rio Grande. As amostras dos filmes foram colocadas em suporte de aluminio (stubs) e
recobertas com ouro sob vacuo (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a condutibilidade. As
imagens foram capturadas com ampliagdo de 2000x na superficie e 500X na se¢ao transversal.

A andlise da cristalinidade por difracao de raios-X (DRX) foi realizada nas amostras
de filmes, utilizando um difratdmetro (BRUKER, D8 Advance, Estados Unidos), no Centro de
Microscopia Eletronica da Zona Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande. As
amostras foram fragmentadas em pedagos retangulares (6 cm?), utilizando tubos de cobre (Cu),
comprimento de onda (1) de 0,15418 A, voltagem de 40 kV e corrente 40 mA. O intervalo de
medida de angulo em 20O variando de 2 a 50°. A porcentagem de cristalinidade dos filmes foi
obtida pela relagdo entre a area cristalina sobre a area total, sendo a area total, a soma das areas

cristalina e amorfa.
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4.4 BIOATIVIDADE

4.4.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada pelo teste de inibi¢ao de acordo com o
método descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). As culturas de
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram cultivadas e
inoculadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion). Apds 24 h, um swab estéril imerso na
suspensdo padronizada de 1 x 10 UFC/ mL (padrio McFarland 0,5) foi espalhado brevemente
sobre a superficie da placa de petri com agar MH (Mueller-Hinton). Os filmes foram
assepticamente cortados em discos de 15 mm, e foram expostos a luz ultravioleta (UV) por 3
min e adicionados a placa contendo o 4gar MH inoculado com os diferentes micro-organismos,
com auxilio de pinga estéril. Para os 6leos essenciais foram utilizados discos de papel estéril
com 2 mm de didmetro, embebidos em 20 pL de 6leos essenciais e adicionados nas placas para
incubacdo. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 24 h. O didmetro do halo de
inibicdo (mm) foi utilizado para determinar o efeito antimicrobiano das amostras testadas e o

resultado final foi expresso como a média de trés medicdes.

4.4.2 Atividade antioxidante
4.4.2.1 Método DPPH

A atividade antioxidante dos filmes e dos oOleos essenciais foram medidas pela
reducdo do radical livre 1,1-difenil-2-picrihidrazil (DPPH) de acordo com Romani, Hernandez
e Martins (2018), com modificagdes. As amostras foram solubilizadas utilizando 0,1g de filme
em 5 mL de 4gua destilada e 0,04 g de 6leo essencial puro em 50 mL de 4gua destilada. As
amostras foram mantidas sob agitacao orbital (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm, durante 3
ha25 °C protegidas da luz. Adicionou-se 20 pL das amostras solubilizadas a 280 pL da solugado
etandlica de DPPH (32 pg/mL), as medi¢cdes foram realizadas em leitora de microplacas
(Polaris, MA 616, Belo Horizonte, Brasil) a 515 nm apds 30 min ao abrigo da luz. A atividade
antioxidante foi determinada pela capacidade de eliminagao dos radicais livres, expressa em
percentagem (%) com base nas medidas de absorbancia dos reagentes (abscontrole) € absorbancia

das amostras (absamostra), segundo a Equacao 5:

AAOpppu (%) — (abscontrole - @bSamostra) 100 (5)

abscontrole
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4.4.2.2 Método ABTS (ABTS++)

A capacidade de captura do radical cationico ABTS* pelos filmes e pelos 6leos
essenciais, foi avaliada segundo método descrito por Dicastillo et al. (2016), com adaptagdes.
A solugao estoque do radical ABTS™, foi elaborada a partir de uma solugdo de ABTS (7 mM)
em persulfato de potassio (140 mM). As amostras foram solubilizadas utilizando 0,1 g de filme
em 5 mL de agua destilada e 0,04 g de 6leo essencial puro em 50 mL de adgua destilada. As
amostras foram mantidas sob agitacdo em Shaker (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm,
durante 3 h a 25 °C protegidas da luz. Adicionou-se 20 pnL das amostras solubilizadas a 280 uL.
da solu¢dao de ABTS™ e a reducdo de sua absorbancia foi obtida a 734 nm em leitora de
microplacas (Polaris, MA 616, Belo Horizonte, Brasil) ap6és 30 min ao abrigo da luz. A
porcentagem de inibicdo do radical ABTS foi a resposta obtida para mensurar a atividade
antioxidante (AAOagts) dos filmes com base nas medidas de absorbancia dos reagentes

(abscontrole) € absorbancia das amostras (absamosta), Equagao 6:

AAOABTS (%) _(@bscontrole ~ @bSamostra) 100 (6)

abscontrole
4.4.2.3 Método Poder redutor

O poder redutor dos filmes ativos e dos 6leos essenciais, foram determinados de
acordo com Moalla et al. (2021) com adaptagdes para microplacas. Foram solubilizadas 0,1 g
de filme em 5 mL de dgua destilada e 0,04 g de 6leo essencial em 5 mL de dgua destilada, sob
agitacdo em Shaker orbital (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 150 rpm, protegidas da luz. Apds 3 h
a 25 °C, 5 mL de tampao fosfato (0,2 M, pH 6,6) foram adicionados a cada amostra, e levados
novamente sob agita¢cdo a 150 rpm, por 15 min a 25 °C. Em microplaca, uma aliquota de 70 pL
das amostras solubilizadas foram homogeneizadas com 35 pL de ferricianeto de potéassio a 1%
(p/v) e incubadas durante 20 min a 50 °C. Em seguida foi adicionado 135 pL de agua destilada,
33 uL de acido tricloroacético 10% (m/v) e 27 uL de cloreto férrico 0,1% (m/v) e incubou-se
durante 10 min a 25 °C. A absorbancia das solucdes foi mensurada a 700 nm em leitor de
microplacas Polaris (Celer, MA 616, Belo Horizonte, Brasil). Quanto maior a absorbancia

maior ¢ o poder redutor das amostras testadas.
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4.5 BIODEGRADABILIDADE

A biodegradacao dos filmes foi realizada de acordo com o método descrito por
Jaramillo et al. (2017), com modificagdes. O primeiro solo utilizado foi areia preta coletada no
campus da Universidade Federal de Rio Grande e o segundo foi a areia da praia, coletada de
acordo com Passos et al. (2011) na area litoranea a 5 m de distancia da linha de costa da praia
do Cassino em Rio Grande — RS. Os filmes foram cortados em quadrados de 2 x 2 cm e
acondicionados em cartuchos de tela. Estes cartuchos foram enterrados 1 cm abaixo da
superficie, em caixas plasticas (60 x 40 x 10 cm) contendo 4 cm de solo. As caixas, foram
mantidas a temperatura ambiente 25 = 5 °C e umidade relativa do ar de 75% por 30 dias (Figura
2). A umidade dos solos foi mantida a 35% com aspersdo de agua em intervalos regulares. A
cada 5 dias as amostras eram retiradas do solo, e cuidadosamente, com um pincel removia-se

toda a areia e se fazia o registro fotografico. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Figura 2 — Representacao dos sistemas para avaliacdo da biodegradabilidade dos filmes em
solo, sendo (a) areia preta e (b) areia da praia.

(a) (b)
T (°C) ambiente T (°C) ambiente
75% UR 75% UR
B MWW [4cm 35% UR J4em v ase
T(°C) ambiente: temperatura ambiente; UR: umidade relativa.
4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia. Os dados foram avaliados pelo programa Statistic (versdo 7.0, StatSoft, Inc.,

Tulsa, Estados Unidos).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS FILMES

5.1.1 Aspecto visual

Andlises visuais e tateis, foram realizadas de forma subjetiva nos filmes apds a
adicdo dos oOleos essenciais. Caracteristicas como continuidade, homogeneidade e
manuseabilidade foram observadas, sendo os resultados apresentados na Tabela 2.

A caracteristica de continuidade dos filmes de coldgeno, apresentou-se excelente,
sem fissuras ou fraturas apos a secagem. Mesmo com auséncia de particulas insoluveis ou
bolhas visiveis ao olho nu, a homogeneidade foi reduzida para boa ap6s a adicdo dos oleos,
devido a coloracao levemente desuniforme em algumas amostras. A manuseabilidade ficou um
pouco comprometida apds a incorporagao dos 6leos essenciais, devido ao aumento da aderéncia
do filme na superficie das placas de poliestireno, causando elongagdo e deformagdo nas
extremidades dos filmes de colageno no momento da remogao das placas de petri (Figura 3).

Os filmes de metilcelulose apresentaram boa continuidade (Figura 4), com regides
mais frageis e quebradicas nas extremidades ap6s a incorporagdo dos 6leos essenciais. Foram
observadas nas superficies de algumas amostras, pequenas bolhas de ar, isto ocorre devido a
capacidade emulsionante da metilcelulose e ao resfriamento da solug¢do para adi¢do dos dleos
essenciais, tornando-a mais viscosa e dificultando a remocao total das bolhas de ar mesmo com
banho ultrassonico. A manuseabilidade ficou um pouco mais dificil, pois o filme tornou-se mais
fragil nas extremidades apos a incorporagdo dos oleos essenciais. Nos filmes FM1-C1, FM1-
C2, FM2-C1 e FM2-C2, foram utilizadas placas de petri de vidro, em fungdo da grande
aderéncia nas placas de poliestireno, impossibilitando a remocao dos filmes para avaliagao.

Os filmes FM1-T1, FM1-T2, FM2-T1 e FM2-T2, foram avaliados como deficientes
em todos os parametros. Observou-se apos a secagem um aumento da concentragdo da solugao
filmogénica no centro da placa, criando uma zona mais espessa, rigida, opaca e com colora¢ao
desuniforme, tornando as extremidades finas e quebradicas (Figura 5). De acordo com a
avaliacdo visual, os filmes de metilcelulose adicionados com 6leo essencial de tomilho, nao
apresentaram as caracteristicas necessarias para dar continuidade aos experimentos propostos
neste estudo. Apesar do carater hidrofobico dos 6leos essenciais, os 6leos essenciais de canela
e litsea cubeba foram incorporados na solug¢do polimérica de metilcelulose, o que ndo ocorreu
com O6leo essencial de tomilho. De acordo com Tongnuanchan et al. (2016) para incorporagao

uniforme de uma substancia oleosa em uma solugdo filmogénica, ¢ necessario antes realizar a
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dispersdo em um surfactante devido a diferenca de polaridade. O surfactante apresenta
comportamento anfifilico, sendo que a parte hidrofébica uma cadeia carbdnica que interage
com substancias apolares, e a hidrofilica ou idnica que reage com substancias polares, formando

solucdes filmogénicas homogéneas.

Tabela 2 — Avaliacdo subjetiva dos filmes.

Filmes C H M
FC1 XXX XXX XXX
FCI-Cl XXX XX XX
FCI-C2 XXX XX XX
FCI-L1 XXX XX XX
FCI-L2 XXX XX XX
FCI-T1 XXX XX XX
FCI-T2 XXX XX XX
FC2 XXX XXX XXX
FC2-Cl XXX XX XX
FC2-C2 XXX XX XX
FC2-L1 XXX XX XX
FC2-L2 XXX XX XX
FC2-T1 XXX XX XX
FC2-T2 XXX XX XX
FM1 XXX XXX XXX
FM1-C1 XX XX XX
FM1-C2 XX XX XX
FMI-LI XX XX XX
FM1-L2 XX XX XX
FMI-TI X X X
FM1-T2 X X X
FM2 XXX XXX XXX
FM2-C1 XX XX XX
FM2-C2 XX XX XX
FM2-L1 XX XX XX

FM2-L2 XX XX XX


https://www.infoescola.com/quimica/sistema-anfifilico/
https://www.infoescola.com/quimica/cadeia-carbonica/

41

Tabela 2 — Avaliacdo subjetiva dos filmes (continuagao).

Filmes C H M
FM2-T1 X X X
FM2-T2 X X X

C: Continuidade; H: Homogeneidade; M: manuseabilidade; XXX excelente; XX boa; X deficiente. FC1: filme
de colageno 6,5%; FC1-C1: filme de colageno 6,5% com oleo essencial de canela 0,5%; FC1-C2: filme de
colageno 6,5% com o6leo essencial de canela 0,25%; FC1-L1: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de
Litsea cubeba 0,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC1-T1:
filme de colageno 6,5% com dleo essencial de tomilho 0,5%; FC1-T2: filme de colageno 6,5% com dleo
essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-C1: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial
de canela 0,5%; FC2-C2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de canela 0,25%; FC2-L1: filme de
colageno 7,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-L2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial
de Litsea cubeba 0,25%; FC2-T1: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de tomilho 0,5%; FC2-T2: filme
de colageno 7,0% com o6leo essencial de tomilho 0,25%; FM1: filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de
metilcelulose 1,0% com o6leo essencial de canela 0,5%; FM1-C2: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial
de canela 0,25%; FM1-L1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FM1-L2:
filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM1-T1: filme de metilcelulose 1,0%
com 6leo essencial de tomilho 0,5%; FM1-T2: filme de metilcelulose 1,0% com dleo essencial de tomilho
0,25%; FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela
0,5%; FM2-C2: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,25%; FM2-L1: filme de
metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FM2-L2: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo
essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2-T1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de tomilho 0,5% ;
FM2-T2: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de tomilho 0,25%

Figura 3 — Filmes de colageno com 6leos essenciais.

FCI-T2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2-L1: filme de colageno 7,0% com
6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC1-C2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de canela 0,25%;

FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de tomilho 0,25%.
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Figura 4 — Filmes de metilcelulose com 6leos essenciais.

FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com o6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2-C1: filme de
metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial

de canela 0,5%.

Figura 5 — Filme de metilcelulose com 06leo essencial de tomilho.

FM1-T2: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de tomilho 0,25%.

5.1.2 Espessura, Solubilidade, Permeabilidade e Propriedades Mecéanicas

Os filmes foram avaliados separadamente em quatro grupos, de acordo com a
concentragdo do biopolimero e variando somente o tipo e a concentracdo do d6leo essencial
utilizado. A Tabela 3, apresenta os resultados da espessura, propriedades mecanicas e de
barreira dos filmes com 6,5% de colageno, adicionados de 6leos essenciais de canela, litsea

cubeba e tomilho, nas concentragdes de 0,5 € 0,25%.
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Tabela 3 — Caracterizacdo e propriedades mecanicas dos filmes com 6,5% de colageno.

Filmes  ESP (mm) Fva SOL (%) TR (MPa) E (%)
(g mnvin2 h KPa)

FC1 0,120+0,007° 0,675£0,027°  76,39+8,13*  2,71+0,26°  97,95+1,51¢
FC1-C1  0,130+0,008° 0,675+0,042%  29,60+8,57° 4,03+£0,159  163,87+2,78°
FC1-C2  0,131%0,005° 0,689+0,147%  2837+5,39° 4,41+0,12°  166,09+4,48°
FC1-L1  0,133+0,004 0,571£0,126%  25,70+2,82° 4,83+0,91°¢  164,76+4,41°
FCI-L2  0,131£0,004 0,524+0,100°  27,92+3,19°  6,33+0,16®  189,48+6,34%
FC1-T1  0,124+0,007° 0,647+0,022*  26,84+3,62° 5,45+0,08* 157,85+3,14°
FCI-T2  0,122+0,004 0,536+0,083*  31,81+2,13° 6,91+0,32*  121,87+5,37°

ESP: Espessura; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; SOL: Solubilidade em agua; TR: Tensdo na ruptura; E:
Elongagdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenga significativa (p < 0,05). FC1: filme de
colageno 6,5%; FC1-Cl1: filme de coladgeno 6,5% com dleo essencial de canela 0,5%; FC1-C2: filme de colageno
6,5% com o6leo essencial de canela 0,25%; FC1-L1: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba
0,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC1-T1: filme de colageno
6,5% com o6leo essencial de tomilho 0,5%; FC1-T2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de tomilho
0,25%;

Os filmes de colageno ndo apresentaram diferenca significativa na espessura, apos
a incorporagao dos 6leos essenciais (p>0,05). De acordo com Cazon et al. (2017) quanto maior
a concentragdo de solidos, maior serd a espessura apresentada pelos filmes. Mesmo com a
variagdo na concentracdo dos Oleos essenciais, a espessura dos filmes ndo diferiu
significativamente do filme padrdo, ndo contribuindo para o aumento de s6lidos no mesmo
volume de dispersdo. Hosseini et al. (2016) sugeriram que possiveis perdas de 6leo poderiam
ocorrer durante a etapa de secagem do filme, o que pode proporcionar uma maior compactagao
da matriz polimérica, mantendo o filme com a mesma espessura ou até mesmo com menor
espessura.

De acordo com a Tabela 3, os valores de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA),
nao apresentaram diferenca significativa apos a incorporacao dos 6leos essenciais (p > 0,05).
De acordo com Villadiego et al. (2005) filmes proteicos apresentam carater hidrofilico, com
grupos polares que formam pontes de hidrogénio absorvendo com facilidade a umidade do
ambiente, o que afeta significativamente as propriedades de barreira dos filmes. Mesmo com o
aumento da hidrofobicidade, caracteristica dos OEs, esses ndo apresentaram efeito significativo
na redugdo da PVA dos filmes. O mesmo resultado para a PVA foi obtido por Li et al. (2014),
com filmes a base de gelatina incorporados com diferentes extratos de semente de uva e

gengibre, onde ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle. Oliveira et al.
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(2020) produziram filmes de goma de caju e gelatina, sem alteracao significativa na PVA apos
a reticulacdo com acido ferulico e incorporagdo de 6leo essencial capim-limao.

As solubilidades dos filmes de colageno apresentaram uma diferenga significativa
do filme padrdo. Uma reducdo média de mais de 60% da solubilidade foi obtida apos a
incorporagdo dos 6leos essenciais na matriz polimérica. Compostos fenolicos naturais contendo
anel aromatico e grupos hidroxila podem interagir com proteinas devido a formagao de ligacdes
de hidrogénio, intra e intermoleculares, além das interagcdes hidrofobicas nao covalentes. A
distribuicao uniforme pela matriz, aliado ao comportamento hidrofobico que o 6leo essencial
possui, contribuem assim para um produto com maior resisténcia a dissolugao em agua (YU et
al., 2015). Resultado semelhante foi obtido por Bhuimbar, Bhagwat e Dandge (2019) quando
adicionou 5% de extrato da casca de roma em filmes de coldgeno-quitosana e observaram uma
redugdo significativa na solubilidade de 50% para 18,1%.

O ensaio mecanico de tensao na ruptura (TR) apresentou um aumento significativo
apos a incorporacdo dos 6leos essenciais, diferindo estatisticamente do padrao (p <0,05). O
filme FC1-T2 apresentou o maior resultado de TR (6,91 Mpa), seguido pelo filme FC1-L2 (6,33
MPa) quando comparados ao padrao FC1 (2,71 MPa). Ao comparar os filmes adicionados com
diferentes concentracdes de dleo essencial de tomilho, FC1-T2 (6,91 MPa) e FC1-T1 (5,45
MPa), observou-se uma diferenca significativa, onde o filme com a menor porcentagem de 6leo
essencial apresentou a maior resisténcia na ruptura. O mesmo resultado foi obtido, entre os
filmes incorporados com OE de litsea cubeba, FC1-L2 (6,33 MPa) ¢ significativamente maior
que FC1-L1 (4,83 MPa). Segundo Wu et al. (2018), este comportamento pode ocorrer quando
pequenas quantidades de compostos sdo adicionadas em filmes proteicos, sem afetar as
interacdes inter e intramoleculares, podendo melhorar a resisténcia e elasticidade dos filmes.
No entanto, em concentracdo elevada, a estrutura da rede de colageno pode ser interrompida.
Os filmes FC1-C1 e FC1-C2, ndo apresentaram diferenca significativa entre si, apds adi¢ao do
OE canela, mas se diferenciaram do padrao.

De acordo com Sothornvit e Krochta, (2001) e Tongnuanchan et al. (2016), as
propriedades mecanicas sdo afetadas com a incorporacao de Oleos essenciais na matriz
polimérica dos filmes. Estes sdo capazes de aumentar o volume livre entre as moléculas de
proteinas e proporcionar maior mobilidade, causando assim uma maior flexibilidade e menor
resisténcia dos filmes resultantes. No entanto, a quantidade adicionada e as diferentes
composicdes quimicas dos 6leos essenciais podem também influenciar as ligagdes ou interagdes
com as moléculas de proteina na matriz do filme, produzindo um aumento nessas propriedades

mecanicas. Sun et al. (2021) elaboraram filmes de gelatina com diferentes concentracdes de
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nanoemulsdes de 6leo essencial de lavanda. Segundo os autores em baixas concentragdes 0s
filmes aumentaram o valor da TR de 40 a 140 MPa e em seguida, diminuiram com o aumento
do contetido de 6leo essencial.

A adicao dos 6leos essenciais, apresentou grande influéncia na elongac¢ado (E) dos
filmes elaborados, com um aumento significativo (p < 0,05) nos resultados obtidos neste ensaio
mecanico. O filme FC1-L2 obteve o maior valor de E com 189,48%, quase o dobro do valor do
filme padrao (FC1) 97,95%. A elongacdo aumentada nos filmes de coldgeno contendo OEs foi
provavelmente causada, pela menor interacdo entre as cadeias proteicas da matriz do filme
devido a presenca dos OEs, aumentando assim a flexibilidade. Resultado semelhante foi obtido
por Silva et al. (2021) quando observou o aumento de E em filmes de gelatina de pescado
incorporados com diferentes oleos essenciais. A elongagdo dos filmes de coldgeno 6,5%
produzidos nesse estudo sdo comparaveis ao polietileno de alta densidade 150% e muito
inferiores ao polietileno de baixa densidade 400% (LEE et al., 2019).

As propriedades mecanicas TR e E sdo importantes na caracterizacdo de filmes,
pois expressam a resisténcia do material ao elongamento e ao rompimento quando submetido a
tragdo. As propriedades mecanicas dos filmes devem resistir ao estresse normal encontrado
durante sua aplicacdo e serem flexiveis o suficiente para adaptar-se a eventuais deformagoes
dos alimentos mantendo sua integridade (CAZON etal.; 2017, WIHODO; MORARU, 2013).

A Tabela 4, apresenta os resultados da caracterizagao e propriedades mecanicas dos
filmes com 7% de colageno, adicionados de 6leos essenciais de canela, litsea cubeba e tomilho,
nas concentragdes de 0,5 ¢ 0,25%.

De acordo com a Tabela 4, os filmes ndo apresentaram diferenca significativa (p >
0,05) na espessura apds a adicdo dos Oleos essenciais quando comparados ao padrao FC2.
Resultado semelhante foi obtido por Fonseca et al. (2020) ao incorporar diferentes
concentragdes de dioxido de titanio (TiO2) em filmes de gelatina sem alterar significativamente
a espessura. Segundo Ahmad et al. (2012) os OEs podem ser perdidos em diferentes graus
durante a etapa de secagem dos filmes, devido a sua volatilidade e capacidade de ligagcdo do
6leo a matriz polimérica, resultando na formagao de uma estrutura mais ou menos compacta.

A espessura do filme desempenha um papel importante nas propriedades fisicas dos
filmes e nas propriedades de barreira, incluindo a PVA. A menor permeabilidade ao vapor
d’4agua foi obtida para o filme FC2-L1 com 0,547 g mnvin? h KPa, resultado expressivo quando
comparado ao filme FC2 com 0,811 g.mm/m’>.h.KPa, obtendo assim uma reducio de
aproximadamente 32% na PVA. Tendéncia semelhante foi encontrada por Pelissari et al. (2009)

e Hosseini et al. (2016) em filmes adicionados de 6leos essenciais. Pode-se presumir que as
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interagdes dos constituintes do 6leo com as proteinas poderiam induzir a diminui¢ao na natureza
hidrofilica da matriz proteica. Em geral, menores taxas de PVA s3o desejaveis ao se tratar de
embalagens para alimentos (BOURTOOM, 2008), pois para a conservagao ¢ importante evitar

a desidratagdo ou absor¢do de umidade do meio ambiente (CAZON et al., 2017).

Tabela 4 — Caracterizacdo e propriedades mecanicas dos filmes com 7% de coldgeno.

Filmes  ESP (mm) Fva SOL (%) TR (MPa) E (%)
(g mnvin? h KPa)

FC2  0,128+0,013° 0,811+0,029° 65,63+£3,59°  5,76+0,35> 196,47+4,82°
FC2-C1  0,132+0,005° 0,729+0,096* 23,34+1,89®  5,25+0,15° 163,46+5,83"°
FC2-C2  0,129+0,006° 0,573+0,132%%  26,15£5,42> 5,56+0,35° 154,03+8,34°
FC2-L1  0,140+0,003? 0,547+0,086° 24,82+1,98°  7,22+0,48* 137,67+4,67¢
FC2-L2  0,142+0,004 0,593+0,146% 26,84+1,82°  6,71+0,38%® 157,45+5,39%
FC2-T1  0,133+0,004° 0,572+0,028%  22.43+1,81° 6,46+0,14% 161,40+5,05%
FC2-T2  0,129+0,004° 0,563+0,0402° 23,54+1,75°  7,41+0,49° 169,44+2.43°

ESP: Espessura; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; SOL: Solubilidade em agua; TR: Tensdo na ruptura; E:
Elongagdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenga significativa (p < 0,05). FC2: filme de
colageno 7,0%; FC2-C1: filme de colageno 7,0% com dleo essencial de canela 0,5%; FC2-C2: filme de colageno
7,0% com 6leo essencial de canela 0,25%; FC2-L1: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba
0,5%; FC2-L2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC2-T1: filme de colageno
7,0% com o6leo essencial de tomilho 0,5%; FC2-T2: filme de coldgeno 7,0% com 6leo essencial de tomilho
0,25%;

A solubilidade dos filmes de colageno produzidos com os o6leos essenciais,
apresentaram uma redugdo significativa (p<0,05) em compara¢do ao filme padrio (FC2).
Observou-se uma reducdo média de mais de 60% da solubilidade dos filmes, apos a
incorporacdo do 6leo essencial na matriz polimérica. Esta redugdo da solubilidade se deve ao
comportamento hidrofobico do 6leo essencial e a homogeneidade na incorporagdo do 6leo pelo
polimero, contribuindo assim para um produto mais coeso € menos soluvel em agua (TURHAN;
SAHBAZ, 2004; YU et al., 2014).

A tensdo na ruptura (TR) dos filmes de colageno, apresentaram diferencas
significativas nos resultados. Um aumento significativo da TR em relagdo ao padrao FC2 (5,76
MPa) foi obtido nos filmes FC2-T2 (7,41 MPa) e FC2-L1 (7,22 MPa). Resultado semelhante
ao obtido por Sivarooban, Hettiarachchy e Johnson (2008), apds adicionar extrato de semente
de uva em filmes de proteina de soja. Os filmes com OE de canela FC2-C1 e FC2-C2 nao

apresentaram diferenca significativa do filme padrdo Segundo Ahmad et al. (2012) os OEs

apresentam diferentes compostos fenolicos que afetam a interacdo com a proteina de formas
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diferentes. Essa diferenca pode ocorrer devido as caracteristicas estruturais dos compostos,
causando a quebra de interagdes moleculares no filme, resultando em um filme descontinuo em
comparagdo com o filme controle. Quando incorporados em um nivel adequado, podem
fortalecer a matriz do filme pelo aumento da interagdo entre as cadeias das proteinas.

Os resultados obtidos no ensaio mecanico de elongagdo (E) apresentaram uma
reducdo significativa apds a incorporagdao dos OEs. O filme FC2-T2 obteve a menor diferenga
de E, 169,44%, apresentando uma redugao de 13% em relacdao ao padrao FC2 de 196,47%. O
filme FC2-L1 apresentou a maior redu¢do na elongacdo 137,67%, quase 30% quando
comparado ao filme padrao. Resultado semelhante foi obtido por Wu et al. (2017) com redugao
de 20% na elongacdo de filmes de gelatina de pele de pescado, incorporados com diferentes
concentragdes de 6leo essencial de canela. De acordo com Hosseini, Razavi e Mousavi (2009)
e Wu et al., (2017), estas mudangas podem ter ocorrido por interacdes formadas entre as
moléculas de proteina e dos 6leos essenciais, diminuindo a flexibilidade e mobilidade dos
filmes. Além disso, o OE ¢ geralmente liquido a temperatura ambiente e sua presenca na
estrutura do filme na forma de goticulas de 6leo pode facilmente deformar, fazendo com que a
distribuicdo da for¢a externa em cada vinculo de matriz torna-se desigual, levando a um declinio
da resisténcia mecanica do sistema.

A Tabela 5, apresenta os resultados da caracterizagao e propriedades mecanicas dos
filmes com 1,0% de metilcelulose, adicionados de Oleos essenciais de canela e litsea cubeba,
nas concentragoes de 0,5 ¢ 0,25%.

As espessuras dos filmes de metilcelulose ndo apresentaram diferenca significativa
apdés a incorporagdao dos Oleos essenciais. As concentracdes dos OEs adicionados foram
insuficientes para aumentar a matéria solida na solugdo filmogénica e produzir uma variagao
significativa na espessura dos filmes apos o processo de secagem. Resultado semelhante foi
obtido por Kalkan, Otag e Engin (2020) apds adicionar extrato de ruibargo sirio (Rheum ribes
L.) em filmes de metilcelulose e Silva et al. (2019) quando incorporaram curcumina nativa em
filmes de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes de metilcelulose incorporados
de OEs, apresentaram diferenca significativa. Ao compararmos os filmes FM1-C2 (0,229 g
mm/n? h KPa) e FM1-C1 (0,165 g mm /m? h Kpa), com diferentes concentragdes de OE de
canela, observamos uma reducao significativa (p < 0,05) de aproximadamente 28% na PVA,
com o aumento da concentragao do OE. O mesmo ocorre com os filmes elaborados com OE de
litsea cubeba, os valores de PVA diminuem significativamente em 36% com o aumento da

concentra¢ao dos OE. Resultados semelhantes foram obtidos por Lee et al. (2019), ao adicionar
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6leo essencial de orégano em filmes de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Segundo o autor a
maior concentracdo de OE influenciou na redugdo da PVA, devido ao aumento da
hidrofobicidade caracteristica dos OEs. Os resultados obtidos para os filmes FM1-C2 e FM1-
L2, também foram semelhantes a PVA do celofane 0,248 g mm/m? h Kpa e superiores ao
polietileno de baixa densidade 0,0072 g mm /m> h Kpa (HOSSEINI et al., 2015), ambos

polimeros utilizados em embalagens de alimentos.

Tabela 5 — Caracterizacdo e propriedades mecanicas dos filmes com 1,0% de metilcelulose.

Filmes  ESP (mm) Fva SOL (%) TR (MPa) E (%)
(g mm/in? h KPa)

FM1  0,036£0,008°  0,219+0,022% 100+£0,00°  33,82+0,89*  13,88+5,63"
FM1-C1 0,042+0,001? 0,165+0,022° 92,84+6,10*°  20,72+0,58>  11,59+0,68"
FM1-C2 0,045+0,014*  0,229+0,019*  96,21x2,21*  21,23+1,78"  12,70+2,26°
FMI1-L1 0,066£0,047*°  0,166£0,018°  90,15+5,84%  15,45+0,26° 10,94+1,11°
FMI1-L2 0,039+£0,002*  0,259+0,030°  95,17+2,92*  34,56+1,04* 25,97+1,05%

ESP: Espessura; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; SOL: Solubilidade em agua; TR: Tensdo na ruptura; E:
Elongagdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa (p < 0,05). FM1: filme de
metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 06leo essencial de canela 0,5%; FM1-C2: filme de
metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de canela 0,25%; FM1-L1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo
essencial de Litsea cubeba 0,5%; FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com Oleo essencial de Litsea cubeba
0,25%;

As solubilidades dos filmes de metilcelulose ndo apresentaram diferenga estatistica
(p > 0,05). Durante a obtencdo da metilcelulose, grupos hidroxila de celulose sdo substituidos
por grupos metoxila e as ligacdes de hidrogénio sdo enfraquecidas, resultando em alta
solubilidade da metilcelulose (VIERA et al., 2007). Yu et al. (2015) sugerem que este
comportamento pode ser reduzido pela adi¢do de maiores concentragdes de compostos ativos,
aumentando as ligagdes de hidrogénio entre seus grupos OH e a estrutura do filme. As
interacdes hidrofobicas especificas e as ligacdes de hidrogénio podem levar a reticulagao fisica
da metilcelulose, capaz de converter o filme de metilcelulose soluvel em insoluvel.

A tensdo na ruptura (TR) obtida no filme FM1-L2 (34,56 MPa) ndo apresentou
diferengas significativa do filme padrao FM1 (33,82 MPa) apds a incorporagdo dos OEs. Os
demais filmes FMI1-C1 (20,72 MPa), FM1-C2 (21,23 MPa) e FMI1-L1 (15,45 MPa)
apresentaram uma reduc¢do nos valores da tensdo na ruptura ap6s a adigdo dos 6leos essenciais.
De acordo com Moghimi, Aliahmadi e Rafati (2017) e Sanchez-Gonzélez et al., (2009), as

diferencas entre as propriedades mecanicas podem ser atribuidas as diferentes composi¢des
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quimicas dos OEs e diferentes interacdes com as cadeias do polimero. A diminui¢do da TR
ocorre, provavelmente, devido a geracao de descontinuidades na matriz do polimero quando o
oleo essencial ¢ incorporado, resultando na substituicdo de interagdes polimero-polimero que
sao mais fortes por interagdes polimero-6leo que sao mais fracas. Efeito semelhante dos OEs
nas propriedades mecanicas de filmes também foi relatado em estudos anteriores por Hosseini
et al. (2015) e Lee et al. (2019).

A elongacao (E) nos filmes FM1-Cl, FM1-C2 ¢ FMI1-L1 nao apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) ap6s a adigao dos dleos essenciais. No entanto, o filme FM1-
L2 obteve um aumento significativo de, aproximadamente, 87% na elongacdo apos a
incorporagdo do OE de litsea cubeba. O efeito dos compostos ativos nas propriedades
mecanicas de filmes de metilcelulose, podem reduzir a atragdo intermolecular, formando ou
bloqueando as ligagdes de hidrogénio entre as cadeias do polimero. Resultando em uma matriz
menos rigida, promovendo o movimento das cadeias do polimero e aumentando a elasticidade
do filme (KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016; SUPPAKUL et al, (2016);
TONGNUANCHAN et al., 2016).

A Tabela 6, apresenta os resultados da caracterizagao e propriedades mecanicas dos
filmes com 1,5% de metilcelulose, adicionados de 6leos essenciais de canela e litsea cubeba,

nas concentragdes de 0,5 ¢ 0,25%.

Tabela 6 — Caracterizagdo e propriedades mecénicas dos filmes com 1,5% de metilcelulose.
PVA
Filmes  ESP (mm) SOL (%) TR (MPa) E (%)
(g mmvin? h KPa)

FM2  0,051+0,003% 0,341+0,024* 100+£0,00*  37,85£1,9* 14,61+4,89*
FM2-C1 0,048+0,001*% 0,204+0,011°¢  91,84+1,93> 21,61+0,51° 15,25+4,06
FM2-C2 0,051+0,002®  0,2384+0,020°  95,51+£2,82%° 32,11+0,77° 21,03+7,34°
FM2-L1 0,054+0,004*  0,185+0,001¢  94,39+1,36° 35,75+1,95® 20,2640,96°

FM2-L2 0,054+0,003% 0,279+£0,016°  96,09+0,96® 38,45+3,26* 16,57+4,78"

ESP: Espessura; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; SOL: Solubilidade em dgua; TR: Tensdo na ruptura; E:
Elongacdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05). FM2: filme de
metilcelulose 1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM2-C2: filme de
metilcelulose 1,5% com 06leo essencial de canela 0,25%; FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo
essencial de Litsea cubeba 0,5%; FM2-L2: filme de metilcelulose 1,5% com o6leo essencial de Litsea cubeba
0,25%;

A espessura dos filmes de metilcelulose ndo apresentaram diferenca significativa

apds a adicdo dos Oleos essenciais. Choi, Singh e Lee (2016) apresentaram resultados
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semelhantes ao incorporar com oOleos essenciais de orégano e bergamota em filmes de
metilcelulose.

Ao avaliar a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes, os fatores para
serem considerados sdo a estrutura do polimero e a sua interagdo com o 6leo essencial. Como
pode ser visto na Tabela 6, os filmes de metilcelulose apresentaram uma redu¢do na PVA apos
a incorporacdo dos OEs, apresentando diferenca significativa (p<0,05) do filme padrao FM2.
Polissacarideos como a metilcelulose, sdo polimeros hidrofilicos e esta caracteristica contribui
para o aumento da PV A destes materiais. No entanto, a adicao de 6leos essenciais na preparagao
do filme resultou em uma redugdo significativa na permeabilidade destes filmes, reduzindo
tanto a solubilidade quanto a difusividade das moléculas de agua através da matriz do filme.
Yu et al. (2015) também observaram reducdo da PVA de filmes ativos de metilcelulose
reticulada com catequinas de cha.

Os filmes de metilcelulose (FM2) apresentaram 100% de solubilidade em agua,
apos a incorporacao dos 6leos essenciais esta capacidade reduziu significativamente para 91,84
e 94,39%, nos filmes FM2-C1 ¢ FM2-L1, respectivamente.

A resisténcia mecanica ¢ necessaria para um filme manter sua integridade e tolerar
o estresse externo. A influéncia da incorporacao dos OEs na tensdo na ruptura (TR) causou uma
significativa queda (p <0,05) nos filmes com o6leo essencial de canela FM2-C1 (21,61 MPa) e
FM2-C2 (32,11 MPa) quando comparados ao padrao FM2 (37,85 MPa). FM2-L1 (35,75 MPa)
e FM2-L2 (38,45 MPa), ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados ao
padrdo. Isso coincide com os resultados relatados por outros autores, Klangmuang e Sothornvit
(2016) e Sanchez-Gonzalez et al. (2009) quando adicionaram diferentes tipos de OEs a matriz
de filmes de hidroxipropilmetilcelulose, produzindo diminui¢do das propriedades mecanicas.
No entanto, o TR dos filmes produzidos ainda ¢ comparavel ao do polietileno de alta densidade
(22-23 MPa) e polietileno de baixa densidade (19-44 MPa), que sdo comumente usados em
embalagens comerciais (LEE et al., 2019)

A elongacdo nos filmes de metilcelulose apresentados na Tabela 6, nao
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Resultado semelhante foi obtido por Lee et al.
(2019) ao adicionar nanoemulsao de 6leo essencial de tomilho em filmes de metilcelulose e por
Hosseini et al. (2015) que incorporam oleo essencial de orégano em filmes de gelatina de
pescado e quitosana. Esta propriedade mecanica avalia a plasticidade dos filmes, e mesmo sem
diferenga estatistica, observa-se um aumento na elongacdo para todas as amostras apos a

incorporacdo dos OEs a matriz polimérica. Isso pode ser atribuido a atividade plastificante do
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0leo essencial que resultou no aumento das propriedades ducteis (KLANGMUANG;
SOTHORNVIT, 2016).

5.1.3 Propriedades Térmicas

A avaliacdo das propriedades térmicas nos filmes de coldgeno e metilcelulose
adicionados de oOleos essenciais, foram realizadas nos filmes que apresentaram os melhores
resultados em relacdo as caracteristicas, e propriedades mecanicas e de barreira para aplicagao
como embalagem de alimentos. As propriedades térmicas dos filmes foram avaliadas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC), onde obteve-se a temperatura média de dois picos
endotérmicos, temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg) e temperatura de fusdo (Tm). E também,
analise termogravimétrica (TGA) que mostra a perda de massa dos filmes até a temperatura de
fusdo (Tm). Estas propriedades sdao capazes de descrever o comportamento dos filmes sob
diferentes condigdes de temperatura e fluxo de calor, relacionando a mobilidade das cadeias
poliméricas e a degradagdo térmica.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 7, todos os filmes de colageno e
metilcelulose, apresentaram um aumento na temperatura de transicao vitrea (Tg) apos a adi¢ao
dos o6leos essenciais. Devido as novas interagdes formadas entre os biopolimeros e os 6leos
essenciais diminuirem a mobilidade, tornou-se necessario mais energia para ocorrer a transi¢cao
vitrea, em média a temperatura aumentou aproximadamente 37% nos filmes de metilcelulose e
10% nos filmes de coldgeno. Esse aumento de temperatura € necessario para o aquecimento do
material polimérico, que estd em um nivel muito baixo de temperatura, permitindo assim que
as cadeias do polimero que estdo em uma fase amorfa, se tornarem moveis, alterando a
conformagao da estrutura (HALIM; KAMARI; PHILLIP, 2018). Desta forma os filmes ativos
podem ser submetidos a temperaturas maiores que os filmes controles.

O segundo pico endotérmico obtido na analise de DSC, corresponde a temperatura
de fusdao (Tm), representando a temperatura necessaria capaz de elevar o estado de agitacao
molecular do composto, para que os os filmes passem do estado solido para o estado liquido
(SCUDELER et al., 2020). A Tm em todos os filmes de metilcelulose apresentaram valores
superiores a 200 °C, com as maiores temperaturas de fusdo para os filmes FM1-C1 (282 °C) e
FM2-L1 (268 °C). Um aumento expressivo na temperatura de fusdao (Tm), também foi
observado nos filmes de coldgeno FC2-T2 e FC1-T2, ambos os filmes adicionados de 6leo

essencial de tomilho, atingindo 270 °C. Este aumento na temperatura de fusdo (Tm) pela
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presenca do Oleo essencial mostra quando as cadeias do biopolimero mudam de estado,
adquirindo mobilidade e viscosidade, aumentando a estabilidade térmica dos filmes. O aumento
da estabilidade ao calor pode ser atribuido a natureza mais hidrofébica e maior massa molar
dos OEs. Este resultado esta de acordo com os obtidos por Ahmad et al. (2012) e Ghasemlou et
al (2011), que observaram aumento significativo da estabilidade térmica de filmes apds a adig@o
de lipidios. Nisar et al. (2018) também obtiveram aumento na Tm apoés a incorporagao de OE

de cravo em filmes de pectina.

Tabela 7 — Propriedades térmicas dos filmes de colageno e metilcelulose, obtidas
por calorimetria diferencial de varredura (DSC) e andlise termogravimétrica (TGA).

DSC TGA

Filmes

Tg (°C) Tm (°C) Perda de massa (%) até Tm (°C)

FC1 79 193 17,7
FC1-L2 86 195 17,3
FC1-T2 81 270 28,0
FC2 77 184 18,5
FC2-L1 85 197 14,0
FC2-T2 90 270 253
FM1 55 209 17,1
FM1-Cl1 89 282 223
FM1-L2 86 259 20,5
FM2 54 211 23,0
FM2-Cl1 79 256 16,0
FM2-L1 90 268 21,3

Tg: temperatura de transi¢do vitrea; Tm: temperatura de fusdo; FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-L2: filme de
colageno 6,5% com o6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC1-T2: filme de coldgeno 6,5% com 6leo essencial
de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de Litsea
cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FM1: filme de
metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM1-L2: filme de
metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-C1:
filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo

essencial de Litsea cubeba 0,5%.

Os resultados da perda de massa (TGA) até a Tm, mostraram que os filmes FC2-

L1 (14%) e FM2-C1 (16%), apresentaram maior estabilidade térmica do que os filmes controles
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FC2 (18,5%) e FM2 (23%). A perda de massa no primeiro estagio de aquecimento, variou entre
as temperaturas de 79 e 90°C nos filmes de colageno e, 54 e 90°C nos filmes de metilcelulose.
O primeiro estagio de perda de massa pode ser devido a evaporagao de agua, ja que todas as
amostras sao mantidas em ambiente com umidade controlada a 55%. As temperaturas em um
segundo estagio ficaram entre 184 e 270 °C para os filmes de colageno e, entre 209 e 282 °C
para os filmes de metilcelulose. Nesta segunda faixa de temperatura, a porcentagem de perda
de massa pode estar relacionada a perda da agua estrutural, 6leos essenciais ligados a matriz,
glicerol e dos biopolimeros. Este aumento de temperatura apos a incorporacao dos o6leos
essenciais pode ser devido a alta estabilidade das ligagdes formadas entre os grupos funcionais
dos OEs e dos biopolimeros, que exigiu temperaturas mais altas para romper essas ligacdes.
Os resultados das propriedades térmicas estdo de acordo com o ensaio mecanico de
tensdo na ruptura (TR) e solubilidade para os filmes de colageno FCI-T2 e FC2-T2,
apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Isto ¢, mostrou que a interagao entre o OE e
a matriz polimérica formou uma ligagdo quimica estavel, capaz de aumentar a resisténcia
térmica e mecanica e, reduzir a solubilidade dos filmes. Para o filme de metilcelulose FM1-C1,
mesmo com um alto valor de Tm (282 °C), o ensaio de tensdo na ruptura apresentou uma
reducdo significativa apds a incorporagdo dos OEs e nao influenciou na redugao da solubilidade
do filme (Tabela 5). No filme FM2-L1, o valor da TR, ndo apresentou diferencga significativa
do filme controle, no entanto reduziu significativamente a PVA e a solubilidade (Tabela 6) e
aumentou a resisténcia térmica. Estes pardmetros sdo essenciais para aplicacdo dos
biopolimeros como material de embalagem, pois demonstram as potencialidades e as limitagdes

de cada material para moldagem e aplicacdo como embalagens.

5.1.4 Propriedades microestruturais

5.1.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Imagens do microscopio eletronico de varredura (MEV) fornecem informagdes
visuais sobre a homogeneidade da superficie e da secdo transversal dos filmes, presenca de
materiais insoluveis, corpos estranhos, bolhas, fissuras e outros. A interacdo entre os
componentes da formulagdo, bem como, a influéncia dos parametros do processo de preparo,
podem influenciar diretamente na estrutura final de um filme. Um filme homogéneo pode ser
considerado um indicador de integridade estrutural, e sugere que as propriedades mecanicas e

PVA de tais filmes sejam boas (NISAR et al., 2018; SILVA et al., 2019). As micrografias da
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superficie e se¢do transversal dos filmes, combinados com diferentes concentragdes de OEs,
sdo apresentados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.

Os filmes de colageno FC1 e FC2 sem a incorporacdo dos OEs, apresentaram
pequenas bolhas de ar na superficie, e na se¢do transversal, mostraram algumas ranhuras
longitudinais, criando um aspecto de camadas, além de particulas dispersas. Apos a adi¢do do
OE de litsea cubeba no filme FC1-L2, observou-se a presenca de pequenas particulas insoluveis
sobre a superficie do filme, assim como, a presencga de algumas fissuras na se¢do transversal.
No filme adicionado de OE de tomilho FC1-T2, destacam-se irregularidades sobre a superficie
do filme, formando ondulagdes, que podem ser melhor observadas na imagem da segdo
transversal, juntamente com a presenca de particulas e fissuras. A imagem da superficie dos
filmes FC2-L1 e FC2-T2, eram lisas ¢ uniformes, no entanto, na se¢do transversal do filme
FC2-L1, ¢ possivel evidenciar um aspecto mais denso, onde € possivel visualizar a distribui¢ao
estruturada do OE de litsea com a matriz de coldgeno, formando uma rede compacta. Resultado
semelhante aos obtidos por Sun et al. (2021) quando incorporou 100uL de OE de lavanda em
filmes de gelatina, apresentando superficies lisas e secdo transversal formando estruturas em
camadas mais densas apds modificagdo por OE. No filme FC2-T2, as fissuras estavam presentes
por toda a se¢do transversal da amostra, com a presenca de particulas na matriz do filme. Soofi
et al. (2021) apresentaram fissuras semelhantes na superficie de filmes a base de po residual de
limao produzido com a incorporacao de diferentes concentragdes de nanofibras de celulose.

As imagens de MEV da superficie das amostras dos filmes de metilcelulose, com e
sem a adi¢do dos OEs, mostradas na Figura 6, apresentaram-se lisas ¢ homogéneas. Resultado
semelhante foi obtido por Halim, Kamari e Phillip (2018) ao observar a superficie de filmes de
metilcelulose incorporados com acido tanico e Vieira et al. (2020) ao incorporar nanoparticulas
de prata em filmes de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). O filme controle FM1, apresentou
na imagem da se¢do transversal um aspecto denso e rugoso, provavelmente isso aconteceu
devido ao recorte irregular do filme no preparo da amostra. Quando observamos a secao
transversal das amostras FM2, FM2-C1, FM2-L1 ¢ FM1-Cl1, ¢ possivel visualizar perda de
parte da homogeneidade e da integridade estrutural. Neste caso, observou-se uma laminagao
por toda extensdo longitudinal das amostras, indicando uma possivel separagdo de fases entre
os componentes. Devido a sua hidrofobicidade caracteristica, os OEs podem nao ser totalmente
incorporados na matriz polimérica, ocasionando uma separacao de fases durante o processo de
secagem dos filmes. O Filme FM1-L2 apresentou nas respectivas imagens de superficie e se¢cao

transversal excelente homogeneidade e compactagdo. Estrutura semelhante foi obtida por Sun
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et al. (2019), ao produzir filmes ativos de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com k-
carragenina.

De acordo com os resultados obtidos por MEV, os filmes de coldgeno FC2-L1 e
metilcelulose FM1-L2, ambos adicionados de 0leo essencial de litsea cubeba, apresentaram
maior homogeneidade na superficie e se¢do transversal. Ao associarmos as imagens de MEV
com os resultados dos ensaios mecanicos, observamos que o filme FC2-L1 aumentou o valor
da TR e diminuiu a PVA. O filme FM1-L2 nao apresentou diferenca significativa apos a adigao
dos OEs para TR e PVA. Este conceito ¢ notavel, levando em consideracdo que além da
vantagem de usar 6leos essenciais para fornecer bioatividade, eles também podem contribuir
para a melhoria de outras propriedades importantes para o revestimento de alimentos, como

propriedades de mecanicas e PVA.
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Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura na superficie dos filmes.
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FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;
FC1-T2: filme de colageno 6,5% com o6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1:
filme de colageno 7,0% com dleo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo
essencial de tomilho 0,25%; FM1: filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo

essencial de canela 0,5%; FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;

FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%;
FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%.



57

Figura 7- Microscopia eletronica de varredura da secdo transversal.
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FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com oleo essencial de Litsea cubeba 0,25%;
FC1-T2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1:
filme de colageno 7,0% com oleo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo
essencial de tomilho 0,25%; FM1: filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo

essencial de canela 0,5%; FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;

FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com oleo essencial de canela 0,5%;

FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com oleo essencial de Litsea cubeba 0,5%.



58

5.1.4.2 Cristalinidade por difragdo de raios X (DRX)

Através da analise de difracao de raios X (DRX), € possivel verificar a formacao de
estruturas cristalinas no polimero, auxiliando na caracterizagdo morfologica e tecnologica dos
filmes. Filmes biodegradaveis possuem porg¢des cristalinas e amorfas e a variacdo dessas
proporgdes influenciam diretamente nas diferentes propriedades dos materiais. A fim de
investigar a influéncia do 6leo essencial na estrutura cristalina dos filmes, analises de DRX
foram realizadas. A Tabela 8 apresenta a porcentagem de cristalinidade dos filmes de colageno

e metilcelulose, adicionados de 6leos essenciais.

Tabela 8 — Cristalinidade dos filmes de colageno e metilcelulose

Filmes Cristalinidade (%)
FC1 35,5
FCI-L2 37,2
FCI-T2 39,5
FC2 36,1
FC2-L1 37,5
FC2-T2 36,4
FM1 49,1
FM1-C1 50,7
FM1-L2 53,3
FM2 48,3
FM2-C1 49,9
FM2-L1 52,1

FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;
FC1-T2: filme de colageno 6,5% com o6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1:
filme de colageno 7,0% com oleo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo
essencial de tomilho 0,25%; FM1: filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo

essencial de canela 0,5%; FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;

FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%;
FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%.

De acordo com os resultados apresentados na analise de DRX (Tabela 8), € possivel
observar um aumento na cristalinidade de todos os filmes apds a incorporacdao dos o6leos

essenciais. Hosseini et al. (2016) observaram um efeito semelhante em filmes ativos de gelatina

de pescado e quitosana, incorporadas de 6leo essencial de orégano.
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No entanto, a porcentagem de cristalinidade ¢ maior nos filmes de metilcelulose em
comparagdo aos filmes de colageno. De acordo Filipini, Romani e Martins (2020) em geral
filmes biodegradaveis com menor percentual de cristalinidade apresentam maior densidade,
transparéncia, resisténcia a tragao e maiores barreiras ao vapor de agua. Algumas amostras estao
de acordo com a relacdo inversa entre esses parametros. O aumento da cristalinidade reduziu
algumas propriedades: FC2-L1 (PVA e E); FM1-C1 (TR); FM2-C1 (TR e PVA) e FM2-L1
(PVA).

Embora os OEs possam interagir com algumas cadeias dos biopolimeros, estes
também podem promover a movimentagdo de segmentos das cadeias, aumentando a chance de
colisdo, contribuindo assim para o aumento da cristalinidade do filme (VIEIRA et al., 2020).
Fonseca et al. (2020) sugerem que algumas ligagcdes de hidrogénio na matriz do filme, possam
ser interrompidas com a adi¢do dos OEs, e o aumento da cristalinidade pode ser devido ao

aumento da interagdo hidrofobica entre as cadeias da matriz e os OEs (FONSECA et al., 2020).

5.2 BIOATIVIDADE

A avaliacao das atividades antibacterianas ¢ antioxidantes, foi realizada nos 6leos
essenciais e também nos filmes de colageno e metilcelulose que apresentaram os melhores

resultados em relagdo as caracteristicas fisicas e propriedades mecanicas e de barreira.

5.2.1 Atividade Antibacteriana

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para a atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais de canela, tomilho e litsea cubeba, através do método de difusdo em agar para os
micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Os micro-organismos S. aureus e E. coli foram inibidos por todos os Oleos
essenciais testados, diferindo estatisticamente entre si (p < 0,05). Com base nos resultados
encontrados na Tabela 9, o 6leo essencial de canela apresentou diferenca significativa, com os
maiores halos de inibi¢do para ambos micro-organismos, seguido em ordem decrescente pelos
OEs de tomilho ¢ litsea cubeba. Para os 6leos essenciais de tomilho e litsea cubeba, a agao
antimicrobiana foi menos pronunciada, formando halos menores e irregulares ao redor dos
discos, como pode-se observar na Figura 8. Os OEs de canela e listsea cubeba, obtiveram maior

halo de inibigdo para E. coli 43,0 mm e 22,5 mm quando comparados ao S. aureus 41,0 mm e



60

18,2, respectivamente. No entanto, o0 OE de tomilho apresentou maior halo de inibi¢cdo para S.
aureus 33,0 mm que para E. coli 31,0 mm. De acordo com Burt (2004) e Falleh et al. (2020),
os OEs sdo geralmente mais eficientes contra bactérias gram-positivas do que bactérias gram-
negativas devido as caracteristicas de suas paredes celulares. Embora a E. coli seja gram-
negativa e S. aureus gram-positiva, os 6leos essenciais de canela e Litsea cubeba foram mais

eficazes contra as bactérias gram-negativas.

Tabela 9 — Halos médios de inibi¢do apresentados pelos 6leos essenciais.

Oleos essenciais Halos de inibicao (mm)
E. coli S. aureus
Canela 43,0+0,8A 41,0+1,0%8
Tomilho 31,0+0,6°8 33,0+1,8%
Litsea cubeba 22,5+0,8°4 18,240,6°B

Letras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre os 6leos testados (p
< 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa

entre os microrganismos testados (p < 0,05) pelo teste t-student.

Di Pasqua et al. (2006) e Hyldgaard, Mygind e Meyer (2012) afirmam que um dos
principais constituintes do OE de canela ¢ o cinamaldeido ou aldeido cindmico. Este composto
em baixas concentracdes, inibe diferentes enzimas envolvidas em fung¢des celulares menos
importantes, em concentragdes maiores ou subletais, atua como um inibidor da ATPase, e em
concentracoes letais, atinge a membrana celular, mesmo em bactérias gram-negativas como a
E. coli. De acordo com o laudo técnico (ANEXO 1), o OE de canela apresenta 80% de aldeido
cindmico, sendo assim, esta alta concentragdo foi suficiente para alterar o perfil lipidico da
membrana celular de ambas bactérias, resultando na liberagao de contetido celular e inibindo o
seu crescimento.

O OE litsea cubeba apresentou o menor efeito inibitdrio entre as bactérias
analisadas, quando comparado aos demais 6leos essenciais. De acordo com Li. W. R. (2014) os
principais componentes do OE de litsea cubeba sdo o citral e o limoneno, responsaveis pela
atividade antibacteriana devido ao seu efeito sinérgico. Segundo Dai et al. (2021) essa atividade
antibacteriana pode ser atribuida principalmente a uma variedade de terpenos soliiveis em
gordura, existentes nos componentes do OE litsea cubeba, como Limoneno, B-Pineno e a-
Pineno, que podem dissolver paredes celulares apos interagir com bactérias. O 6leo essencial

de litsea cubeba utilizado neste estudo, apresenta o composto citral que contém 40% de
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geraniale, 31% neral e 13% de limoneno (ANEXO 2), compostos capazes de inibir a atividade
bacteriana com efeito maior para E. coli que para o S.aureus. Este resultado indica que OE
litsea cubeba pode destruir a parede bacteriana e citomembrana, e causar um dano irreversivel
a estrutura celular.

O OE de tomilho obteve o efeito esperado de acordo com a literatura, com maior
eficiéncia sobre as bactérias gram-positivas do que gram-negativas. O OE de tomilho ¢
composto por 50 % de timol (ANEXO 3), este possui capacidade de causar danos estruturais e
funcionais a membrana citoplasmatica, afetando sua permeabilidade e impedindo a recuperacao
celular apos exposi¢ao temporaria. Estes efeitos também foram observados nas bactérias gram-
negativas de E. coli, onde o timol causou a liberacdo de lipopolissacarideos e rompimento da

membrana celular (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; SHAPIRA; MIMRAN, 2007).

Figura 8 — Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais, onde (a) sdo as placas inoculadas
com Escherichia coli ¢ (b) as placas inoculadas com Staphylococcus aureus.

(@)

(b)

No entanto, cada vez mais evidéncias indicam que a atividade inerente dos 6leos
essenciais nao pode depender exclusivamente da propor¢ao em que os principais constituintes
ativos estdo presentes, mas também das interacdes entre estes € os constituintes menores nos
oleos (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). A capacidade de inibicao ¢ de fundamental
importancia para incorporagdo em filmes, tornando-os um meio eficaz de controle de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes, melhorando a seguranca alimentar e aumentando a

vida util dos produtos (DU et al., 2011).



62

A Tabela 10, apresenta os resultados da atividade antibacteriana dos filmes de
colageno e metilcelulose, determinada pelos métodos de halo de inibicdo para os micro-
organismos Staphylococcus aureus (S. aureus), usado como organismo teste para bactérias

gram-positivas, e Escherichia coli (E. coli) para teste de bactérias gram-negativas.

Tabela 10 — Halos médios de inibi¢do apresentados pelos filmes com 6leos essenciais.

Filmes Halos de inibicao (mm)

E. coli S. aureus
FC1-L2 2,3+0,2% 2,3+0,34
FC1-T2 1,7+0,1%A ND
FC2-L1 4,340,334 4,7+0,2*4
FC2-T2 1,7+0,2% ND
FM1-Cl 1,0+0,1%4 ND
FM1-L2 2,0+£0,234 4,3+0,4*A
FM2-C1 3,3+0,3% 4,7+0,1*4
FM2-L1 ND ND

Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre os dleos
testados (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca
significativa entre os microrganismos testados (p < 0,05) pelo teste t-student. FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-
L2: filme de colageno 6,5% com oOleo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC1-T2: filme de colageno 6,5% com
oleo essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1: filme de coldgeno 7,0% com odleo
essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FM1:
filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM1-1.2:
filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2: filme de metilcelulose 1,5%; FM2-
C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com

oleo essencial de Litsea cubeba 0,5%; ND: ndo detectavel.

Os filmes de colageno e metilcelulose utilizados para determinar a atividade
antibacteriana contra as bactérias E. coli e S. aureus, ndo apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao tamanho dos halos de inibicdo. No entanto, pode-se observar que um nimero
maior de filmes apresentou efeito inibitorio sobre a bactéria E. coli (gram-negativa) do que para
S. aureus (gram-positiva). Embora seja normalmente considerado que os OEs sdo ligeiramente
mais ativos contra bactérias gram-positivas do que gram-negativas, nem todos os estudos de
pesquisa sobre os OEs deduziram que os gram-positivos sdo mais suscetiveis. Hosseini et al.

(2016) apresentaram filmes ativos mais eficazes contra bactérias gram-negativas (E. coli) do
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que bactérias gram-positivas (S. aureus). Bhuimbar, Bhagwat e Dandge (2019) observaram a
atividade antibacteriana dos filmes somente contra E. coli. JA Moghimi et al. (2017) e Kalkan,
Otag e Engin (2020) mostraram efeitos antimicrobianos contra ambos os micro-organismos E.
coli e S. aureus. Isso ocorre, pois os OEs apresentam diferentes variagdes na composicao
quimica de seus principais constituintes influenciados pela origem geografica, periodo de
colheita, entre outros, resultando em diferentes graus de atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. (BURT, 2004; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; LEE et
al., 2019; PELISSARI et al., 2009).

Mesmo sem diferenga significativa, os filmes FC2-L1 e FM2-Cl1, adicionados com
0,5% de oleo essencial de litsea cubeba e canela, respectivamente, apresentaram os maiores
halos de inibi¢do para ambos micro-organismos avaliados. Devemos observar também, que os
Oleos essenciais incorporados na matriz polimérica, ndo produziram o mesmo efeito inibitdrio
que os OEs puros (Tabela 9) sobre os micro-organismos alvos. Esta reducdo da atividade
antibacteriana dos filmes, pode estar associada a baixa concentragdo adicionada aos filmes, e
também a possiveis perdas de compostos volateis dos OEs nas etapas de producdo dos filmes,
como processos de agitacdo, secagem e oxida¢do durante a formacdo da rede polimérica
(HOSSEINI et al., 2015; MATTA; TAVERA-QUIROZ; BERTOLA, 2019; SCUDELER et al.,
2020). Wu et al. (2017) nao apresentaram inibicdo contra S. aureus e E. coli quando
incorporaram a mesma concentracdo (0,5%) de OE de canela em filmes de gelatina de pescado,
foi entdo necessario aumentar a concentragdo para 1% para obter algum efeito inibidor. Lee et
al. (2019) e Nisar et al. (2018), também observaram que quanto maior a concentragdo de OE
no filme, maior era a inibigdo microbiologica.

Segundo Klangmuang e Sothornvit (2016), cada OE tem suas proprias
caracteristicas que devem ser consideradas antes da aplicacdo, como o aroma, que podem
impactar no sabor final do produto alimentar (KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016). De
forma equilibrada, € possivel que um filme se torne uma embalagem ativa, fornecendo protecao
eficiente, com efeito antimicrobiano sendo liberado na superficie do produto, onde a

contaminagdo microbiana geralmente ocorre, sem afetar a aceitabilidade dos alimentos

(FALLEH et al., 2020).
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5.2.2 Atividade Antioxidante

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de canela,
tomilho e litsea cubeba, através dos métodos DPPH, ABTS e poder redutor, estdo apresentados
na Tabela 11.

Tabela 11 — Atividade antioxidante dos Oleos essenciais.

Oleos essenciais DPPH (%) ABTS (%) Poder Redutor (Abs)
Canela 55,4+1,8% 69,5+3,7° 0,305+0,061?
Tomilho 55,9+1,0? 98,0+0,9* 0,339+0,027°
Litsea cubeba 54,0+2,22 65,3+6,4° 0,291+0,0582

Letras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre os 6leos testados (p

< 0,05) pelo teste de Tukey.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais determinada pelo método DPPH, nao
apresentou diferencga significativa entre os 6leos avaliados. Isso pode ter ocorrido devido a alta
volatilidade dos 6leos essenciais, resultando em um tempo de reagdo mais curto de seus
componentes ativos quando expostos sob as mesmas condi¢des de analise (WANG et al, 2021).
Entretanto, a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de, aproximadamente 55%, esta
relacionada aos compostos fendlicos presentes nos OEs de canela (80% de cinamaldeido),
tomilho (50% timol) e litsea cubeba (40% de geranial), esses compostos apresentam excelentes
capacidades antioxidantes (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010; VILELA et al., 2018).
Alsaraf et al. (2020) apresentaram atividade antioxidante semelhante de, aproximadamente
51%, para o OE de tomilho extraido das folhas, na concentracdao de 20pu/mL. Guo et al. (2021)
avaliaram diferentes métodos de extracao de OE de canela e obteve atividades antioxidantes
que variaram entre 59 a 89%, aproximadamente, associando essas variagdes as diferentes
concentracoes obtidas de cinamaldeido e outros compostos bioativos. Wang et al. (2021)
apresentou uma reducdo na atividade antioxidante de 77 para 65%, quando transformou o OE
de litsea cubeba puro em nanoemulsoes.

A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre os Oleos essenciais avaliados. O 6leo essencial de tomilho obteve
maior atividade antioxidante (98%), capaz de inibir a atividade oxidativa de forma mais eficaz
que os demais 0Oleos, de canela (69,5%) e tomilho (65,3%), que ndo diferiram estatisticamente
entre si. Os diferentes resultados podem ser explicados pelas diferengas nas estruturas

moleculares dos compostos fendlicos associados a capacidade do método para a avaliagao
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substancias lipossoluveis e hidrossoluveis, através da eliminagdo de radicais lipidicos ou
peroxil de hidrogénio. Desta forma, a capacidade antioxidante determinada por ABTS, do 6leo
essencial de tomilho relacionado ao seu contetido fenolico bioativo, como timol, atuam como
potentes sequestradores de radicais livres (AGRIMONTI et al., 2019; AVANCO et at., 2017;
ZHANG et al., 2020).

De acordo com os resultados das absorbancias apresentadas, a atividade
antioxidante dos Oleos essenciais avaliadas pelo método poder redutor, ndo apresentaram
diferenca significativa. No entanto, os resultados obtidos mostraram que os OEs apresentaram
a capacidade de reducdao com a absorbancia média de, 0,311. Este resultado ¢ um importante
indicador da capacidade antioxidante, pois avalia a capacidade dos OEs em doar atomos de
hidrogénio e interferir com a reagdo em cadeia livre. Avanco et al. (2017), obteve o efeito
antioxidante do dleo essencial de circuma em diferentes concentragdes, através do poder
redutor com variando a absorbancia de 0,400 a 0,780 (nas concentragdes de 1 a 4 mg/mL).

A atividade antioxidante dos filmes de colageno e metilcelulose foram avaliadas

pelos ensaios DPPH, ABTS e poder redutor (Tabela 12).

Tabela 12 — Atividade antioxidante dos filmes com 6leos essenciais.

Filmes DPPH (%) ABTS (%) Poder Redutor (Abs)
FC1-L2 15,8+1,3%® 41,7+0,7% 0,278+0,066
FC1-T2 10,1£5,0% 81,7+4,5° 0,297+0,075
FC2-L1 14,341,1% 44.2+1,1¢ 0,239+0,0572
FC2-T2 7,8+1,6° 68,9+1,9° 0,219+0,036°
FM1-C1 16,1+2,8% 39,1+1,1¢ 0,196+0,029?
FM1-L2 17,5+0,9° 54,2+4.8° 0,233+0,013*
FM2-C1 16,1+0,9% 25,8+5,8° 0,178+0,026°
FM2-L1 16,2+1,0% 37,6+8,8% 0,17140,029*

Letras mintsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre os 6leos testados (p

<0,05) pelo teste de Tukey. FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FC1-

T2: filme de coldgeno 6,5% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2-L1: filme de colageno 7,0% com 6leo

essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FM1-

C1: filme de metilcelulose 1,0% com oleo essencial de canela 0,5%; FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com

oleo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela

0,5%; FM2-L1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; ND: ndo detectavel.
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A eliminagdo de radicais livres por DPPH ¢ amplamente utilizada como um método
padrdo para detectar a atividade antioxidante de filmes ativos. A Tabela 12 mostra o percentual
de eliminacao de radicais livres por DPPH nos filmes de colageno e metilcelulose. Apds a
adicao dos 6leos essenciais os filmes apresentaram diferenga significativa entre as amostras. A
maior inibicdo de radicais livres DPPH dos filmes foi 17,5% no filme FM1-L2. No entanto,
quando comparados aos OEs puros (Tabela 11), as baixas porcentagens da atividade
antioxidante por DPPH dos filmes, podem estar relacionadas com a baixa concentragdo do 6leo
essencial utilizada na formulacao dos filmes, com o solvente utilizado para extrair os compostos
ativos, nivel de absor¢do pela matriz, interagdo entre os compostos fendlicos e o polimero, e
perdas no processo de produgao (DICASTILLO et al., 2016; KALKAN; OTAG: ENGIN, 2020;
MATTA; TAVERA-QUIROZ; BERTOLA, 2019; SUN et al.; 2019). Portanto, as propriedades
antioxidantes dos OE incorporados nos filmes tendem a ser menores do que no seu estado puro.

A atividade antioxidante determinada por ABTS, apresentou diferenca significativa
entre as amostras avaliadas. Os filmes de coldgeno, adicionados de OE de tomilho (FC1-T2 e
FC2-T2), apresentaram as maiores atividades antioxidantes de 81,7 e 68,9%, respectivamente,
resultado esse que estd de acordo com a alta atividade antioxidante obtida por ABTS para o OE
de tomilho puro 98% (Tabela 11). Entre os filmes de metilcelulose, as maiores atividades
antioxidantes sdo para os filmes com OE de litsea cubeba FM1-L2 (54,2%) e OE de canela
FM1-C1 (39,1%). O radical ABTS, apresenta alta solubilidade em dgua, permitindo analises de
compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica. O método DPPH, apresenta vantagens
quando os antioxidantes analisados sdo mais hidrofilicos (FILIPINI; ROMANI; MARTINS,
2020). Deste modo, pode-se dizer que os resultados da atividade antioxidante determinados
pelo método ABTS apresentaram as maiores taxas de inibi¢cdes devido a maior afinidade dos
6leos essenciais com solventes durante a extragdo dos compostos da matriz polimérica. Yu et
al. (2015) obtiveram resultado semelhante, com maior inibigdo pelo método ABTS que DPPH,
para filmes de metilcelulose com catequinas de cha.

O poder redutor de um composto pode ser usado para medir seu potencial
antioxidante, quanto maior o valor da absorbancia, maior ¢ o poder redutor dos filmes. A
atividade antioxidante determinada pelo poder redutor entre as amostras de filmes adicionadas
de OEs, nao apresentaram diferenca significativa. No entanto, ¢ possivel observar que existe
capacidade antioxidante nos filmes, devido a presenca dos compostos ativos presentes nos OEs
como possiveis doadores de elétrons, e também da habilidade destes compostos em estabilizar
acdo oxidativa. Lin et al. (2021) ndo observaram diferenc¢a no poder redutor quando comparou

diferentes composigdes em filmes de gelatina, pectina e polifenois de ma¢a, mostrando que a
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capacidade de reducdo aumenta com o aumento da concentragdo dos polifendis. Moalla et al.
(2021) obtiveram resultados semelhantes quando avaliou o poder redutor de filmes ativos de
quitosana enriquecidos com diferentes tipos de extratos de Artemisia campestres, variando
entre 0,132 a 0,272. Muitos fatores podem afetar a atividade antioxidante de filmes como a
composi¢ao do ingrediente ativo, liberagdo e interagdo de polimeros com o ingrediente ativo e

microestrutura do filme (SUN et al., 2019).

5.3 BIODEGRADABILIDADE

As imagens da andlise qualitativa da biodegradabilidade em solo dos filmes de
colageno e metilcelulose, em fung¢do do tempo, estdo nas Figuras 9 e 10. A analise da
biodegradabilidade foi realizada no verdo, entre os meses de janeiro e fevereiro, onde a
temperatura média foi de 24 °C e umidade relativa média (UR) foi de 55%.

Pode-se observar que nos primeiros 5 dias, os filmes de colageno FC1 e FC2 em
solos de areia preta (Figura 9-a) e em areia da praia (Figura 9-b), foram rapidamente
degradados. Neste mesmo periodo de tempo, todos os filmes, em ambos solos, sofreram
mudangas na cor, aderéncia do solo e pequena decomposi¢do, indicando o inicio da degradacao.
Apos 10 dias, todos os filmes enterrados em solo com areia preta, estavam completamente
degradados. Os mesmos filmes, em areia da praia, degradaram-se completamente em 15 dias,
exceto a amostra FC1-T2, que apresentou o maior periodo de degradagdo entre os filmes de
colageno, totalizando 20 dias para decomposi¢ao.

Apos a incorporagdo dos Oleos essenciais, o tempo de decomposi¢do dos filmes
ativos aumentou em relacdo aos filmes controle. Para as amostras de coldgeno houve um
aumento de 5 dias, em areia preta, e de 10 a 15 dias, para as amostras colocadas em areia da
praia. Os resultados para o aumento da biodegradabilidade apds a adi¢do dos OEs, nos filmes
de colageno, podem estar relacionados com as analises anteriores, pois houve aumento nos
valores da TR e redug¢ao na solubilidade.

A diferenca entre os tipos de solos também influenciou na decomposicdo dos
filmes. De acordo com os resultados obtidos por Passos et al. (2014), a areia da praia do Cassino,
apresenta maior contaminagdo por coliformes termotolerantes, que ndo sao necessariamente
patogénicos, mas sao encontrados abundantemente em residuos provenientes da agdo humana,
onde micro-organismos patogénicos podem estar presentes, como a Escherichia coli. Sugere-
se entdo, que a areia da praia, por ter sido coletada em uma época do ano onde se tem uma

maior circulagao de pessoas, possa ter uma maior contaminagdo microbiologica da areia. Esta
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contaminacdo da areia da praia pode ter influenciando no tempo de biodegradacao dos filmes
de colageno, pois todas os filmes apresentaram inibi¢do para E. coli. Portanto, pode-se concluir
que o mesmo efeito inibitério na andlises antibacteriana dos filmes possa ter reduzido a
biodegradabilidade na areia da praia, aumentando o tempo de degradacdo dos filmes de

colageno.

Figura 9 — Biodegradabilidade dos filmes de coldgeno em areia preta (a) e areia de praia (b).
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FC1: filme de colageno 6,5%; FC1-L2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,25%;
FC1-T2: filme de colageno 6,5% com 6leo essencial de tomilho 0,25%; FC2: filme de colageno 7,0%; FC2-L1:
filme de colageno 7,0% com 6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%; FC2-T2: filme de colageno 7,0% com dleo

essencial de tomilho 0,25%.

De acordo com a Figura 10, a biodegradabilidade dos filmes de metilcelulose,
apresentaram maior resisténcia & decomposicdo do que os filmes de coldgeno, em ambos os
solos. Nos primeiros 5 dias de analise, apenas o filme controle de metilcelulose FM2, em solo
de areia praia (Figura 10-b), foi rapidamente degradado. Neste periodo, todos os filmes em areia
preta, estavam mais inteiros € com um pouco de areia aderido na superficie das amostras, sem
inicio da degradacdo. As amostras em areia de praia apresentavam-se mais danificadas e com
degradagdo iniciada. Somente apo6s 10 dias os demais filmes controles, FM1 (ambos solos) e

FM2 (solo de areia preta), apresentaram decomposi¢dao total. Com 15 dias, o ensaio foi
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finalizado para as amostras FM1-L2 (areia preta) e FM2-L1 (areia de praia) e ap6s o periodo

de 20 dias todos os filmes ja haviam sido desintegrados.

Figura 10 — Biodegradabilidade dos filmes metilcelulose em areia preta (a) areia de praia (b).
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FM1: filme de metilcelulose 1,0%; FM1-C1: filme de metilcelulose 1,0% com 6leo essencial de canela 0,5%;
FM1-L2: filme de metilcelulose 1,0% com dleo essencial de Litsea cubeba 0,25%; FM2: filme de metilcelulose
1,5%; FM2-C1: filme de metilcelulose 1,5% com 6leo essencial de canela 0,5%; FM2-L1: filme de metilcelulose

1,5% com o6leo essencial de Litsea cubeba 0,5%.

Nos filmes de metilcelulose, apdés a incorporagdo dos OEs, o periodo de
decomposic¢ao dos filmes ativos e controle se aproximam para 5 al0 dias em areia preta, e de
10 a 15 dias em areia de praia. Os filmes controles de metilcelulose apresentam maior
resisténcia a biodegradabilidade que os de colageno. Desta forma, os resultados para essa menor
diferen¢a na biodegradabilidade entre os filmes de metilcelulose controles e ativos, podem estar
relacionados com a redug¢do das propriedades mecanicas (TR), alta solubilidade da
metilcelulose e ao menor efeito da atividade antibacteriana.

Em todas as amostras, ¢ possivel visualizar solo residual aderido na superficie dos
filmes, principalmente nas amostras em solo de areia de praia (Figuras 9-b e 10-b). Por este
motivo, os valores da perda de massa ndo foram obtidos, pois o solo foi incorporado nas

amostras sem a possibilidade de remogao, afetando a precisao da analise quantitativa.
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Os resultados da biodegradabilidade no solo s3o decisivos quando se pensa sobre
uma embalagem biodegradéavel. Segundo Haghighi et al. (2020), pesquisas em filmes a base de
biopolimeros adicionados de compostos antimicrobianos, em geral, devem incluir
biodegradabilidade entre os parametros alvo, pois 0os compostos que inibem a deterioragao
microbiana de alimentos também podem causar efeitos negativos no processo de degradacao.
Nesse sentido, todos os filmes desenvolvidos neste estudo sdo muito promissores para serem
utilizados como materiais biodegradaveis no desenvolvimento de embalagem de alimentos.
Considerando o tempo maximo de degradacao dos filmes produzidos neste trabalho (20 dias),
esses filmes ativos poderiam ser descartados em jardins urbanos e domiciliares, sem

intervengao industrial, ajudando a reduzir gastos no processamento destes materiais.
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6 CONCLUSAO

Foram produzidos filmes ativos e biodegradaveis de colageno e metilcelulose com
a incorporacao de Oleos essenciais. Os filmes foram avaliados de forma subjetiva e
apresentaram-se visualmente continuos e homogéneos. Entretanto, a manuseabilidade foi
reduzida, pois os filmes de coldgeno tornaram-se mais elasticos e pegajosos, e os filmes de
metilcelulose mais quebradigos nas extremidades, quando comparados ao padrao.

Os filmes de colageno apresentaram um aumento na tensdo de ruptura, redugdo da
permeabilidade ao vapor d’agua e na solubilidade. Nos filmes de metilcelulose houve pequena
melhoria nas propriedades de barreira e redugdo na tensdo de ruptura e elongacdo. As andlises
de DSC e TGA, mostraram um aumento na estabilidade térmica em todos os filmes apos a
incorporacdo dos 6leos essenciais e reducdo na perda de massa nos filmes de coldgeno com
6leo de listsea cubeba (FC2-L1) e metilcelulose com 6leo de canela (FM2-C1). Maior atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram encontradas para os
filmes FC2-L1 e FM2-Cl1, e o filme de coldgeno com 6leo de tomilho (FC1-T2) apresentou
uma atividade antioxidante de 81,7% pelo método de ABTS.

O tempo para a biodegradagdo dos filmes aumentou com a adigdo dos o6leos
essenciais, sendo que apresentaram um tempo maximo de 10 dias para os filmes de colageno e
20 dias para os filmes de metilcelulose, quando em solo de areia preta. Em areia da praia os
filmes precisaram de até 20 dias para total degradag@o. Os filmes produzidos neste estudo que
apresentaram maior potencial para se tornarem embalagens ativas e biodegradaveis sdo: FCI1-
T2 e FM1-L2 como embalagens antioxidantes e FC2-L1 e FM2-Cl como embalagens

antibacterianas.
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7 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Os residuos gerados foram placas de poliestireno, aproximadamente 30 unidades
foram danificadas durante as analises e descartadas no lixo reciclavel da Universidade, demais
placas foram higienizadas e guardadas posterior para reaproveitamento.

Os residuos gerados nas analises biologicas foram esterilizados em autoclave e
descartados na seguinte forma: todos os meios inoculados em lixo organico; as placas de petri
de poliestireno e luvas plasticas, em reciclaveis.

Na determinagdo das analises antioxidantes, apos a realizagdo das analises, todas as
amostras liquidas eram descartadas em frascos especificos de acordo com o reagente utilizado,
devidamente rotulados e destinados a unidade de armazenamento temporario de residuos

quimicos (UATRQ).
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Refazer os filmes utilizando um surfactante e aumentar a quantidade de o6leo essencial
utilizada;

- Incorporar os 6leos na forma de emulsao;

- Avaliar a atividade antifiingica dos 6leos e dos filmes;

- Com base na bioatividade dos 6leos essenciais, produzir filmes utilizando mais de um tipo de
oleo essencial na mesma amostra, avaliando a capacidade de sinergia;

-Realizar a aplicagdo na forma de filme e/ou recobrimento de algum alimento, comparar e

analisar a vida 1til do produto.
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ANEXO 1

LAUDO TECNICO
‘ FERQUIMA Oleo Essencial de Canela Céssia

{Cimmarmomum cassia)

Lote: 225 CAS Number: 8007-80-5
Fabricagdo: Junha/2018 Validade: Junha/2021

Itens Controlados Resultados Especificactes
Aparéncia Liguido Ligquido
Cor Amarelo Amarelo a Marrom
Impurezas Isento Isento
Odor Caracleristico Caracteristico
Densidade (20°C) 1,053 1,045 — 1,065
Indice de Refragdo (20°C) 1,612 1,595 -1 615
Rotacdo Otica [-17; +17]
Data da Analise 24/08/2018
Origem China
Resultado Aprovado
Principais Componentes | Aldeido cindmico = 80% Cumarina = 2%
{aprox.) Benzaldeido = 2% Alcool cindmico= 2 % Estireno = 2%
Extracio Destilacio a vapor das folhas, talos, casca
Obs.: ndo contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.
Este produto € 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminacio microbiolégica.

Recomendacoes Especiais
Manusesn Perigos minimos, mascara e luvas recomendsvel.
M&0 ingerir. Mo colocar o produio em contaio com 3 pele, olhos & MUCosa. Se 550 Doomer,
lavar imediatamente com dgua limpida em sbundincia Pode causar irmtacdo & pele sensivel.
Em caso de demamamento, absorver o material deramado com matenal sheorvents (arela.
tesral.
Incémdio Caso hajs fogo, uilizar extinior de pd quimico seco e &Jua em loma de neblina, ndo ullizando

jatos de dgua para ndo espaihar o produin. Flash Pont: 31°C.

Explosividade Menhum penigo em condigies nomais.

Usa Este produto desting-se eaclusivaments a0 uso profissional /| industrial & como & sisborado a
partr de substincias naturais pode apresentar pequenas vanagies de cor & cromatografia sem
causar qualouer problema na parformance do peodito.

Armazensmenio Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, profegido ds luz, em recipients onginal
bem vedsdo. Mao reutilizar 3 embalagem vazia

Transporie Mdmero de riscos60 | Mimero da OMUE2810 / Classe ou Subclasse de nscoc 6.1 / Desoriclo da
classe ou subciasse: Tisico. liquido, orgénico | Grupo de Embalagem: 1N

As informages confidas nesta publicacdo representam o mealhor de nosso conhecimento. Entrelanio,
nada aqui mencionado deve ser enlendido comao garantia de uso. Os consumidores devern efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagio.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754
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ANEXO 2

LAUDO TECNICO
Oleo Essencial de Litsea Cubeba

{Litsea cubeba)

Lote: 244

CAS: 68855-99-2

Fabricagao: Dezembro/2018

Validade: Dezembro/2020

Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpida
Cor Amarelo Amarelo
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,832 0,870 - 0,900
Indice de Refragdo (20°C) 1,487 1,470 — 1,490
Rotacio Otica +9.36° [+3° ; +129]
Data da Analise 06/02/2019
Resultado Aprovado
Origem China
Principais Componentes Meral = 31% Geranial = 40%
(valores aproximados) Limonene = 13% Alfa-pineno = 1%0
Extracio Destilagdo a vapor dos frutos.

Obs.: ndo contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Este produto & 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminagdo microbiologica.

Recomendacies Especiais

bznisa M2o ingerr. Evitar confato com a pele, olhos @ mucosa Se isso ocorer, lavar imadiatamente
com égus Empida em abundéncia
Em caso de deframamentn. absorver o meterial derramarks com materal sheorvants (arsia,
befTaE).

Incéndio Caso hajs fogo, utilizar extinior de pd quimico seco e Agua em foma de neblina. ndo utiizando
|aios de dgua pare ndo espalhar o produin. Flash Point = T1°C

Explosividade Menhum pengo em condighes nomais.

Uisa Este produto desting-se ao uso profissional / industnal & como & elaborado a partr de
substincias nalurss pode apresentar pequenas venaties de oor & cromatografia sem causar
gualguer problema na performance do produto.

Armazensmento Armazenar =m local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipiente onginal
bem vedsdo. Mio reutilizar 3 embalagem vazia.

Transpore Mimero de risco90 / Mimero da ONLE3082 / Classe ou Subdesse de pscoc 3/ Descrigio da

cizsse ou subcdlasse: Subsidncias pengosas diversas | Grupo de Embalagemc 11

As informagies conbidas nesta publicacSo representam o malhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser enfendido coma garantia de uso. Os consumidores devemn efstuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus

CRO: IV 04330754
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ANEXO 3

LAUDO TECNICO
‘ FEROUITA Oleo Essencial de Tomilho Branco

{Thymus valgaris)

Lote: 191 CAS: B0OO7-46-3

Fabricagio: Janeira/2019 Validade: Janeira/2022

Itens Controlados Resultados Especificacoes

Aparéncia Liquida Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Claro Incolor a Amarelo Claro
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 097 0,900 — 0,940
Indice de Refragdo {20°C) 1,500 1,490 —1.510
Rotagdo Otica -2.20° [[3.0°; 0,19
Data da Andlise 15/02/2019

Resultado Aprovado

Crigem Espanha

Principal componente .

(valor aproximado) Timok: 50%

Extracio Destilacao a vapor das flores, folhas.

0Obs.: ndo contem OGM nem foi ulilizado para tesle em animais.

Recomendacoes Especials

Manusedn 0 uso de doulos de seguranca e luvas @ recomeandsvel.
Méo inalar diretamente o produto. Evitar contato com a pele, ofhos & mucosa: o produlo pode
causar Fmitacio 3 pale sensivel Se isso ocorrer, laver imedistaments com Agua limpida em
abundincia.
Em caso de deramamento, absonver o materal derramado com matenal absorvente (areia.
lesra).
Incéndio Caso haja fogo, utilizar extinior de pd guimico seco & Sgue em forma de neblina, ndo utiizando
jatos de Agua pare ndo espalhar o peodutn. Emite vapares Wuicos em siluacio de incéndio.
Fonio de Fulgor: 57°C.
Explosnidade Menhum pengo em condigies nomals.
Uiso Este produts destina-se ao uso profissional / industnial e como & elsborado a partir de
substincias nalurais pode apresenter pequenas vanagdes de cor & cromalografis sem causar
gualquer problema na periormance do
Armazenamento Armazenar em local saco, ionge de umidade o do calor, protegido da uz, sm recipients onginsl
bem vedado. Mo reutilizer 3 embalagem varia.
Transporns Mudmero de Risco: 3/ Ndmero da Onw: UM 2924 / Classe ou Subciesse de Risco: 38 /

da Classe ou Subdasse de Risco: Liquido inflamével, Comosiva / Grupo de
Eminalagem: Il

As informagbes contidas nesta publicacdo representam o melhor do nosso conhecimento. Entretanio,
nada aqui mencionado deve ser entendida como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacio.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus  CRO: IV 04330754




