INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGCAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO RIO
GRANDE DO SUL - CAMPUS FELIZ

TAINA DOS SANTOS GUATIMOSIM

DESENVOLVIMENTO DE COMPOSITO A BASE DE ARGILA MONTMORILONITA
MODIFICADA COM OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E AMIDO DE MANDIOCA

FELIZ
2023



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCAGCAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO RIO
GRANDE DO SUL - CAMPUS FELIZ

TAINA DOS SANTOS GUATIMOSIM

DESENVOLVIMENTO DE COMPOSITO A BASE DE ARGILA MONTMORILONITA
MODIFICADA COM OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E AMIDO DE MANDIOCA

Trabalho de conclusao de curso apresentado ao curso de
bacharelado em Engenharia Quimica.

Orientadora: Daiane Romanzini

FELIZ
2023



TAINA DOS SANTOS GUATIMOSIM

DESENVOLVIMENTO DE COMPOSITO A BASE DE ARGILA MONTMORILONITA
MODIFICADA COM OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO E AMIDO DE MANDIOCA

Trabalho de conclusao de curso apresentado ao curso de bacharelado em Engenharia
Quimica do Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do

Sul, como requisito parcial para obtengcao do titulo de Bacharela em Engenharia
Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr2. Luiza Pieta

Prof.2 Dr2. Niceia Chies da Fre

ORIENTADORA

Prof.2. Dr2. Daiane Romanzini

Feliz, 22 de junho de 2023.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Claiton Roni de Lima Guatimosim e Juliana
dos Santos Guatimosim que sonharam este sonho de ser Engenheira Quimica comigo,

essa realizagcao também é deles.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me permitir chegar até aqui, por me
ensinar a dar um passo de cada vez e que tudo € na tua hora.

Agradeco imensamente a minha familia, por estar ao meu lado durante todo o
meu percurso académico, mesmo com a distancia que nos separa do convivio diario,
sempre me incentivaram neste sonho e nunca me deixaram neste caminho dificil,
sempre me motivando e acreditando em mim, quando nem eu acreditava, se eu
cheguei até aqui, com certeza foi por vocés. Meus pais Claiton Roni de Lima
Guatimosim e Juliana dos Santos Guatimosim sonharam este sonho comigo, e essa
realizacao também é de vocés.

Agradeco ao meu pai, que mesmo sem entender o motivo das minhas crises
de ansiedade e o meu sumico do convivio social em épocas de provas e estudos,
sempre me incentivou, mesmo de longe nunca me deixou sozinha. Pai, tu me
ensinaste desde crianga que se eu tenho um sonho, preciso correr atras dele, mesmo
que seja longe e dificil, me ensinou que o caminho nem sempre é facil, mas o que
importa é a satisfacao da realizacao.

Agradeco a minha mae, que além de entender meus surtos, surtou comigo
também, entendeu todas as datas comemorativas que precisei passar longe e me
impulsionou até o fim. Mae, tu me inspiras todos os dias, se eu tenho persisténcia e
sonho alto, foi ensinamento teu. Tu me ensinaste a gostar dos estudos, a querer ir
além, te ver sempre indo atras das tuas conquistas académicas me inspira a ser igual.

Agradeco ao meu irmao, Claiton Junior dos Santos Guatimosim, que contribuiu
com a sua experiéncia de laboratério de microbiologia, realizando as analises
microbiolégicas das minhas amostras, sem sua ajuda eu n&o teria conseguido realizar
essas analises. Além disso, foi meu suporte emocional durante esses 6 anos,
caminhamos juntos, a distancia, cada um lutando pelo seu sonho.

Agradeco as minhas amigas que estiveram sempre torcendo por mim e
compreenderam a minha falta em diversos momentos.

Agradeco também aos meus colegas e amigos do curso que caminharam ao
meu lado ao longo desses 6 anos de Engenharia Quimica.

Agradeco a mestranda Nayara Taine Bohnenberger por todo o auxilio durante

a realizacao deste trabalho.



Agradeco a todos os professores do curso, que desempenharam papéis
importantes e decisivos na minha formagao, mostrando que o curso que eu sonhei na
adolescéncia é realmente a profissao que eu amo. Agradeco especialmente a minha
orientadora, professora Daiane Romanzini, que acreditou no meu potencial em
diversos momentos em que eu achei que nao seria capaz, por me orientar e oferecer
todo o suporte necessario no desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco ao Instituto Federal do Rio Grande do Sul, campus Farroupilha, pela
realizacdo da analise termogravimétrica, a Central de Analises — UTFPR Campus
Pato Branco pela realizagdo da analise de espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de raios-X (DRX), ao Instituto Adolfo Lutz
de Santo André/SP pela realizagdo das analises de Concentragdo minima inibitéria
(MIC) e Concentragao Bactericida Minima (MBC), a Universidade de Caxias do Sul —
UCS pela realizagcado da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e a Fapergs pelo

auxilio financeiro ao projeto de pesquisa.



RESUMO

O amido vem sendo estudado atualmente devido ao fato de ser abundante e de baixo
custo, porém sabe-se que ndo é viavel a produgédo de embalagens compostas apenas
por amido, por sua baixa flexibilidade e higroscopicidade, levando entdo aos estudos
de incorporagao de outros materiais, como a argila. Para complementar, o uso de
Oleos essenciais em compositos de embalagens vem sendo estudado pela sua agéo
antimicrobiana, prevenindo e controlando o crescimento de microrganismos. O
presente trabalho objetivou desenvolver um compadsito a base de amido de mandioca
e argila modificada com 6leo essencial de tomilho. Foram realizadas analises a fim de
caracterizar as argilas modificadas com éleo essencial e os compositos, comparando
as diferentes metodologias de incorporagao utilizadas. Para analisar a incorporagéo
do odleo essencial nas argilas e compdsitos foram realizadas as analises
termogravimétrica (TGA), difracdo de raios-X (DRX) e andlise microbiana por difuséo
em disco para os compoésitos e argilas. Os compadsitos foram caracterizados por sua
absorcao de agua e morfologia, realizou-se a microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) para visualizar sua sessao transversal e superficie. O 6leo essencial foi
caracterizado por sua eficiéncia antibacteriana com a concentragdo minima inibitoria
e concentracdo bactericida minima para o Oleo essencial e seus espectros
caracteristicos com a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). A partir dos resultados obtidos nestes experimentos, observou-se que a
porcentagem de Oleo essencial utilizada nas amostras foi inferior ao necessario para
obter-se resultados antibacterianos. Além de as analises de TGA dos compdsitos
demonstrarem que ocorreu perda de 6leo essencial durante o processamento do
material. Apesar desses resultados, a incorporagcao de 6leo essencial por evaporagao-
adsorcdo durante um periodo maior, obteve-se melhor resultado de incorporacao,

demonstrado nas analises de TGA das argilas.

Palavras-chave: Composito. Amido de milho. Argila Montmorilonita. Oleo essencial

de tomilho.
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1 INTRODUGAO

O plastico tornou-se um produto essencial na vida do ser humano, sendo o
material mais utilizado no mundo desde 1976, devido a sua versatilidade, durabilidade,
praticidade e acessibilidade econémica (CARNEIRO et al. apud MIRANDA, 2021). A
producao mundial de plastico cresceu e aumentou rapidamente no século XXI, tendo
um otimo desenvolvimento econdmico. Porém, aumentou o uso de plasticos
descartaveis, e estima-se que 75% de todo o plastico produzido no mundo ja foi
descartado como lixo, em ambientes terrestre e marinho (WIT et al., 2019). Além de
seu longo tempo de vida, pelo fato de ndo ser um produto biodegradavel, ou seja, que
nao é degradavel com microrganismos, a sua produc¢ao emite toneladas de CO> por
ano (ALMEIDA, 2021; WIT et al., 2019).

Ha décadas ja vem sendo estudado e alertado sobre a poluicdo causada pelo
descarte inadequado de plastico, tanto em ambiente terrestre quanto nos oceanos.
Em 1997 o oceandgrafo Charles Moore localizou uma vasta regidao no Oceano Pacifico,
entre a Califérnia e o Havai, o qual chamou de “A grande mancha do Pacifico”. Essa
poluicdo por plasticos no oceano causa mortes de diversos animais marinhos por
ingestao, além de n&o se degradarem e se acumularem em aterros e no oceano. Em
estudos realizados durante o periodo de 2015 a 2018 estimou-se que a area ocupada
por residuo era de 1.600.000 km?, no ano de 2018, e em 2019 estimou-se que a
humanidade produzia 360 milhdes de toneladas de plastico por ano (CARNEIRO;
SILVA; GUENTHER, 2021; HARRIS et al., 2021; LEBRETON et al., 2018; PLASTICS
EUROPE, 2019). No setor alimenticio, as embalagens plasticas de uso Unico sao
utilizadas com o intuito de armazenar e conservar alimentos, principalmente aqueles
que sao pereciveis, como frutas e verduras, viabilizando a distribuigao e identificagao
do alimento (VICENTINO; FLORIANO; DRAGUNSKI, 2011).

Ao longo dos anos, tém-se buscado opg¢des de materiais biodegradaveis, com
viabilidade de producido e que atendam a demanda de uso, para a substituicdo de
plasticos descartaveis e inutilizaveis. Neste contexto, as embalagens biodegradaveis
produzidas por amido e argilas tém-se visto como opgdes viaveis, devido a
abundancia e baixo custo desses materiais naturais, porém sabe-se que nao € viavel
a produgao de embalagens compostas apenas por amido, por sua baixa flexibilidade

e higroscopicidade, levando entdo aos estudos de incorporacdo de argilas
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(MARENGO; VERCEHEZE; MALI, 2013; PADILHA, 2019). Para complementar, o uso
de dleos essenciais em compodsitos de embalagens vem sendo estudado para agao
antibacteriana, prevenindo e controlando o crescimento de microrganismos (ALMEIDA;
ALMEIDA; GHERARDI, 2020).

O presente trabalho busca desenvolver um compdsito a base de materiais
sustentaveis e abundantes na natureza, com o intuito da solu¢cao de dois problemas,
sendo eles ambiental e saude humana. A busca por uma alternativa para o plastico
descartavel ja vem sendo discutido e pesquisado no meio cientifico, isso porque o uso
incontrolavel e descarte irresponsavel destes materiais, ha anos, esta causando a
destruicdo ambiental (CARNEIRO; SILVA; GUENTHER, 2021; WIT et al., 2019).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Desenvolver um compédsito a base de amido de mandioca e argila
organicamente modificada com incorporagdo de Oleo essencial de tomilho para

utilizagdo como uma alternativa as embalagens tradicionais.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar o teor de umidade do amido de mandioca utilizado;

b) Caracterizar o potencial antimicrobiano do éleo essencial de tomilho por meio de
analise de concentracido minima inibitéria;

¢) Modificar a argila montmorilonita com 6leo essencial de tomilho a partir de trés
diferentes métodos de adsorc¢ao;

d) Analisar o efeito da incorporagao de 6leo essencial na argila das trés metodologias
utilizadas, por meio de analise termogravimétrica (TGA), difracdo de raios-X (DRX)
e agao microbioldgica por meio da analise de difusdo em disco;

e) Produzir compdsitos contendo amido de mandioca e argila organicamente
modificada com e sem incorporagao de 6leo essencial de tomilho;

f) Analisar e comparar a agdo da incorporacdo do Oleo essencial na argila
montmorilonita Cloisite® 30B nos compdsitos, quanto a absorg&o de agua, analise
termogravimétrica (TGA), difracdo de Raios-X (DRX), microscopia eletrbnica de

varredura (MEV) e acéo antibacteriana por meio da analise de difusdo em disco.
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1.2 Abrangéncia e limites do trabalho

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa que busca desenvolver
compdsitos a base de amido, argila montmorilonita modificada com 6leo essencial,
como uma alternativa ao uso de embalagens tradicionais. Este trabalho € uma
continuidade de um trabalho de conclusao de curso realizado, e vem para esclarecer
algumas duvidas em relagéo, principalmente, ao método adotado para modificar a
argila com 6leo essencial, e a caracterizagdo microbiolégica. Com os resultados deste
estudo, importantes decisbes estdo sendo tomadas para dar continuidade a um

trabalho de mestrado, e ao projeto de pesquisa como um todo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Materiais compoésitos

Material compdésito pode ser definido como um material formado por dois ou
mais componentes, insoluveis entre si, de propriedades fisicas e quimicas diferentes.
Em geral, o compdsito é formado pela fase dispersa e pela matriz, que é continua,
envolve a anterior e pode ser composta por material ceramico, metalico ou polimérico.
Estas combinacdes resultam em melhores propriedades mecanica, densidade,
desempenho em altas temperaturas, resisténcia quanto a corrosdo, dureza e
condutividade, dependendo do tipo de material utilizado (ASKELAND, 2014;
CALLISTER JUNIOR, 2016; NEWELL, 2010).

Um exemplo de matriz para substituir o plastico que vem sendo estudada € o
amido, o qual constitui a principal reserva energética das plantas superiores, é
considerado o principal carboidrato da alimentagdo humana e esta presente nos
cloroplastos de células vegetais, sendo que seu teor € em torno de 60 a 75% da massa
total (CARR, 2007; GUINESI et al., 2006). O amido é considerado um polimero natural,
0 qual é composto por duas macromoléculas, sendo elas: a amilose, que é
essencialmente linear e tem presenga dominante no amido, dando caracteristicas a
embalagens mais fortes e flexiveis; e a amilopectina, que é ramificada, dando
caracteristica de menor resisténcia a tenséo e alongamento (PADILHA, 2019).

A argila montmorilonita apresenta inUmeras propriedades, sendo que a fase
inorganica possui maior aplicagdo em nanocompadsitos, apresentando resultados
significativos com adicdo do teor de 2% (m/m) em materiais poliméricos. A
incorporagao da argila em compdésitos a base de amido tem o objetivo de melhorar a
absorcdo de umidade do material, tornando o material mais maleavel e menos
quebradigo (MARENGO; VERCEHEZE; MALI, 2013; MATSUDA et al., 2013).

2.2 Amido Termoplastico
O amido é considerado um polissacarideo obtido de fontes vegetais, € um

carboidrato produzido por algumas plantas para armazenar energia, e sua estrutura

semicristalina € formada por amilose e amilopectina, formado exclusivamente por
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moléculas de glicose unidas por ligagcdes covalentes (DINIZ, 2021; MALAFATTI et al.,
2021). Esse polissacarideo pode ser encontrado nas sementes, raizes, tubérculos e
frutos como amido transitério, ou seja, que é acumulado durante o dia e degrada a
noite, e devido sua natureza botanica existem diferengas em formatos dos granulos e
caracteristicas fisico-quimicas (BEMILLER, J.W.R., 2009 apud DINIZ, 2021).

Desta forma, o amido é considerado um polimero natural, e a amilose é
essencialmente linear e tem presenca dominante no amido, dando caracteristicas a
embalagens mais fortes e flexiveis; e a amilopectina é ramificada, dando caracteristica
de menor resisténcia a tensao e alongamento. Este material € escolhido para estudos
de desenvolvimento de compdsitos biodegradaveis devido sua caracteristica de
gelatinizagao, quando em contato com agua, o qual ocorre em temperaturas baixas,
e sua boa estabilidade (PADILHA, 2019).

A formacao de um amido termoplastico ocorre com a adigao de plastificantes
na fase de gelatinizagcdo do amido, em meio a uma variagao de altas temperaturas (90
a 180 °C) e sob acao de cisalhamento, o qual provoca uma quebra das ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias poliméricas acarretando a abertura das cadeias e
modificagdo da estrutura semicristalina original dos gréanulos, dando origem a uma
matriz polimérica homogénea e essencialmente amorfa (CORRADINI et al., 2008;
MALAFATTI et al., 2021; MULLER et al., 2009; SOUZA; ANDRADE, 2000).

No amido termoplastico, a presenca de plastificante tem o objetivo do
aumento de mobilidade das macromoléculas de amilose e amilopectina (CORRADINI
etal., 2008; MALAFATTI etal., 2021; MULLER et al., 2009; SOUZA; ANDRADE, 2000).

A Tabela 1 apresenta intervalos de temperatura de gelatinizagao de alguns amidos.

Tabela 1 — Intervalo de temperatura de gelatinizagdo de alguns amidos

Fontes de amido Intervalo de temperaturas de gelatinizagao (°C)
Milho 62-72
Arroz 61-77
Mandioca 58-70
Batata 56-66
Trigo 52-63

Fonte: adaptado de Isotton (2013).
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2.3 Amido de Mandioca

A mandioca € uma planta nativa da América do Sul, de caracteristica tuberosa
de porte arbustivo, pertencente a classe das dicotileddneas, da ordem Euphorbiales,
da familia Euphorbiaceae, que possui aproximadamente 7200 espécies com
caracteristicas variaveis (FAO, 2013; SANTANA, 2007; SOUZA; OTSUBO, 2002).

A raiz de mandioca é cultivada em grande escala no Brasil, e conforme dados
de fevereiro de 2018, da Conab (Companhia Nacional de Abastecimento) (2018), o
Brasil foi 0 4° maior produtor mundial naquele ano. O amido de mandioca € chamado
por fécula de mandioca na agroindustria, e segundo dados de julho de 2022 da
EMATER (Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural) e Conab (2022), o
Brasil exporta mais do que importa o amido de mandioca, sendo entdo, um insumo
abundante no pais e de baixo custo. Além disso, estima-se que no Brasil,
aproximadamente 83% das raizes de mandioca s&o destinadas a produgao de farinha
e fécula de mandioca. A fécula é um produto amilaceo, extraido dos tubérculos, raizes
e rizomas da planta, € o carboidrato mais abundante na natureza (MAIEVES, 2010;
MENDES et al., 2020).

O processo de gelatinizagdo deste material ocorre quando o amido de
mandioca entra em contato com uma quantidade superior a 60% de agua e é aquecido,
neste processo as ligagdes de hidrogénio sdo rompidas, o que permite a expansao do
granulo do amido (PADILHA, 2019).

O amilaceo extraido das raizes da mandioca € um homopolissacarideo,
composto por cadeias de amilose e amilopectina, formadas por unidades de glicose
unidas por ligag¢des glicosideas, sendo respectivamente, a-1,4, originando uma cadeia
linear e a-1,4 e a1,6, formando uma estrutura ramificada. As proporcdes dessas
estruturas podem variar em relagao as fontes botéanicas, variedades de espécies ou
de acordo com o grau de maturacdo da planta, que pode resultar em granulos de
amido com propriedades fisico-quimicas diferenciadas, podendo afetar a sua
aplicagdo (DENARDIN; SILVA, 2009; MENDES et al.; WALTER, 2005).

A amilose é considerada um polimero fundamentalmente linear, é formado por
unidades de a-D-glicopiranose ligadas em a-(1,4), com poucas liga¢des a-(1,6) (entre
0,1% e 2,2%). A molécula de amilose € apresentada na Figura 1, possui numero médio

de grau de polimerizagdo, de 500-5000 unidades de residuos de glicose, seu peso
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molecular varia entre as espécies e dependendo do grau de maturagdo, mas
normalmente é da ordem de 250.000 Dalton, ou 1500 unidades de glicose.

Além disso, possui comprimentos médios de cadeia de 250-670 e limite de B-
amilose entre 73% e 95%, esse limite esta relacionado ao comprimento da cadeia, as
proporcdes lineares e ramificadas da molécula e a quantidade e localizagdo das
ramificacbes. A amilose pode estar presente na forma de amilose livre ou de
complexos amilose-lipidios, sendo que esse ultimo, embora detectados no amido
nativo, possivelmente sejam formados em maior extensao durante a gelatinizagdo ou
o tratamento hidrotérmico. Além disso, a amilose tem habilidade de formar diferentes
estruturas moleculares, 0 que explica muitas de suas propriedades (DENARDIN;
SILVA, 2009; MENDES et al., 2021; WALTER, 2005).

Figura 1 - Estrutura da amilose
H OH

Fonte: (DENARDIN; SILVA, 2009)

A Tabela 2 apresenta o teor de amilose de alguns amidos. Para a realizagao

do trabalho de conclusao de curso foi escolhido o amido de mandioca.

Tabela 2 — Teor de amilose (%) de alguns amidos.

Fontes de amido Teor de amilose (%)
Milho 25
Arroz 16
Mandioca 18
Batata 18
Trigo 24

Fonte: adaptado de Isotton (2013).
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Amilopectina é o componente ramificado da amilose, formada por cadeias de
residuos de aD-glicopiranose (entre 17 e 25 unidades) unidos em a- (1,4), é
fortemente ramificada, com 4% a 6% das ligagcdes em a-(1,6), a sua molécula é
demonstrada na Figura 2, apresenta um grau de polimerizagdo de 4700-12800
unidades de residuos de glicose, peso molecular da amilopectina varia entre 50 e
500x10° Dalton. Além disso, a amilopectina possui valores de comprimentos de cadeia
de 17-24 e limite de 3-amilose entre 55% e 60%, e as cadeias individuais podem variar
entre 10 e 100 unidades de glicose (DENARDIN; SILVA, 2009; MENDES et al., 2021;
WALTER, 2005).

No amido, a amilopectina é a fracdo mais importante, estrutural e
funcionalmente, entre duas fragées (amilose e amilopectina), isso porque ela sozinha
é suficiente para formar o granulo, este fato ocorre em amidos que sao desprovidos
de amilose (DENARDIN; SILVA, 2009; MENDES et al., 2021). Em comparagéo a
amilopectina, ainda n&do é de conhecimento a localizacdo exata da amilose dentro do
granulo, acredita-se que ela esteja localizada entre as cadeias de amilopectina, entre
regides cristalinas e amorfas. Sabe-se que as menores moléculas de amilose estao
presentes na periferia e podem ser lixiviadas para fora do gréanulo e maiores moléculas
de amilose estao concentradas no centro do granulo, e, possivelmente participam das
duplas hélices com a amilopectina (DENARDIN; SILVA, 2009; MENDES et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura da amilopectina

Fonte: (DENARSIN; SILVA, 2009)
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2.4 Argila Montmorilonita

As argilas, materiais abundantes na natureza, sao silicatos hidratados de
aluminio/magnésio que possuem estrutura cristalina lamelar ou fibrosa e s&o os
principais componentes do solo (MATTOS, 2012). A argila montmorilonita € um
argilomineral que pertence a familia dos filossilicatos 2:1, e é descrita como material
natural e terroso, que apresenta boa plasticidade em contato com a agua e além da
possibilidade de endurecer quando secas ou aquecidas (CABERLON et al., 2021).

Sua estrutura é apresentada na Figura 3, consiste em duas folhas tetraédricas
de silicato (SiO4) intercalada por uma folha octaédrica de éxido de aluminio (Al203), e
essas folhas sdo unidas entre si por atomos de oxigénio comuns a elas, formando
uma camada com espessura de 0,96 nm. Além disso, essas camadas sao ligadas
entre si por forgas de van der Walls, deixando espacos interlamelares (CAMARGOS
et al., 2017; CABERLON et al., 2021). Segundo os autores citados, a formula quimica
geral da argila montmorilonita é:

Mx(Al4-xMgx)SigO20(OH)4

Onde:

M indica os ions monovalentes trocaveis;

X € o grau de substituicdo isomorfica, que varia entre 0,5 e 1,3.

Figura 3 — Estrutura da Argila Montmorilonita
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A argila Montmorilonita organicamente modificada possui nhome comercial
Cloisite® 30B, é descrita como montmorilonita natural modificada com sal de aménio
quaternario. A incorporagao da argila no compdsito tem o objetivo de melhorar a
absorcao de umidade do material, devido a hidrofobicidade dessas nano particulas,
pois o amido, por ser um material predominante hidrofilico, torna-se quebradico e
sensivel quando mantido em contato direto com a agua, tornando-se inviavel a
producao de compdsitos apenas a base de amido (MARENGO; VERCEHEZE; MALLI,
2010; MATSUDA et al., 2013).

2.5 Oleo Essencial

Os oleos essenciais sdo produtos naturais obtidos por meio de extracao, de
plantas, podendo estar presentes em flores, folhas, sementes, cascas, raizes etc. Sdo
compostos volateis, pouco soluveis em &agua e possuem propriedades e
caracteristicas especificas (ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020; ALVES, 2018;
GRAEBIN, 2022; SOUZA et al., 2022).

Os oleos essenciais possuem propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antifungicas, e, devido a essas propriedades, esse material tem sido estudado para
aplicacbées nas industrias farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e embalagens,
buscando atingir essas propriedades utilizando matérias-primas naturais. Devido
essas caracteristicas, os 6leos essenciais tém sido estudados para a substituicao de
conservantes sintéticos (ALMEIDA et al., 2022; ALVES, 2018; GRAEBIN, 2022;
SOUZA et al., 2022).

O d6leo essencial de tomilho se destaca por seus efeitos antimicrobianos e anti-
inflamatdrios. O Tomilho, tem nome cientifico Thymus vulgaris e pertence a familia
Lamiaceae, originario da Europa, no Brasil é cultivada em maior escala no sul e
sudeste (GRAEBIN, 2022). O Thymus vulgaris € uma planta condimentar e ¢é utilizado
na culinaria, por isso, o 6leo essencial de tomilho pode ser utilizado como conservante
para alimentos, 0 que pode ser uma alternativa para substituir os conservantes
quimicos sintéticos com potencial carcinogénico (GRAEBIN, 2022; RADUNZ et al.,
2019).

As caracteristicas e atividades biolégicas do 6leo essencial de tomilho, estao

relacionadas com seus principais constituintes ativos, timol, carvacrol e p-cimeno. O
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ativo timol dispde de efeitos antifungicos, antibacterianos, antioxidantes, carminativos
e anti-helminticos, os ativos carvacrol e p-cimeno apresentam efeitos bactericidas.
Além desses, o tomilho possui em sua composigao, y-terpinemo e borneol
(GONCALVES et al., 2018; GRAEBIN, 2022; JAKIEMIU et al., 2010).

Segundo Gongalves et al. (2018), o 6leo essencial de tomilho esta entre os
antimicrobianos mais ativos, apresentando agéao antibacteriana para aos patégenos
alimentares Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes. Devido seus efeitos antimicrobianos, escolheu-se este 6leo

essencial para a realizacido do trabalho.

2.6 Argila Montmorilonita modificada com éleo essencial de tomilho

Ao longo dos ultimos anos, cada vez mais tem-se buscado realizar estudos
sobre a acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais em diversos materiais, para
diversas areas de industrias, sendo uma das principais a industria alimenticia, na
aplicagéo de embalagens (BERNARDOS et al., 2019; GRAEBIN, 2022).

A autora Graebin (2022) realizou estudos sobre a caracterizagdo da argila
montmorilonita modificada com éleo essencial de tomilho, buscando o melhor caminho
para a incorporacgao do 6leo essencial na argila, e a partir de testes em relagao a perda
de massa em funcdo da temperatura e analise de diminui¢do de espacamento entre
as lamelas, encontrou como um método eficiente para a incorporagéo do 6leo na argila
a evaporagao-adsorgao.

Giannakas et al. (2017), desenvolveu um método para incorporar os 6leos
essenciais de orégano, tomilho e manjericdo em montmorilonita comercial
organicamente modificada (Cloisite® 30B) utilizando a metodologia de evaporagao e
adsorcao dos 6leos essenciais, os autores observaram uma estrutura intercalada e
uma interagao hidrofébica com a incorporagcao das moléculas de 6leo essencial entre

as camadas da argila.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
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As matérias-primas utilizadas foram: argila montmorilonita organicamente

modificada (Cloisite® 30B), obtida da Southern Clay Products, 6leo essencial de

tomilho da marca by Samya, amido de mandioca da marca Pilao Amidos Ltda (Guaira

— PR), glicerol da marca Anidrol, goma guar da marca Zona Cerealista (Guarulhos —

SP), estearato de magnésio da marca Bianquimica Comercial (Franca — SP) e agua

destilada. No desenvolvimento do compdsito, a goma guar foi utilizada para evitar a

sedimentacao, o estearato de magnésio foi utilizado como agente desmoldante, a

agua destilada e o glicerol foram utilizados como agentes plastificantes, ademais, a

agua destilada também atuou como agente fisico de expansao. A Figura 4 apresenta

os materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho.
Figura 4 — Matérias-primas utilizadas na preparagcao do material compésito
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Fonte: Adaptado pela autora.

3.2 Métodos

Primeiramente foi realizada a preparagcdo e caracterizacdo da

argila

organicamente modificada com dleo essencial de tomilho, a caracterizagao do amido,
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da Cloisite® 30B e do 6leo essencial de tomilho. Apds, o compdésito foi preparado e

caracterizado.

3.2.1 Preparacao das argilas

A metodologia utilizada para a preparagéo das argilas modificadas com dleo
essencial de tomilho (OE-Tomilho) é apresentada na Figura 5, foi adaptada de Graebin
(2022), que utilizou 6,25 g de OE-Tomilho em 5 g de argila para atingir a composi¢ao
nominal final de OE-Tomilho incorporado de 50% em massa. Para atingir essa
porcentagem em massa considerou-se o estudo Giannakas et al. (2017), o qual

explica que a fragdo nao volatil dos 6leos essenciais é de ~30-60%.

Figura 5 — Incorporacdo de OE-Tomilho pelo método de evaporagéo-adsorgao

Pesagem da argila
5S¢

Secagem em estufa
24 h,120°C

Pesagem do dleo essencial
6,259

Preparagao do aparato
Béquer vedado ou sistema

Evaporacao e adsorgao em estufa
120°Ca24hou130°Cad48h

Fonte: Adaptado pela autora, 2022.

A incorporacao do 6leo essencial foi realizada pelo método de evaporacgao e

adsorcao, de trés formas diferentes, as quais sao apresentadas na Tabela 3. As
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quantidades em massa dos materiais foram as mesmas para os trés métodos, alterou-
se a temperatura e tempo em estufa para adsorgcdo, com isso podendo comparar os

métodos.

Tabela 3 — Amostras de argila

Amostra *MMT-ORG (g) OE-Tomilho (g) Tempo (h) Temperatura (°C)

MMT-24h-B 5 6,25 24 120
MMT-48h-B 5 6,25 48 130
MMT-24h-S 5 6,25 24 120

Legenda: *MMT-ORG - argila montmorilonita organicamente modificada - Cloisite® 30B

A argila foi separada em amostras de 5 g e seca em estufa (modelo Luca —
80/64, Lucadema) a uma temperatura de 120 °C, durante 24 h, este procedimento foi
realizado para todas as amostras. A Figura 6 apresenta uma amostra contendo 5 g de

argila.

Figura 6 — Amostra de argila

Para a incorporagao do 6leo essencial na argila, para a amostra MMT-24h-B foi
criado um ambiente saturado com oleo essencial, o qual consiste em distribuir 5 g de
argila em um recipiente e ao centro posicionar um recipiente menor com 6,25 g 6leo
essencial, por fim, selar o recipiente maior e levar a estufa por 24 h, a uma temperatura
de 120 °C, assim como apresentado na Figura 7. Desta forma, os componentes

volateis foram evaporados e adsorvidos na argila. Esta etapa foi realizada conforme
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estudo de Graebin (2022), a qual obteve resultados eficientes de adsorgéo de 6leo

essencial de tomilho na argila montmorilonita.

Figura 7 — Incorporagao de 6leo essencial de tomilho na argila montmorilonita para a amostra
MMT-24h-B

Fonte: Autora, 2023.

Para a incorporagao de 6leo essencial na argila, para a amostra MMT-48h-B,
foi distribuida 5 g de argila em um béquer de 600 mL e, no centro deste, foi posicionado
um béquer de 25 mL com 6,25 g 6leo essencial. Por fim, o recipiente foi selado com
folha de aluminio, levou-se a estufa por 48 h, a uma temperatura de 130 °C, assim
como apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Modificagédo da argila com 6leo essencial de tomilho por adsorgéo de 48 h

Fonte: Autora, 2023.

Para incorporagao de 6leo essencial na argila, para a amostra MMT-24h-S, foi

montado um sistema, no qual consistia em um borbulhador acoplado a um kitassato,



28

utilizando uma rolha de silicone para vedagdo e uma mangueira para a ligagéo das
saidas, o sistema foi fixado por uma garra em uma haste universal. O éleo essencial,
6,25 g, foi adicionado dentro do kitassato, enquanto a argila foi adicionada dentro do
borbulhador, para evitar a perda de argila, foi feito uma “cama” de algodao antes da
argila e o fechamento do sistema foi envolvido por papel laminado. O objetivo deste
sistema era que o 6leo essencial evaporasse, incorporasse na argila, e o restante que
condensasse voltasse para kitassato pela mangueira, havendo assim um refluxo de
Oleo essencial. Este sistema pode ser observado na Figura 9. As amostras de
Cloisite® 30B modificadas e ndo modificadas com 6leo essencial foram armazenadas

em frascos de vidro, conforme apresentado na Figura 10.

Figura 9 - Modificagéo da argila com 6leo essencial de tomilho por adsorgéo no sistema

Fonte: Autora, 2023.

Figura 10 — Argilas modificadas com 6leo essencial de Tomilho

3.2.2 Preparagao dos compoésitos
Os compdsitos foram produzidos conforme composi¢cdes apresentadas na
Tabela 4, através da incorporagao de 10 g de glicerol, 2 g de estearato de magnésio

e 1 g de goma guar. Estas formulagdes sao baseadas em projeto de pesquisa que ja
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vem sendo realizado no campus Feliz. Foram realizadas replicatas conforme

necessario para cada analise.

Tabela 4 - Composigcédo das amostras utilizando amido de mandioca e argila montmorilonita

modificada ou ndo com dleo essencial de tomilho

Amido de Argila Argila montmorilonita Agua (mL /
Amostra mandioca montmorilonita modificada com 6leo 100 g de
(9) (9) essencial (g) solido)

Controle 100 0 0 100
C-MMT-Controle 95 5 0 100
C-MMT-24h-B 95 0 5 100
C-MMT-24h-S 95 0 5 100
C-MMT-48h-B 95 0 5 100

O processo de producao do compésito foi adaptado de Cabanillas et al., (2017),
Engel et al., (2019) e Verceheze et al., (2012). As matérias-primas foram agitadas em
um agitador mecanico, apresentado na Figura 11(a), durante 15 min, com rotagao de
20 rpm/min. A mistura foi submetida a uma prensa, apresentada na Figura 11(b), em
temperatura de 130 °C, a uma presséao de 2 ton, por um periodo de 20 min, em um

molde de 11 x 11 cm.

Figura 11 — Agitador mecénico (a) e prensa (b) usados para preparar os compositos

Fonte: Autora, 2023.
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Apds esse processo, os compositos foram removidos do molde e mantidos a
25 °C e sob umidade relativa entre 58 e 60%. A
Figura 12 apresenta as etapas para o preparo dos compdsitos, os materiais

foram misturados sob agitacdo até homogeneizagao.

Figura 12 — Etapas de preparagao das amostras de compdsito

Pesagem dos materiais

Mistura em agitador mecanico
15 min, 20 rpm/min

Moldagem

Armazenamento
25°C, 58 — 60%

Fonte: Autora.

3.2.3 Caracterizagdao do amido de mandioca

A determinagdo do teor de umidade do amido de mandioca foi realizada
seguindo a norma ASTM D5630(13), e triplicatas de amostras permaneceram em
estufa durante 24 h, em uma temperatura de 100 °C. O teor de umidade foi calculado
com relacao a diferenca entre a massa da amostra antes (m;) e depois da secagem

(mf), com base na Equacéo 1, e entdo foram calculadas as médias e desvio padrao.

x 100 (eq 1)

mi—mg

Umidade (%) =

1

Onde: m; € a massa inicial e ms € a massa final.

3.2.4 Caracterizagido do Oleo Essencial de Tomilho, das Argilas Modificadas e
do Compésito

A caracterizacao do 6leo essencial de tomilho (OE-Tomilho) foi realizada pelas
analises de concentragdo minima inibitéria (MIC), concentracdo bactericida minima

(MBC), analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia no infravermelho por



31

transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de Raios-X (DRX), conforme apresentado

na Figura 13.

Figura 13 — Caracterizagdo do OE-Tomilho
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Fonte: Autora, 2023.

A caracterizagdo das argilas modificadas com 6leo essencial de tomilho foi
realizada conforme o estudo de Graebin (2022), pelas analises termogravimétrica
(TGA) e difragdo de Raios-X (DRX), incluindo a analise antibacteriana por meio de

difusdo de disco, conforme apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Caracterizagao da argila montmorilonita organicamente modificada com 6leo essencial
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Fonte: Autora, 2023.

A caracterizagao dos compésitos foi realizada por trés ensaios, absorgao de
agua, MEV e analise antibacteriana, conforme apresentado na Figura 15. A seguir,

segue um detalhamento sobre as técnicas de caracterizagdo realizadas.

Figura 15 — Caracterizagdo do compdsito
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Fonte: Autora, 2023.
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3.2.4.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada para a determinar a variagado de
massa da amostra em fungdo da temperatura. A analise foi realizada no Instituto
Federal do Rio Grande do Sul — Campus Farroupilha, em um analisador térmico
modelo TGA4000, Perkin Elmer, sob atmosfera inerte com refluxo de nitrogénio a
50 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min, de 25 a 800 °C.

3.2.4.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O ensaio de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier foi
realizado para confirmar as bandas caracteristicas do 6leo essencial de tomilho e seu
comportamento e degradagao em relagao a temperaturas. O ensaio foi realizado pela
Central de Analises — UTFPR Campus Pato Branco, em um espectrometro de modelo

MPA, Brucker, na faixa de 4000 a 400 cm-', com resolugéo de 4 cm™' e 16 varreduras.

3.2.4.3 Difragao de raios-X (DRX)

O ensaio de difragcao de raios-X foi realizado para determinar o espagamento
basal das amostras, ou seja, o espagamento entre as lamelas da amostra. Nas
amostras de argila, foi realizado para comprovar se a adsorgao do 6leo essencial de
tomilho ocorreu na superficie ou entre as lamelas. Nos compésitos, também auxilia na
identificacdo da boa dispersao ou da presenga de aglomerados de argila no compasito.

A analise foi realizada pela Central de Analises — UTFPR Campus Pato Branco,
em um difratdbmetro de modelo Miniflex600, Rigaku, operando a uma tensao de 2940
kV e uma corrente de 15 mA, no modo step. O ensaio foi realizado conforme os
parametros de varredura, 26 de 3 a 12°, incremento de 0,05°, e tempo fixo de

varredura com passo de 0,05°/5 s, em um comprimento de onda 0,154 nm.

2.2.4.4 Concentracao minima inibitéria (MIC) e Concentragao Bactericida Minima
(MBC)

O dleo essencial de tomilho foi submetido aos ensaios de Concentragdo minima
inibitéria (MIC) e Concentragdo Bactericida Minima (MBC), com o objetivo de
determinar o potencial antibacteriano do 6leo. Esses ensaios foram realizados no

Centro de Procedimentos Interdisciplinares para Coleta de Microrganismos do
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Instituto Adolfo Lutz, filiado a World Federation Culture Collections, em Santo
André/SP.

Os ensaios foram realizados para os microrganismos: Staphylococcus aureus
(ATCC #6538), Escherichia coli (ATCC #11229) e Salmonella enterica subsp. Enterica
serovar Choleraesuis (ATCC #10708). Os isolados foram testados quanto a
suscetibilidade por microdiluigdo em caldo seguindo as normas de método de
microdiluicdo em caldo modificado do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI)
MO07-M10, 2022.

Os ensaios de MIC e MBC foram realizados em microplacas com 96 pogos
(fundo plano), utilizando o método de diluicdo seriada. Cada pogo foi preenchido com
100 yL de Caldo Mueller Hinton (KASVI) com 20% de surfactante polissorbato
(Tween® 20, da Sigma Aldrich). No primeiro poco foram adicionados 200 uL de
Thymus vulgaris (Tomilho), e 100 yL deste volume foram transferidos para o segundo
poco, assim sucessivamente até o 12° poco. Na sequéncia, 100 uL da suspensao de
cada bactéria isolada foram distribuidos em cada pocgo. As placas foram incubadas a
37 °C durante 24 h. O primeiro pogo com a menor concentracdo que nao apresenta o
crescimento visivel da bactéria € a Concentracdo Minima de Inibicdo (CIM). A
Concentragdo Bactericida Minima (MBC) é o proximo pogo em que nao ha
crescimento bacteriano presente (Silva et al., 2021). Este ensaio foi realizado em

duplicata em dias diferentes.

2.2.4.5 Analise antibacteriana por difusao em disco

A analise antibacteriana foi realizada para as argilas e compdésitos pela técnica
difusdo em disco, com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana do déleo
essencial de tomilho em relacao as bactérias de Escherichia coli e Coliformes totais.

Essa andlise foi realizada conforme estudo de Alves (2018), no qual foi
transferido assepticamente 0,1 mL da suspensado microbiana das bactérias para a
placa de Petri contendo o meio de cultura agar nutritivo, na ordem de 107 UFC/mL, de
acordo com a escala de turvacdo de McFarland. Discos das amostras foram
transferidos assepticamente para a superficie do meio de cultura. As placas de Petri
foram incubadas durante 24 h a uma temperatura de 35 °C e apds esse periodo foi
verificado o crescimento microbiano nos compadsitos. Foram realizadas triplicatas para

cada amostra descrita na Tabela 4.
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Figura 16 — Analise antibacteriana por difusdo em disco

Fonte: Autora, 2023.

3.2.4.6 Absorgao de agua

As amostras de compdsitos foram submetidas a ensaios de absorgéo de agua,
os quais foram realizados conforme a norma ABNT NBR ISSO 535 (1999), para
determinar a variacdo de massa dos corpos de prova apos submetidos a imersdo em
agua destilada. Para a analise, foram utilizados 5 corpos de prova, de cada amostra,

com medidas de 25 x 50 mm, conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17 — Corpos de prova para absorgéo de agua

Fonte: Autora, 2023.
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Cinco corpos de prova, de 25 x 50 mm, foram pesados e imersos em 100 mL
de agua destilada durante os tempos de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min, posteriormente,

secos em papel toalha e pesados novamente, conforme apresentado na Figura 18.

Figura 18 — Absor¢éo de agua

Fonte: Autora, 2023.

2.2.6.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura, foi realizada para analisar a morfologia
do material. O ensaio foi realizado na Universidade de Caxias do Sul (UCS), utilizando
um Microscopio Eletrénico de Varredura por Emissao de Campo (FEG-SEM) (Tescan
Orsay Holding MIRA 3 - LMU, Republica Tcheca). A partir do ensaio obteve-se
imagens da superficie e da sec¢ao transversal das amostras Controle, C-MMT-Controle,
C-MMT-24h-B e C-MMT-48h-B.

Para a realizagdo do ensaio, as amostras foram secas em estufa a 105 °C
durante 24 h, cortadas e armazenadas em dessecador durante uma semana. Entao,
foram recobertas por uma fina camada de ouro. As amostras foram submetidas a
aceleracao de 10 kV e foram feitas aproximacdes de 50x para sec¢ao transversal e 5kx

para superficie.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Amido de Mandioca

O amido de mandioca utilizado apresentou teor de umidade médio de 13,8 £
1,74%. A Instrugdo Normativa 23/2005 do MAPA (Ministério de Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento) indica que o teor de umidade do amido de mandioca deve ser menor
que 14%, ou seja, o resultado obtido da anadlise esta conforme o esperado pelo

fabricante.

4.2 Oleo Essencial de Tomilho, argila Cloisite® 30B e argilas modificadas com

6leo essencial

4.2.1 Analise termogravimétrica (TGA)

Os resultados da analise termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTG)
indicam a estabilidade térmica e a temperatura de degradagdo do material. A Figura
19 apresenta as curvas de TGA e DTG do 6leo essencial de Tomilho, e a Figura 20
apresenta a TGA e DTG das argilas modificadas com 6leo essencial de tomilho e
Cloisite® 30B (denominada no trabalho de MMT-ORG).

Figura 19 - TGA do OE-Tomilho
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A curva DTG do OE-Tomilho demonstra que o maior evento de perda de massa
ocorre em 118 °C, ou seja, o0 6leo essencial de tomilho evapora quase totalmente
nesta temperatura. Este resultado é compativel e aproximado com os resultados
encontrados na literatura. O autor Rosa (2016) identificou que o evento de perda de
massa do oleo essencial de tomilho ocorre entre 80 e 150 °C.

Para todas as amostras de argila foram observadas perdas de massa iniciais,
associadas a volatilizagdo da agua absorvida, entre 29 e 60 °C. Observam-se 0s
primeiros picos de perda de massa na MMT-ORG a 287 °C, se comparado as argilas
com incorporagao de Oleo essencial, que obtiveram seus primeiros picos de perdas
de massa em aproximadamente 124 °C, o que pode comprovar que a incorporagao
do dleo essencial de tomilho na Cloisite® 30B foi eficaz.

Os autores Giannakas et al. (2017) demonstraram em seu estudo que, a perda
de massa referente ao 6leo essencial incorporado na Cloisite® 30B ocorre na primeira
etapa de perda de massa, sendo entre 100 e 220 °C, a segunda etapa de degradagéao
da argila com incorporacéo de OE-Tomilho, entre 220 e 500 °C, é referente a perda

de massa do organomodificador da argila organofilica.

Figura 20 - Analise termogravimétrica das argilas estudadas

0,05
100 - —— ORG-MMT 02 100

—— Derivada Massa (%)
1 95
90 4

85

50 150 °C \/

—— MMT-24h-B
—— Derivada Massa (%)

95 4

=

90 + - -0.05

Massa (%)
o
[=}
Derivada Massa (%)
Massa (%)
Derivada Massa (%)

84 “5goc
-0,10
129°C 04
80 284 °C
Bs{29°C
-0,15
754 il 704
70 T T T T T T T -0,3 65 T T T T T T T =0,20
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
0,05 105 0,05
1004 —— MMT-24h-S —— MMT-48h-B
—— Derivada Massa (%) 100 4

—— Derivada Massa (%)

- 0,00 < 0,00

95-1\/\\/‘
0] 54°C 156 °c\

N
29°C

s
[=3
=)
'
=
=}
@

85

Massa (%)

5=
=]

d-01
e 0.10

Derivada Massa (%)
Massa (%)
Derivada Massa (%)

754

s
[}

4 -0.15

704

T T T T T T T -0.20 85
100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

T T T T T T T -0.20
100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Fonte: Autora, 2023.



38

Na Tabela 5 sao apresentados os resultados de perda de massa das amostras
em relacao as temperaturas caracteristicas de perda, sendo de 100 — 200 °C referente

ao 6leo essencial de tomilho e de 200 — 500 °C referente ao organomodificador.

Tabela 5 — Resultados de perda de massa em relagao a temperatura

Amostra MMT- OE- Perda de massa Perda de massa de
ORG (g) Tomilho (g) 100 - 200 °C (%) 200 - 500 °C (%)
MMT-ORG 5 0 0,70 18,53
MMT-24h-B 5 6,25 6,01 20,16
MMT-24h-S 5 6,25 1,51 22,02
MMT-48h-S 5 6,25 7,01 15,98

A partir disso, é observado que as argilas MMT-24h-B e MMT-48h-B obtiveram
resultados positivos em relagéo a incorporagao do OE-Tomilho, sendo observado em
suas perdas de massa, nas respectivas temperaturas, 150 °C e 142 °C. Entretanto, a
argila MMT-24h-S nao obteve resultados positivos em sua incorporagédo, tendo perda
de massa na temperatura 281 °C, devido a auséncia de perda de massa entre 100 e
220 °C, a qual é a faixa de temperatura mais expressiva para perda de massa do 6leo
essencial de tomilho (ROSA, 2016).

O TGA da MMT-ORG apresenta maior perda de massa a 287 e 379 °C, o que
se refere a degradacdo do organomodificador presente na argila organofilica, que
ocorre na primeira etapa de 220 a 450 °C. O segundo periodo de degradagao da
massa ocorreu em 620 °C, que se refere a desidroxilagdo do aluminosilicato, evento
que ocorre acima de 500 °C (HE et al., 2005; SHEN et al., 2007).

4.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 21 apresenta os espectros para o 6leo essencial de tomilho (OE-
Tomilho). As bandas em 506 e 813 cm™' sdo caracteristicas do timol e carvacrol, em
1055 cm™! do fenil para-substituido, em 1372 cm™ da flexdo isopropilmetil, em 1457
cm™ do estiramento C=C anel aromatico, em 2872 e 2958 cm™! do estiramento C-H,

em 3016 cm™! do estiramento C=C, e em 3532 cm™' do grupo OH.
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Figura 21 — FTIR do 6leo essencial de tomilho
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Fonte: Autora, 2023.

As bandas apresentadas no FTIR para o 6leo essencial de tomilho corroboram
com aquelas reportados na literatura, que sdo em ~3400 cm' (grupo OH), entre 3100
e 3000 cm" (estiramento C=C), entre 3000 e 2800 cm™' (estiramento C-H), entre 1600
e 1400 cm™ (estiramento C=C anel aromatico), entre 1380 e 1360 cm™' (flexdo
isopropilmetil), entre 1055 a 1019 cm (fenil para-substituido) e outras bandas
caracteristicas do timol e carvacrol, como 807, 837, 862, 945 e 1044 cm™’
(GIANNAKAS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021). A comparacéo entre o FTIR
realizado para a amostra estudada e as bandas reportadas na literatura, comprovam
que o Oleo essencial utilizado no trabalho era tomilho.

4.2.3 Difragao de raios-X (DRX)

Os resultados para a difragdo de raios-X (DRX) das argilas estudadas é
apresentado na Figura 22. Analisando a amostra ORG-MMT, pode-se observar a
presenca do pico caracteristico da argila Cloisite® 30B estudada. Com a incorporagao

de dleo essencial, ndo houve uma alteragao significativa nestes valores.
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Figura 22 — DRX das amostras de MMT
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Fonte: Autora, 2023.

Na Figura 22 observa-se que os picos se deslocaram para maiores valores,
sendo um indicativo de diminui¢ao do espagamento basal, ou seja, espagamento entre
as lamelas da argila, deslocamento de pico da curva sugere a aglomeragédo de
moléculas de 6leo essencial de tomilho na parte externa das moléculas da argila,
indiciando que o 6leo essencial possivelmente esta presente na superficie, e ndo entre
as camadas da argila, o que pode confirmar que o 6leo foi adsorvido (BARBOSA et
al., 2012; COELHO, SANTOS, 2007). Essa diminui¢do de espagamento basal também
pode estar relacionada a secagem da argila, acarretando na remog¢ao de agua
interlamelar, que pode ter ocorrido durante o processo de evaporagao e adsorcao
(BARBOSA et al., 2012).

4.2.4 Concentragao minima inibitéria (MIC) e Concentragdo Bactericida Minima
(MBC)

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam os resultados para a concentragdo minima
inibitéria (MIC) e concentracéo bactericida minima (MBC) frente aos microrganismos
Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Choleraesuis, Staphylococcus aureus e

Escherichia coli, respectivamente.
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Tabela 6 — Concentragdo minima inibitéria (MIC) e Concentragéo bactericida minima (MBC) para o

microrganismo Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Choleraesuis.

Data do ensaio Bactéria MIC (%) MBC (%)
17/05/2023 Salmonella enterica 3,125 6,25
17/05/2023 subsp. Enterica serovar 3,125 6,25
18/05/2023 Choleraesuis ATCC 3,125 6,25
18/05/2023 10708 6,25 12,5

Tabela 7 - Concentragdo minima inibitéria (MIC) e Concentragéo bactericida minima (MBC) para o

microrganismo Staphylococcus aureus

Data do ensaio Bactéria MIC (%) MBC (%)
17/05/2023 12,5 25
17/05/2023 Staphylococcus aureus 12,5 25
18/05/2023 ATCC 6538 12,5 25
18/05/2023 12,5 25

Tabela 8 - Concentragdo minima inibitéria (MIC) e Concentragéo bactericida minima (MBC) para o

microrganismo Escherichia coli

Data do ensaio Bactéria MIC (%) MBC (%)
17/05/2023 25 50
17/05/2023 Escherichia coli 12,5 25
18/05/2023 ATCC 11229 3,125 6,25
18/05/2023 3,125 6,25

As analises foram realizadas para patégenos alimentares devido a intengéo do
estudo de criar compdsitos com objetivo de uso em embalagens alimenticias, com
isso, necessitando possuir agdo antibacteriana para os patdégenos alimentares
comuns para infecgdes bacterianas no organismo humano.

A resposta antimicrobiana contra bactérias patogénicas de origem alimentar
pode ser atribuida a natureza fendlica dos 6leos essenciais. Os mecanismos de agao
referem-se a capacidade dos compostos fendlicos de alterar a permeabilidade da
célula microbiana, danificando as membranas citoplasmaticas, o que resulta em morte
celular (BAJPAI et al., 2012; HEBERLE et al., 2016).
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Analisando os dados reportados nas tabelas 5, 6 e 7, pode-se perceber que a
bactéria Staphylococcus aureus apresentou maiores resultados de concentragao
minima inibitéria (12,5%). De acordo com a literatura, as bactérias gram-positivas, tais
como Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, sao mais
susceptiveis aos 6leos essenciais comparado as bactérias gram-negativas, tais como
Escherichia coli e Salmonella enteritidis, isso pode ocorrer devido a interagao direta
das membranas das células com componentes hidrofébicos dos 6leos (CALO et al.,
2015; HEBERLE et al., 2016).

A Escherichia coli é da familia de bactérias Enterobacteriaceae, sao Gram-
negativos em forma de bacilos, anaerdbio facultativo. O Staphylococcus aureus, € do
género Staphylococcus e filo Firmicutes, € um microrganismo Gram-positivo,
anaerobio facultativo e se apresenta em forma de cocos, e é a espécie mais
significativa pelo fato de ser patogénica. A enterotoxina produzida pelo
Staphylococcus aureus € uma das grandes causadoras de intoxicagbes alimentares
(CONTRUCCI et al., 2019; DIEMER, 2016; FREIRE et al., 2014; TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

Os dleos essenciais sdo conhecidos por terem grande potencial antibacteriano,
isso devido a sua composi¢cao, incluindo compostos aromaticos e terpénicos. Os
mecanismos de agao dos compostos naturais frente aos microrganismos patogénicos
estao relacionados a desintegragdo da membrana citoplasmatica, desestabilizagao da
forga motora do préton, fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulagado do conteudo
celular (CONTRUCCI et al., 2019; FREIRE et al., 2014; SAVIUC et al., 2016).

4.3 Argilas

Apods a incorporagao de oleo essencial na MMT-ORG, essas argilas foram
armazenadas em frascos vedados, para evitar a absor¢céo de umidade. Na Figura 23
pode-se observar a diferenga visual entre as argilas MMT-24h-B e MMT-48h-B, que
pode ser observado pela coloracdo mais escurecida da MMT-48h-B. Essa diferenca
visual induz a percepcado de que a argila MMT-48h-B obteve maior incorporagdo do
Oleo essencial, o que pode ser comprovado com as analises de TGA, DRX e difusao

em disco.
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Figura 23 — Amostras MMT-24h-B e MMT-48h-B

Fonte: Autora, 2023.

4.3.1 Anadlise microbioldgica por difusao em disco

As argilas submetidas a analise microbiolégica por difusdo em disco séo
apresentadas na Figura 24, as quais foram a MMT-ORG, MMT-24h-B, MMT-24h-S e
MMT-48h-B.

Figura 24 — Amostras de argila durante a analise microbiolégica

Fonte: Autora, 2023.

A partir do ensaio de difusdo em disco, € possivel observar um halo, ou seja,
afastamento de coldnias, das amostras de argila modificada com 6leo essencial, se
comparada a MMT-ORG, além de observar-se maior halo na MMT-24h-B comparando

com a MMT-24h-S, que significa um melhor resultado em relagdo a inibigdo dos

microrganismos, observando a Figura 25. Porém, a quantidade de d6leo essencial
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incorporada na argila nédo € suficiente para considerar que tera efeito antibacteriano
na argila.

A concentragao minima inibitéria do OE-Tomilho, apresentada anteriormente,
demonstra que a porcentagem necessaria de incorporagao é de 12,5%, para inibir os
dois microrganismos utilizados na analise, escherichia coli e coliformes totais, a

porcentagem de 6leo essencial incorporada nas argilas foi menor do que o necessario.

Figura 25 — Analise antibacteriana amostras argila.
(a) MMT-ORG; (b) MMT-24h-B; (c) MMT-24h-S; (d) MMT-48h-B

Fonte: Autora, 2023.
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4.4 Compoésitos

Os compésitos foram feitos em moldes de 11 x 11 cm e a Figura 26 apresenta
a aparéncia final das amostras de compésito. Visualmente, a olho nu, observa-se que
as amostras Controle e C-MMT-Controle possuem poros menores, se comparado as
amostras com a incorporacdo de 6leo essencial de tomilho. Também é possivel
observar diferengcas nas coloracbes das amostras, que foram causadas pela

incorporagao do 6leo essencial de tomilho.

Figura 26 — Compésitos com MMT modificada com OE-Tomilho
(a) Controle; (b) C-MMT-Controle; (c) C-MMT-24h-B; (d) C-MMT-24h-S; (e) C-MMT-48h-B

Fonte: Autora, 2023.

4.4.1 Absorgao de agua

A absorgao de agua nos compdésitos pode ser observada devido a dois fatores,
sendo eles a quantidade e tamanho de poros do material analisado ou a caracteristica
hidrofilica do amido de mandioca. Porém, por meio desta analise, ndo & possivel

identificar qual o fator que favoreceu a absor¢cdo de agua prevaleceu nas amostras
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(VERCEHEZE et. al, 2012). A Figura 27 apresenta as curvas de absor¢cédo de agua

observado nos compasitos.

Figura 27 — Absorcao de agua dos compasitos
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Fonte: Autora, 2023.

Entre os compdsitos analisados, o C-MMT-24h-B foi o que obteve menores
resultados de absor¢cdo de agua ao longo do experimento, de 41,84 + 7,7 (g de
agua /100 g de sélidos) no primeiro minuto e de 229,41 £+ 56,79 (g de agua/ 100 g de
sélidos), no final do experimento. O compdsito C-MMT-24h-S foi 0 que obteve menor
desvio padréo entre as médias de absor¢do de agua ao longo do experimento,
117,38 £ 3,66 (g de agua / 100 g de sdlidos) no primeiro minuto e 281,29 + 16,92 (g
de agua/ 100 g de sélidos), no final do experimento.

Entre as formulagdes de compésitos analisadas, a C-MMT-24h-B foi a que
absorveu menos agua durante a analise, enquanto a amostra C-MMT-48h-B absorveu
mais agua. Comparando-se a amostra controle e a amostra com a adi¢ao de Cloisite®
30B, houve maior absor¢cdo de agua na amostra com argila C-MMT-Controle,

principalmente nos 10 primeiros minutos do experimento, ou seja, a adigao de argila
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pode ter levado ao aumento da capacidade de absorgcdo, porém, essa analise esta
compativel com os estudos encontrados na literatura. Por exemplo, Matsuda e
colaboradores (2013) analisaram amostras de amido de mandioca contendo e nao
contendo argila, e ao final do experimento observaram que as amostras contendo
argila apresentaram menor capacidade de absorgdo de agua, comparada a amostra
controle.

Entretanto, comparando-se a amostra C-MMT-Controle e as amostras com
incorporagdao de OE-Tomilho, C-MMT-24h-B e C-MMT-48h-B, obteve-se menor
capacidade absor¢cdo de agua nas amostras contendo argila incorporada com OE-
Tomilho, principalmente nos 10 primeiros minutos do experimento. Os compadsitos
apresentam alta porosidade, o que afetou o resultado da absorgao de agua.

A massa de material utilizada para prensar o compésito € um fator que pode
ser aprimorado, com testes para saber qual a quantidade exata para que a absor¢ao

de agua seja menor.

4.4.2 Anadlise termogravimétrica (TGA)

Os resultados da analise termogravimétrica (TGA) e da sua derivada (DTG),
foram utilizados para analisar a estabilidade térmica e a temperatura de degradagao
dos compositos. Na Figura 28 sao apresentadas as curvas de TGA e DTG dos
compositos.

Para todas as amostras de compdsito foram observadas perdas de massa
iniciais, associadas a volatilizagcdo da agua adsorvida e superficial. Observa-se que
para todas as amostras ha um pico de perda de massa de aproximadamente 330 °C,
que séo referentes a degradagao das unidades de anidroglicose da matriz. O amido
de mandioca € o material com maior presencga na formulacido do compésito, e devido
aisso, € o constituinte que mais afeta a estabilidade térmica do compdsito (MACHADO,
2020).

Observa-se que nao ha diferenga significativa entre os compdsitos com e sem
OE-Tomilho, o que pode indicar que a incorporacao do OE-Tomilho nos compdsitos
nao afeta a estabilidade térmica e a temperatura de degradagao deles. O compdsito
foi prensado a uma temperatura de 130 °C, temperatura maior que a de degradacéao
do OE-Tomilho, apresentado no TGA da Figura 19, o que comprova que grande parte

do oleo essencial foi perdido no processo. Para melhorar este resultado, sera
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necessario um estudo mais aprofundado para a temperatura de preparacdo do
composito e para a incorporagao do 6leo essencial, de forma que se obtenha menor
perda. Ao final do experimento, os compdsitos apresentaram massa residual na faixa
de 5 a 10%, essa massa residual significa que o compédsito ndo se degradou

completamente, e isso ocorre devido aos materiais inorganicos incorporados.

Figura 28 — TGA das amostras de compdsito
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Fonte: Autora, 2023.

4.4.3 Difragao de raios-X (DRX)

A andlise de difragdo de raios-X (DRX) para os compdsitos € apresentada na
Figura 29. A partir dos resultados de DRX ¢é possivel verificar um aumento nos valores
de 2 theta, para as amostras contendo argila modificada com o6leo essencial, em
relagdo a amostra controle, que possui apenas a argila Cloisite® 30B. Maiores valores
para 2 theta sdo um indicativo de diminui¢ao da altura das galerias da argila, e de uma
tendéncia de aglomeragao destas no compdsito (COELHO; SANTOS, 2007). A

aglomeracao de argila podera ser observada nas microscopias dos compositos.



Figura 29 — DRX das amostras de compdésito
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Fonte: Autora, 2023.

4.4.4 Microscopia de Varredura (MEV)

Na Figura 30 sao apresentadas as micrografias da secgéo transversal das

amostras de compdésitos, com aumento de 50 vezes. Em todas as formulagbdes séo

observados vazios, que sdo resultantes da etapa de evaporagdo da agua, o que
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comprova que ocorreu a expansao do material, ja que a agua foi utilizada também
como agente de expansao. Nas amostras de compdésito € possivel verificar as células
grandes de ar no centro e uma camada externa constituida por células pequenas de

ar.

Figura 30 — MEV da sec¢ao transversal das amostras de compdsito com aumento de 50x
(a) Controle; (b) C-MMT-Controle; (c) C-MMT-24h-B; (d) C-MMT-48h-B
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Fonte: Autora, 2023.
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A camada externa € mais densa, uma estrutura denominada de sanduiche, é
encontrada na literatura, nos artigos de Matsuda e colaboradores (2013) e Verceheze
e colaboradores (2012), e é caracteristica de compdsitos a base de amido obtidas por
meio de termoformagem, isso ocorre devido a nao expansao do material, que esteve
diretamente em contato com o molde aquecido, e desta forma, seca em velocidade
maior que o centro do compadsito.

A camada interna do compdsito possui uma estrutura com maiores células ar
do centro da amostra, que se formaram devido a saida de vapor de agua do compadsito,
nessa estrutura comprova-se que houve expansao do material devido a agua utilizada.

Na Figura 31 sdo apresentadas as micrografias da superficie das amostras de
compositos, com aumento de 50.000 vezes. Nas formulagdes contendo argila, C-
MMT-Controle, C-MMT-24h-B e C-MMT-48h-B pode-se observar os aglomerados de
argila, demonstrando que argila € incorporada no compdsito em forma de pequenos
aglomerados, corroborando com resultados do DRX. A amostra controle n&o deve
apresentar aglomerados de amido ou outro material, 0 que demonstra que contém

sujidades em sua superficie.

Figura 31 - Microscopia eletrénica de varredura da superficie das amostras com aumento de 5kx
(a) Controle; (b) C-MMT-Controle; (c) C-MMT-24h-B; (d) C-MMT-48h-B
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4.4.5 Anadlise microbiologica

A partir do ensaio de difusdo em disco observou-se que as amostras de
composito foram atacadas pelas col6nias de bactérias, o que pode ser visto na Figura
32. Este resultado inesperado ocorreu devido a quantidade de O6leo essencial
incorporada na argila e compdésitos nao ser suficiente para considerar que o efeito
antibacteriano no compésito, conforme a concentragdo minima inibitéria, deveria ser
incorporado uma porcentagem maior. Outro fator que levou a baixa incorporacéao de
Oleo essencial no compdésito foi o processamento de termoformagem, que ocorreu a
uma temperatura de 130 °C, como visto na Figura 19, o OE-Tomilho evapora quase

totalmente entre 118 e 150 °C, levando a perda de éleo essencial durante o processo.

Figura 32 — Difusdo em disco das amostras de compdsitos
(a) Controle; (b) C-MMT-Controle; (c) C-MMT-24h-B; (d) C-MMT-24h-S; (e) C-MMT-48h-B




Fonte: Autora, 2023.
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5 CONCLUSOES

Com este trabalho conclui-se que a metodologia de evaporagédo-adsorgao na
incorporagao de oleo essencial na argila montmorilonita organicamente modificada
necessita aprimoramentos, a utilizacdo de metodologia mantendo mais tempo de
incorporacao em estufa apresentou melhores resultados de incorporacdo. Porém, a
partir dos resultados das analises de concentracdo minima inibitéria (MIC) e
concentracao Bactericida Minima (MBC), observou-se que existe a necessidade de
maior quantidade de 6leo essencial nas amostras, para que possa ser considerada
antibacteriana.

Os compositos ndo apresentaram a agao antibacteriana esperada, o que
ocorreu devido a dois fatores, o primeiro fator & devido aos resultados de MIC e MBC,
0s quais comprovaram a necessidade de pelo menos 12,5% de incorporacéo de dleo
essencial nas amostras, para que o 6leo conseguisse inibir as coldnias de bactérias
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, o que pelo método de evaporacgéao-
adsorcado ndo conseguiu-se a eficiéncia esperrada; e o segundo fator € devido a
temperatura utilizada na termoformagem do compadsito, de 130 °C, pois o TGA do OE-
Tomilho comprovou que ele se degrada quase totalmente a 118 °C.

Contudo, essas analises com resultados inesperados irdo auxiliar na pesquisa
e aprimoramento de estudos futuros que irdo ocorrer futuramente neste projeto de

pesquisa.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As amostras podem ser aprimoradas a partir da analise de quantidade de
massa para prensar no molde, para que a amostra apresente menor quantidade de
poros, diminuindo a absor¢ao de agua do material.

As amostras precisam ser aprimoradas em relacdo a quantidade de o6leo
essencial de tomilho incorporado no compdsito, pode-se estudar uma melhor

metodologia para essa incorporagao.
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