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RESUMO

A industria de embalagens de alimentos tem buscado atender as demandas
crescentes de mercado por materiais sustentaveis e ativos. Nesse cenario, a utilizacao
de amido se torna promissora, especialmente quando combinado a 6leos essenciais,
que podem apresentar propriedades antimicrobianas e antifingicas. Entretanto, a
volatilidade dessas substancias se apresenta como um desafio. Sendo assim, este
estudo objetivou avaliar duas metodologias de incorporacdo do 6leo essencial de
tomilho em espumas de amido de mandioca, através da caracterizacdo quanto as
propriedades fisicas, quimica, morfol6gica, mecéanica, térmicas e microbiologicas. Em
um primeiro momento, o 6leo essencial foi caracterizado quanto as concentracdes
inibitéria minima e bactericida minima. Posteriormente, foi incorporado em argila
montmorilonita sédica, através do método de emulséo. Entdo, as espumas de amido
foram produzidas por termoformagem. A adicdo de 6leo essencial ocorreu através da
incorporacao do hibrido de argila na formulacéo e da aplicacdo dessa substancia na
superficie das espumas. Foram verificadas concentracfes inibitoria e bactericida
minima de 12,5 e 25 %(v/v), respectivamente. A maior quantidade de 6leo essencial
incorporado (~18,88% %(m/m)) foi reportado para a amostra de argila produzida com
Tween 80. Através de andlise termogravimétrica foi verificada a perda de parte do 6leo
essencial, guando simuladas as condicfes de processamento da espuma. Entretanto,
a presenca dessa substancia foi detectada na espuma contendo o hibrido através de
FTIR, apds a termformagem. Quando comparadas as técnicas de incorporacao, a
espuma contendo o hibrido apresentou maior estabilidade térmica. No entanto, a
amostra na qual o 6leo essencial foi aplicado na superficie (25% (m/m)) apresentou
células de ar menores e mais fechadas, maior resisténcia ao impacto e menor taxa de
absorcédo. Na analise microbiologica, essa amostra apresentou zonas de inibicdo de
2,82 +0,22;2,85+0,15e 2,39 + 0,22 cm contra S. aureus e S. enterica e E. coli. Os
resultados obtidos nas analises mecanica, morfolégica, térmica e fisicas sugerem que,
a presenca de 6leo essencial entre as lamelas da argila influenciou a interagdo entre
o0 amido e a argila. Portanto, entre os métodos analisados, a aplicacdo na superficie
foi 0 mais eficaz, sendo uma alternativa promissora para aplicacdo em embalagens

para alimentos, especialmente para produtos contendo baixo teor de agua.

Palavras-chave: Espumas de Amido, Oleo Essencial, Embalagens Ativas.



ABSTRACT

The packaging industry has been striving to meet the increasing market demands for
sustainable and active materials. In this scenario, the use of starch becomes promising,
especially when combined with essential oils, which have antimicrobials and
antifungals properties. However, the volatility of these substances represents a
challenge. Therefore, this study aimed to evaluate two methods of incorporation of
thyme essential oil into cassava starch foams, focusing on the characterization of their
physical, chemical, morphological, mechanical, thermal, and microbiological properties.
Initially, the minimum inhibitory and minimum bactericidal concentrations of the
essential oil were determined. Then, this substance was incorporated into sodium
montmorillonite clay, using the emulsion method. After that, the starch foams were
produced by mixing with a magnetic stir, followed by the thermoforming. The addition
of the essential oil occurred through the incorporation of the clay hybrid in the
formulation and the application of this substance on the surface of the foams. Minimum
inhibitory and bactericidal concentrations of 12,5 e 25 % (v/v), respectively, were
verified. The highest amount of incorporated essential oil (~18,88% %(m/m)) was
reported for the clay sample produced with Tween 80. The loss of part of the essential
oil was verified through the thermogravimetric analysis, when simulate the starch foam
processing conditions. However, the presence of this substance was detected in the
foam containing the hybrid through FTIR, after thermoforming. When comparing the
incorporation techniques, the foam containing the hybrid showed greater thermal
stability. Nonetheless, the sample in which the essential oil was applied to the surface
(25% (m/m)) presented smaller and more closed air cells, greater impact resistance,
and lower water absorption rates. In the microbiological analysis, this sample
presented inhibition zones of 2,82 £ 0,22; 2,85 + 0,15, and 2,39 + 0,22 cm against S.
aureus, S. enterica and E. coli. The results obtained in the mechanical, morphological,
thermal and physical analyzes suggest that the presence of essential oil between the
clay lamellae influenced the interaction between starch and clay. Therefore, among
the methods analyzed, surface application was the most effective, being a promising
alternative for application in food packaging, especially for products containing low

water content.

Keywords: Starch Foams, Essential Oil, Active Packaging.
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1 INTRODUCAO

A constante evolucdo das embalagens de alimentos esta diretamente
associada as necessidades de mercado (YILDIRIM et al., 2017), que estao priorizando
alimentos com maior vida Util, preservacdo das caracteristicas sensoriais, reducao de
desperdicios, seguranca alimentar e sustentabilidade (ABDOLLAHZADEH,;
NEMATOLLAHI; HOSSEINI, 2021; FLOREZ et al., 2022; YILDIRIM et al., 2017).
Sendo assim, para o cendrio atual, o desenvolvimento de materiais ativos e
sustentaveis se mostra promissor.

Devido a isso, 0 amido vem sendo estudado como uma alternativa na producéo
de embalagens para alimentos, principalmente diante dos desafios ambientais
associados ao poliestireno expandido (EPS), material comumente utilizado na
producao de bandejas (GIL-JASSO et al., 2019; GIL-JASSO et al., 2022). Entretanto,
devido as limitagcBes que as espumas de amido apresentam em relacdo as suas
propriedades mecanicas e de absorcdo de agua, a adicdo de outros aditivos e
substancias foram investigadas, incluindo particulas inorganicas, como argila
montmorilonita modificada organicamente (Cloisite® 30B e Cloisite®10?) (MATSUDA
et al., 2013) e a argila montmorilonita sédica (Cloisite®Na*) (VERCELHEZE et al.,
2012).

Com o intuito de aliar a sustentabilidade a seguranca alimentar, os 6leos
essenciais (OEs) vém sendo estudados como componentes ativos, devido as suas
propriedades antimicrobianas, antifingicas, antivirais e antioxidantes (BASSOLE;
JULIANI, 2012). Ja foi investigada a eficacia antimicrobiana dos 6leos essenciais de
cravo (DEBIAGI et al., 2014), orégano (CRUZ-TIRADO et al., 2020; DEBIAGI et al.,
2014; TROUNGCHUEN et al., 2017) e tomilho (CRUZ-TIRADO et al., 2020) em
espumas de amido. A adicdo dessas substancias foi feita através de dois métodos:
adicao direta na formulacdo (CRUZ-TIRADO et al.,, 2020; DEBIAGI et al., 2014;
KETKAEW et al., 2018; TROUNGCHUEN et al., 2017) e aplicacdo na superficie do
material pronto (DEBIAGI et al., 2014).

Entretanto, a utilizacao de 0leos essenciais apresenta uma limitacdo, associada
a volatilidade desses constituintes, especialmente quando submetidos as condi¢tes
de processamento das espumas de amido. Debiagi e colaboradores (2014)
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verificaram perdas na atividade antimicrobiana dos OEs, quando submetidos & essas
condi¢cbes (CRUZ-TIRADO et al., 2020; KETKAEW et al., 2018; TROUNGCHUEN et
al., 2017). Sendo assim, quando comparadas, a técnica de adicdo de OE na superficie
da espuma se mostrou mais promissora em relacdo a adi¢éo direta na formulacao
(DEBIAGI et al., 2014).

De forma a contornar os desafios associados a volatiidade dos oleos
essenciais, foram estudadas estratégias para sua estabilizacdo. Entre elas, a
combinagdo dessas substancias com minerais argilosos, como montmorilonita
(AGOUGUI et al., 2022; NAGY et al., 2013) e haloisita (HENDESSI et al., 2017,
OLIVEIRA, 2022), visando reduzir a volatilizacdo e controlar a liberacdo dos
compostos ativos (OLIVEIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2020; TORIN et al., 2017).
Entretanto, a adicdo desses hibridos foi avaliada apenas em filmes poliméricos e ndo
em espumas de amido.

Tendo como base as informacfes ja apresentadas, este estudo se propés a
aprimorar e comparar dois métodos para o desenvolvimento de espumas ativas a
base de amido de mandioca e 6leo essencial de tomilho (OET), com o intuito de
superar os desafios técnicos observados em estudos anteriores e aumentar a eficacia
antimicrobiana desses materiais, visando também atender as demandas atuais por
embalagens mais sustentaveis. Para isso, foram produzidas espumas ativas atraves
de duas técnicas: aplicacdo na superficie e incorporacdo de hibrido de argila
montmorilonita sédica (NaMt), contendo OET.

Em um primeiro momento, o 6leo essencial de tomilho foi caracterizado quanto
as concentragdes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM). Em uma
segunda etapa, foi feita a modificagao da argila NaMt e foi avaliada a sua incorporacgéo
do OET, através de analise termogravimeétrica (TGA), espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) e difracéo de raios X (DRX). Na terceira etapa,
foram desenvolvidas e analisadas as formulagdes das espumas de amido, com o
intuito de investigar seu comportamento quando submetidas as condi¢cbes de
processamento. Por fim, as espumas de amido foram produzidas e caracterizadas
quanto as propriedades fisicas, quimica, morfolégica, mecanica, térmicas e

microbioldgicas.
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1.1 Justificativa e problema

Atualmente, a industria de embalagens para alimentos vem priorizando o
desenvolvimento de materiais sustentiveis e ativos. Nesse sentido, a combinacao
das espumas a base de amido de mandioca as propriedades ativas do 6leo essencial
de tomilho, mostra-se uma alternativa promissora.

No entanto, os 6leos essenciais sdo substancias volateis e podem ter suas
propriedades antimicrobianas comprometidas durante a etapa de termoformagem das
espumas, que ocorre em temperaturas elevadas. Devido a isso, foi observada a
necessidade de avaliar e comparar os efeitos de dois métodos de adicdo de 6leo
essencial nas propriedades fisicas, quimica, morfolégica, mecanica, térmicas e
microbiolégicas de espumas de amido. Entre eles, a adicdo de um hibrido de dleo
essencial de tomilho, Tween 80 e argila montmorilonita sodica, cuja atividade
antimicrobiana s6 foi avaliada previamente em filmes poliméricos; e a aplicacdo de
Oleo essencial na superficie das espumas, que se mostrou eficaz anteriormente,

quando comparada a técnica de adicdo direta.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar duas metodologias para a producdo de espumas ativas a
base de amido de mandioca e 6leo essencial de tomilho através da caracterizagéo

das propriedades fisicas, quimica, morfolégica, mecéanica, térmicas e microbiolégicas.

1.2.2 Objetivos especificos

- Determinar as capacidades inibitéria e bactericida minimas do 6leo essencial de
tomilho;

- Avaliar a incorporacao de 6leo essencial de tomilho em argila montmorilonita;

- Avaliar as propriedades das espumas de amido de mandioca desenvolvidas
quanto a incorporagdo de 6leo essencial de tomilho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMIDO

O amido é o carboidrato de reserva alimentar predominante nas plantas
superiores (BEMILLER, 2019; PEREZ; AGAMA-AZEVEDO, 2017), estando presente
nas folhas de todas as plantas verdes e na maioria das sementes, frutos, caules,
raizes e tubérculos (ROBYT; FRASER-REID; TATSUDA, 2008). Considerado uma
das principais fontes de energia para manter a vida (CARVALHO, 2013), esse
biopolimero é produzido nos cloroplastos, durante a fotossintese, e utilizado no
processo metabdlico da planta (PEREZ; AGAMA-AZEVEDO, 2017). Aléem de ser
essencial para a dieta humana, fornecendo cerca de 70 a 80% das calorias que séao
consumidas pelos humanos do mundo inteiro (BEMILLER, 2019), o amido é
empregado em inUmeras aplicacdes nao-alimenticias, tais como: producdo de cola
para papel e madeira (CARVALHO, 2013).

Entre as suas principais vantagens, estdo a rapida biodegradacéao, baixo-custo,
a ndo-toxicidade e a abundancia (YU; CHEN; JIAO, 2021). Em 2020, a produc&o
mundial desse biopolimero foi estimada entre 88,1 e 97,7 milhdes de toneladas, sendo:
75% do milho, 14% da mandioca, 7% do trigo e 4% da batata. A China e os Estados
Unidos foram considerados os maiores produtores de amido de milho, enquanto a
Tailandia foi considerada a maior produtora de amido de mandioca (VILPOUX;
SILVEIRA JUNIOR, 2023). Em 2021, a Mordor Intelligence avaliou o mercado global
de amidos industriais em US$ 51,496,8 milhdes, prevendo uma taxa de crescimento
anual de 5,4% até 2027.

O amido se trata de um homopolissacarideo, cuja unidade basica é a glicose
(PEREZ; AGAMA-AZEVEDO, 2017), e que ocorre naturalmente na forma de granulos
(BEMILLER, 2019). Esse biopolimero é formado por dois componentes principais: a
amilose e a amilopectina (Fig. 1) (BOBBIO; BOBBIO, 1995; PEREZ; AGAMA-
AZEVEDO, 2017).

A amilose, uma molécula polimérica linear com poucas ramificacbes, €

constituida por unidades de glicose unidas por ligag6es glicosidicas a-1,4, que formam
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unidades de maltose (BEMILLER, 2019; BOBBIO; BOBBIO, 1995; PEREZ; AGAMA-
AZEVEDO, 2017).

Figura 1 - Estruturas da (a) amilose e (b) amilopectina.
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Fonte: adaptado de Xie e colaboradores (2014, p. 5).

Ja a amilopectina, altamente ramificada, é formada por unidades de glicose
ligadas em a-1,4 na secéo linear, com cadeias de glicose ligadas em a-1,6, formando
unidades de maltose e de isomaltose nos pontos de ramificacdo (BOBBIO; BOBBIO,
2001; PEREZ; AGAMA-AZEVEDO, 2017). A proporcéo de ligacdes 1,6 € 1,4 é de 1:20
e o0 tamanho das cadeias laterais é variavel (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

A morfologia dos granulos, o grau de polimerizagdo da amilose e da
amilopectina e o teor dos constituintes variam de acordo com a espécie vegetal e a
parte da planta da qual sdo extraidos (BEMILLER, 2019; CARVALHO, 2013). De
acordo com Perez e Agama-Azevedo (2017), o teor de amilose varia de 25 a 30%,
nos amidos normais, enquanto o contetdo de amilopectina varia de 70 a 75%. J& para
0s amidos cerosos, o teor de amilopectina € mais elevado (98-99%). No Quadro 1
sao apresentados o tamanho, forma e teor de amilose de alguns amidos de diferentes
espécies botanicas.

Os rearranjos da amilose e da amilopectina sédo responsaveis pela formacéao

das zonas amorfas e cristalinas dos granulos de amido (DONMEZ et al., 2021). A zona
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amorfa € menos ordenada e formada através da interacao entre cadeias de amilose a
amilopectina (DONMEZ et al., 2021). J4 a regido cristalina é mais compacta, devido
as duplas hélices formadas pelas cadeias de amilose (BULEON et al.,1998; DONMEZ
et al., 2021; PEREZ; AGAMA-AZEVEDO, 2017), correspondendo a 30-45% do
granulo (ELIASSON, 2010).

Quadro 1 - Tamanho, forma e teor de amilose de granulos de amido de acordo com a espécie

vegetal.
Fonte botanica Diametro Conteudo de amilose Forma
(mm) (% em massa)
Milho 5-25 28 Poliédrica
Milho ceroso 5-25 ~0 Poliédrica
Mandioca 5-35 16 Semiesférica
Batata 15-100 20 Elipsoidal

Fonte: adaptado de Carvalho (2013, p. 131).

Embora seja praticamente insollivel em agua fria, absorvendo até 30% da sua
massa (BOBBIO; BOBBIO, 2001), quando os granulos de amido sado aquecidos com
excesso de agua ou outro solvente que forme pontes de hidrogénio (CARVALHO,
2013), absorvem volumes muito superiores (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

Em uma faixa de temperatura especifica para cada amido ocorre o
intumescimento irreversivel dos granulos, devido ao rompimento das ligacbes de
hidrogénio em regides amorfas e a absorcédo da agua (BEMILLER, 2019). Enquanto
isso, ocorre a dissolucdo e lixiviagdo de uma parte da amilose com menor massa
molecular (BOBBIO; BOBBIO, 1995; CARVALHO, 2013). Toda a agua presente no
sistema ou se liga as cadeias de amilose e amilopectina ou permanece presa nos
espacos intergranulares, formando uma solugdo com a amilose, o que leva ao
aumento da viscosidade da mistura (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Os cristais de amido
se fundem (CARVALHO, 2013) e, nesta etapa, as cadeias laterais hélice-hélice se
dissociam e, em seguida, se desenrolam (LI, 2022, p. 2). Na Fig. 2 € apresentada uma

representacdo esquematica deste processo.
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Figura 2 - Representa¢édo do mecanismo de gelatinizacdo do amido.
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Fonte: adaptado de Remsem e Clark (1978, p. 43).

O processo de gelatinizacdo, que ocorre acima da temperatura inicial de
gelatinizagéo, transforma a estrutura semicristalina do amido em uma estrutura
desordenada (BEMILLER, 2019; XIE et al., 2014). J& a retrogradacdo se trata da
reorganizacdo da estrutura para um estado mais ordenado e estavel (CHANG et al.,
2021). Este processo é afetado por inumeros fatores, tais como: o teor dos
constituintes do granulo, incluindo amilose e amilopectina, além de agua, lipidios,
proteinas, carboidratos e ions de sais; parametros empregados no processo, incluindo
temperatura e tempo (CHANG et al., 2021).

2.2 ARGILAS

Consideradas elementos importantes em processos geoldgicos (MORENO-
MAROTO; ALONSO-AZCARATE, 2018), as argilas também s&o amplamente
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utilizadas em industrias de ceramica, papel, embalagens, plasticos e no controle de
inUmeros processos ambientais (WORASITH; GOODMAN, 2023).

De ocorréncia natural, podem ser constituidas por um ou mais minerais
argilosos, denominados argilominerais (BERGAYA; JABER; LAMBERT, 2011), além
de matéria organica e de minerais associados, como carbonatos, feldspatos e quartzo,
juntamente com os (hidro)oxidos de ferro e aluminio (BERGAYA; LAGALY, 2006;
GUGGENHEIM; MARTIN, 1995). Em relacédo ao tamanho de particula das argilas, os
sedimentologistas o consideram como inferior a 4 um, ja os geélogos adotam um valor
<2 pm e as ciéncias coloidais <1 um (GUGGENHEIM; MARTIN, 1995; MORENO-
MAROTO; ALONSO-AZCARATE, 2018).

Com a adicdo de um teor adequado de agua muitas argilas apresentam
comportamento plastico, mas quando secas ou queimadas ficam rigidas
(GUGGENHEIM; MARTIN, 1995). A plasticidade € influenciada por inUmeros fatores,
como a composicdo quimica e a forma como as particulas estdo agregadas
(BERGAYA,; LAGALY, 2006). Nas industrias de ceramica, essa propriedade é
mensurada através da agua de plasticidade, enquanto na engenharia é adotado o
indice de plasticidade (BERGAYA; LAGALY, 2006).

De acordo com critérios geoldgicos, tecnolégicos e comerciais, 0s tipos de
argilas existentes sdo: residual, sedimentar, expansivel, plastica, absorvente,
refrataria, nanoargila, comercial especial e comercial comum (RAUTUREAU et al.,
2017). Industrialmente, podem ser classificadas como: bentonitas, caulins, sepiolitas
e comuns (BERGAYA; LAGALY, 2006).

2.2.1 Argilominerais

Os argilominerais séao silicatos de aluminio hidratados, que contém outros
elementos, como aluminio, ferro, magnésio, potassio e sédio (PEREIRA, 2003), e
pertencem a classe dos filossilicatos (BERGAYA; LAGALY, 2006). Ou seja, suas
camadas sado constituidas por folhas, que podem ser tetraedros (SiO4) ou octaedros
(AlOs ou MgOs) para formar as estruturas apresentadas na Fig. 3 (PEREIRA, 2003;
WORASITH; GOODMAN, 2023).
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Figura 3 — (a) Unidades basicas na formag&o de silicatos de camada e sua combinagéo para

a formacéo de minerais 1:1 e 2:1; (b) estruturas de silicatos 1:1 e (c) 2:1.
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Fonte: adaptado de Worasith e Goodman (2023, p. 2).

Os silicatos que possuem estrutura cristalina lamelar sdo classificados em
diformicos (1:1) ou triférmicos (2:1), conforme a Fig. 3 — b; ¢ (PEREIRA, 2003). Os
silicatos diformicos sdo constituidos pela sobreposicéo continua de folhas tetraédricas
de e octaédricas (PEREIRA, 2003), que sdo unidas por ligacbes de hidrogénio
(WORASITH; GOODMAN, 2023). Em geral, as folhas octédricas apresentam
superficie protonada (WORASITH; GOODMAN, 2023). Ja os silicatos triférmicos séo
constituidos pela sobreposicdo continua de duas folhas tetraédricas para cada
camada octaédrica, que sdo ligadas por cations interlamelares (WORASITH;
GOODMAN, 2023).

Pereira (2003) classifica os argilominerais quanto a composi¢cao e estrutura
cristalina nos seguintes grupos: caulinitas, serpentinas, talco-pirofilita, das micas,

esmectitas, vermiculitas, cloritas, paligorsquitas, mistas e mineraldides.
2.2.2 Esmectitas: montmorilonita

As esmectitas sdo um grupo de alumino-silicatos que séo associados a ions de

sodio, calcio, magnésio, ferro, potassio e litio e sdo amplamente utilizadas na industria
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(PEREIRA, 2003). Grande parte das aplicagdes desses argilominerais esta associada
a possibilidade de variacdo do espacamento basal, que ocorre pela incorporacéo de
agua ou de outras moléculas (COELHO; SANTOS, 2007; WORASITH; GOODMAN,
2023).

As esmectitas ocorrem como particulas muito pequenas, com diametros de
cerca de 0,5 um (MURRAY, 2006) e sao dominantes na rocha denominada bentonita
(PEREIRA, 2003). Esses argilominerais apresentam elevada capacidade de troca
catibnica (BERGAYA; LAGALI, 2001), devido aos cétions presentes no espaco
interlamelar e associados as moléculas de agua (MURRAY, 2006). Por exemplo, a
capacidade de troca ibnica da montmorilonita sddica € de cerca de 80 a 110
miliequivalentes por 100 gramas (MURRAY, 2006).

As esmectitas englobam a montmorilonita, nontronita, saponita, hectorita,
sauconita, beidelita e volconscoita (PEREIRA, 2003). Entre esses argilominerais, a
montmorilonita (MMT) é o mais abundante e apresenta formula quimica Mx(Als-
xMgx)SisO20(OH)4 (PAIVA; MORALEZ; DIAZ, 2008).

A montmorilonita se trata de um filossilicato 2:1, que € constituido por duas
folhas tetraédricas de silica e uma folha de alumina intercalada entre elas, unidas por
ligacbes de Van der Waals e por forcas eletrostaticas (ELMAHDY; YASSIN, 2024;
PAIVA; MORALEZ; DIAZ, 2008; VERCELHEZE et al., 2012). Suas lamelas sao
carregadas negativamente e essa carga € contrabalanceada por céations
interlamelares alcalinos, tais como Na*, Li* ou Ca?* (AGOUGUI et al, 2022;
VERCELHEZE et al., 2012). A MMT apresenta particulas com dimensdes de 2 um a
0,1 um (PAIVA; MORALEZ; DIAZ, 2008), é biocompativel e apresenta baixo custo
(ELMAHDY:; YASSIN, 2024).

A argila monitmorilonita sédica (NaMt) € caracterizada pela sua afinidade pela
agua e apresenta elevada area superficial (AGOUGUI et al., 2022; VERCELHEZE et
al., 2012). Sendo assim, é considerada um excelente adsorvente para cations e outras

moléculas entre suas lamelas e em sua area superficial (AGOUGUI et al, 2022).
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2.3 ESPUMAS DE AMIDO COMO UMA ALTERNATIVA AO USO DO
POLIESTIRENO EXPANDIDO

O poliestireno expandido (EPS), material bastante utilizado na confeccdo de
embalagens e em aplicagbes de isolamento, contribui significativamente para o0s
impactos socioambientais do microplastico. Embora existam técnicas para promover
a reciclagem deste polimero, estas costumam apresentar elevado custo e danos
ambientais, fazendo com que o EPS seja enviado a aterros ou tratados por incineracao,
reciclagem quimica e processos mecanicos (GIL-JASSO et al., 2019; GIL-JASSO et
al., 2022). Torna-se fundamental, portanto, o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis a partir de recursos provenientes de fontes renovaveis, como é o caso
do amido, que tem sido investigado para a producéo de embalagens para alimentos
(ZHAO et al., 2018; TABASUM et al., 2019).

Diferentemente do EPS, para que uma espuma a base de amido adquira
caracteristicas estruturais, mecanicas e de resisténcia a absorcéo de agua adequadas,
€ necessario incorporar ao sistema outros aditivos/substancias. A presenca do
plastificante auxilia no aumento de mobilidade das macromoléculas de amilose e
amilopectina, por enfraquecer as ligacées de hidrogénio intermoleculares (LIM et al.,
2020). Ja o aumento das propriedades mecéanicas da espuma de amido, em geral,
pode ser alcancado por meio da incorporacdo de fibras naturais e residuos da
agroindustria, que sao abundantes e biodegradaveis (ENGEL et al., 2019;
CABANILLAS et al., 2019; KAEWTATIP; CHIARATHANAKRIT; RIYAJAN, 2021).

Entretanto, a aplicacdo destas espumas ficou limitada a armazenar alimentos
com baixos teores de agua (ENGEL et al., 2019). Isso porque o amido €
predominantemente hidrofilico, tornando-se quebradi¢co e sensivel quando mantido
em contato direto com agua (VERCELHEZE et al., 2013). Sendo assim, diferentes
formas de reduzir a hidrofilicidade das espumas de amido vém sendo investigadas,
estando entre elas: a incorporacdo de particulas inorganicas (VERCELHEZE et al.,
2012; MATSUDA et al.,, 2013), a modificagdo do amido (MACHADO; BENELLI,
TESSARO, 2020), o revestimento das espumas (MACHADO, 2020) e a adicao de
agentes de reticulagdo a mistura (HASSAN. FOWLER, 2022).
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Entre as nanoparticulas inorgéanicas utilizadas estdo as argilas montmorilonitas
Cloisite® 30B e Cloisite®10A, que foram adicionadas a matriz de amido de mandioca
(MATSUDA et al., 2013), e a argila montmorilonita sédica (Cloisite®Na*), que foi
incorporada em espumas a base de amido de mandioca reforcadas com bagaco de
cana-de-acucar (VERCELHEZE et al., 2012). Em ambos os estudos foi observada a
reducado na capacidade de absorcdo de dgua com a adi¢édo da argila. De acordo com
Zoveidavianpoor (2008), as nanoparticulas de argila podem ser intercaladas ou
esfoliadas em matrizes poliméricas, formando nanocompdsitos. Quando estdo
intercaladas, as cadeias poliméricas estdo presentes no espaco interlamelar,
aumentando a distancia basal. J& quando estdo esfoliadas, as lamelas sdo separadas
e estdo dispersas de forma isotropica na matriz (ALEXANDRE; DUBOIS, 2000; E et
al., 2012; ZOVEIDAVIANPOOR, 2018). Ainda, segundo Alexandra e Dubois (2000),
quando ha pouca interacdo, o polimero ndo penetra as lamelas de argila, formando
um microcompaosito. Esses tipos de interacdo entre polimeros sdo apresentados na
Fig. 4.

Figura 4 — Interacdes entre polimeros e argilas: (a) quando h& pouca interacao; (b)

intercalados; (c) esfoliada.
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Fonte: adaptado de Alexandre e Dubois (2000, p. 5)
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Outros aditivos com funcionalidades especificas também foram incorporados
as espumas de amido, tais como goma guar (para evitar a sedimentacao dos solidos)
(ENGEL et al., 2019; SANHAWONG et al., 2017) e estearato de magnésio (agente
desmoldante) (CABANILLAS et al., 2019).

2.4 EMBALAGENS ATIVAS

Para atenderem as necessidades de mercado, as embalagens para alimentos
estdo em constante evolucéo (YILDIRIM et al., 2017). Atualmente, as demandas séo
por alimentos com maior vida Util, preservacdo das caracteristicas sensoriais, reducao
de desperdicios, seguranca alimentar e sustentabilidade, fazendo com que
embalagens ativas e inteligentes venham ganhando espago (ABDOLLAHZADEH,;
NEMATOLLAHI; HOSSEINI, 2021; FLOREZ et al., 2022; YILDIRIM et al., 2017).

Enquanto as embalagens inteligentes tém como principal funcdo monitorar a
qualidade dos produtos nelas armazenados, as embalagens ativas sdo responsaveis
pela preservacdo dos alimentos (FLOREZ et al., 2022), através da liberacdo de
substancias com fungéo antimicrobiana, antioxidante (FLOREZ et al., 2022; YIN et al.,
2023) e da absorcdo de umidade, oxigénio e radicais livres (ABDOLLAHZADEH;
NEMATOLLAHI; HOSSEINI, 2021). Sendo assim, podem ser classificadas em
sistemas de liberacéo ativas, que sdo emissores, e sistemas de eliminacao ativa, que
s&o absorventes (FLOREZ et al., 2022).

Como uma alternativa aos aditivos sintéticos, os 0leos essenciais vém sendo
amplamente estudados no desenvolvimento de embalagens ativas (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2018).

2.4.1 Utilizagdo de oOleos essenciais como agentes antimicrobianos
Os oleos essenciais (OEs), também conhecidos como 6leos etéreos (KONFO

et al. 2023), tratam-se de substancias volateis que séo sintetizadas em estruturas

glandulares das células vegetais de plantas aromaticas e medicinais. Estes
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metabolitos secundéarios correspondem a menos de 5% da matéria seca vegetal
(BAJPAI; BAEK; KANG, 2012; KONFO et al. 2023).

Geralmente liquidos a temperatura ambiente (KONFO et al., 2023), séo
extraidos através de técnicas convencionais, como: destilagdo a vapor,
hidrodestilagéo, hidrodifusé@o e extracao por solvente; ou por técnicas avangadas, que
incluem as extracGes por micro-ondas sem solvente, subcritica liquida e supercritica
com fluido. De um modo geral, as técnicas avancadas sdo mais eficientes, rapidas,
ambientalmente corretas e apresentam custo inferior (KANT; KUMAR, 2022). O
rendimento dessa substéancia € influenciado pelas condi¢des de crescimento da planta,
composicao quimica da espécie vegetal, métodos de secagem e de extracdo (CALO
et al., 2014).

Os 0leos essenciais sdo constituidos por 20 a 60 compostos, provenientes de
diferentes partes das plantas. (VARGHESE; SIENGCHIN; PARAMESWARANPILLAI,
2020). Destes, 85 a 99% sado volateis (VARGHESE; SIENGCHIN;
PARAMESWARANPILLALI, 2020), incluindo terpenos, compostos aromaticos (aldeido,
alcool, fenol, etc.) e alifaticos (BASSOLE; JULIANI, 2012; KONFO et al., 2023). Os
terpenos séo classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno, estando
entre eles: hemiterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos (SHARMA et al., 2021).
Também séo classificados como aciclicos, monociclicos e biciclicos (SHARMA et al.,
2021). O odor caracteristico € atribuido aos compostos oxigenados (RIBEIRO-
SANTOS et al., 2018).

Os oOleos essenciais apresentam propriedades antibacterianas, antifungicas,
antivirais, inseticidas e antioxidantes (BASSOLE; JULIANI, 2012), que podem estar
associadas a degradacéo/penetracdo da membrana celular dos micro-organismos,
danos as proteinas da membrana celular, vazamento dos constituintes da célula,
coagulacéo do citoplasma e interrupgcédo da forgca proton-motriz, conforme a Fig. 5
(CALO et al., 2015; VARGHESE; SIENGCHIN; PARAMESWARANPILLAI, 2020).
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Figura 5 - Mecanismos de agdo dos 6leos essencial.
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Fonte: adaptado de Varghese, Siengchin e Parameswaranpillai (2020, p.1).

Devido a essas propriedades, os OEs vém sendo amplamente estudados como
agentes antimicrobianos e antioxidantes em embalagens para alimentos. Por exemplo,
varios estudos abordaram a utilizacdo de 6leos essenciais em filmes de amido,
incluindo: 6leo essencial de orégano (HERNANDEZ; LUDUENA; FLORES, 2023;
SHEN et al., 2022; YAN et al., 2022), tomilho (ARDJOUM et al., 2023; CAl et al., 2020),
laranja (EVANGELHO et al., 2019), capim-limao (MENDES et al., 2020; PERDANA et
al., 2021), gengibre (CHEN et al., 2023) e canela (WU et al., 2023; ZHOU; CHEN; HE,
2021).

Também foram desenvolvidas espumas de amido contendo 6leos essenciais
de cravo (DEBIAGI et al., 2014), orégano (CRUZ-TIRADO et al., 2020; DEBIAGI et al.,
2014; TROUNGCHUEN et al., 2017) e tomilho (CRUZ-TIRADO et al., 2020). Para
esses materiais, a adicdo de OE se deu de duas maneiras: aplicacdo na superficie da
espuma, apos a termoformagem (DEBIAGI et al., 2014), e adic&o direta na formulacéo,
antes da termoformagem (CRUZ-TIRADO et al., 2020; DEBIAGI et al., 2014,
KETKAEW et al., 2018; TROUNGCHUEN et al., 2017).

Entretanto, os Oleos essenciais séo substancias muito volateis (GIANNANKAS
et al., 2017) e as espumas produzidas a partir de adicdo direta foram processadas
entre 150 °C (DEBIAGI et al., 2014) e 230 °C (KAETKAEW et al., 2018), de 4 MPa
(KAETKAEW et al., 2018) a 10 MPa (DEBIAGI et al., 2014) e em tempos que variaram
de 5 min (KAETKAEW et al., 2018) a 10 min (CRUZ-TIRADO et al., 2020). Debiagi e
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colaboradores (2014), que compararam os dois métodos, verificaram que a adicao
direta levou a perda da atividade antimicrobiana do OE, possivelmente devido as
condicOes de processamento. Ja as espumas produzidas a partir do segundo método
apresentaram zonas de inibicdo, quando submetidas a analise microbioldgica.

Entretanto, outros estudos que adotaram a técnica de adicdo direta
observaram atividade antimicrobiana apdés a etapa de termoformagem (CRUZ-
TIRADO et al.,, 2020; KETKAEW et al., 2018; TROUNGCHUEN et al., 2017).
Troungchuen e colaboradores (2017) e Ketkaew e colaboradores (2018) verificaram
que a adicdo de 8% de 6leo essencial de orégano atingiu a concentracao inibitdria
minima contra E-coli e S. aureus. Cruz-Tirado e colaboradores (2020), que
compararam a influéncia da adicdo de o6leo essencial de orégano e de tomilho,
verificaram que as amostras contendo 6leo essencial de orégano (7,5 e 10%)
apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, Salmonela, E. coli e L.
monocitogenes, sendo que o teor de 10% inibiu totalmente a Salmonella. O OET
apresentou zonas de inibicdo contra a S. aureus, quando adotado o teor de 7,5%, e
contra as demais, quando adotado 10% deste constituinte (CRUZ-TIRADO et al.,
2020).

No entanto, nenhum dos estudos citados avaliou a concentracao final de 6leo
essencial nas espumas, apds o processamento. Cruz-Tirado e colaboradores (2020)
associaram a preservacdo da atividade antimicrobiana a retencao de gotas de 6leo
essencial nas primeiras camadas da espuma, através da formacéo de ligacOes de

hidrogénio entre amido, OE e glicerol durante a termoformagem.

2.4.1.1 Oleo essencial de tomilho

Utilizado ha séculos como agente aromatizante, erva culinaria e fitoterapico
(STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012), o tomilho (Thymus vulgaris L.) é um
subarbusto perene, pertencente a familia Lamiaceae (MANDAL; DEBMANDAL, 2016).
Nativo da regido do Mediterraneo (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012), possui
uma vida util de cerca de 10 a 15 anos (MANDAL; DEBMANDAL, 2016).

Sua matéria vegetal seca contém de 1 a 2,5% de Oleo essencial (STAHL-
BISKUP; VENSKUTONIS, 2012), que é constituido principalmente por timol (30 —
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55%), p-cimeno (15 — 20%), carvacrol (1- 5%) e y-terpineno (5 — 10%) (MANDAL,
DEBMANDAL, 2016; STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012). O teor desses
componentes, cujas estruturas quimicas sao apresentadas na Fig. 6, varia de acordo
com as condi¢des de crescimento da planta, épocas de colheita e com as técnicas de
extracdo do OE (BOSKOVIC et al., 2017; REAZEI; KHAVARI; SAMI, 2021).

Figura 6 - Terpenos presentes no 6leo essencial de tomilho.

2970 G

Timol Carvacrol P-cimeno y-terpineno

Fonte: adaptado de Stahl-Biskup e Venskutonis (2012, p. 501).

A organizagdo funcional de cada molécula influencia diretamente a sua
atividade antimicrobiana (SNOUSSI et al., 2022). O timol, por exemplo, é apontado
como um eficaz agente antimicrobiano, em decorréncia da presenca do grupo
hidroxila em seu anel benzénico (SNOUSSI et al., 2022). Devido as suas propriedades
antimicrobianas, o 6leo essencial de tomilho ja foi empregado na producéo de filmes
para conservar carne refrigerada (ZHANG et al., 2020), tomates cereja (LIU et al.,
2024) e no armazenamento de graos de milho (BARROS et al., 2022).

2.4.2 Técnicas de modificagdo de argila com 6leos essenciais

Apesar das inumeras vantagens apresentadas pelos 6leos essenciais, a
volatilidade acaba limitando a sua utilizacao, visto que a sua evaporacao leva a perda
da atividade antimicrobiana (GIANNANKAS et al.,, 2017; OLIVEIRA et al., 2022).
Diante disso, os OEs vém sendo combinados com minerais argilosos (OLIVEIRA et
al., 2022), como a argila montmorilonita e a haloisita, que atuam como uma barreira
térmica, reduzindo a volatilizacdo (SOUZA et al., 2020) e controlando a liberacdo do
principio ativo (OLIVEIRA et al., 2022; TORIN et al., 2017). A montmorilonita pode
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participar de reacgdes de troca catidnica e permitir a entrada destes compostos entre
suas lamelas (OLIVEIRA et. al, 2022). Essa interacdo se d& através de diferentes
sitios, nos quais os grupos hidroxila da superficie e proximos as extremidades podem
formar pontes de hidrogénio com grupos funcionais das moléculas de terpeno
(OLIVEIRA et. al, 2022).

A eficiéncia da utilizacdo de hibridos de argila e 6leo essencial, em relacédo a
adicdo do oleo essencial de carvacrol puro, foi investigada Souza e colaboradores
(2020), que produziram filmes de amido. Os autores constataram que as amostras
contendo 6leo essencial puro ndo apresentaram zonas de inibi¢cdo contra a atividade
antimicrobiana, possivelmente, devido a evaporacdo do OE durante a producdo e
armazenamento dos filmes. Ja os filmes contendo os hibridos de argila montmorilonita
(CIoisite® 20A) e OE apresentaram zonas de inibicéo de atividade antimicrobiana.

Diferentes métodos de modificagcdo de argilas foram adotados. Souza e
colaboradores (2020) adicionaram o 6leo essencial e a argila em solucao contendo
Tween 80, que se trata de um agente compatibilizante, e 4gua, seguida pelas etapas
de agitacdo e secagem. Uma metodologia similar foi adotada por Torin e
colaboradores (2017), que ainda submeteram a mistura de argila montmorilonita
(Cloisite® 20A), carvacrol / eugenol e agua a etapa ultrasonicacdo. J4 Gianankas e
colaboradores (2017) desenvolveram um método para incorporar 6leo essencial de
orégano, tomilho e manjericdo em argila montomorilonita sédica (NaMt) e modificada
organicamente (OrgMt), através de evaporacdo do Oleo essencial e da sua adsorgao
na argila. Isto porque esses minerais argilosos apresentam elevadas areas de
superficie, capacidade de intumescimento e de troca idnica.

A argila montmorilonita sodica (NaMt) foi utilizada para a adsorcao de limoneno,
(AGOUGUI et al., 2022; NAGY et al., 2013), carvona (AGOUGUI et al., 2022) 6leos
essenciais de cravo, coentro, manjerona, canela (ALBOOFETILEH et al., 2015)
orégano, tomilho e manjericio (GIANANKAS et al.,, 2017). Para que ocorresse 0
intumescimento da argila antes da modificacdo, Nagy e colaboradores (2013) e
Alboofetileh e colaboradores (2015) a mantiveram em agua destilada, sob agitacéo,

por 24 h. Agougui e colaboradores (2022), que estudaram a cinética de adsorcédo do
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limoneno e carvona nesse mineral argiloso, verificaram que a maior taxa de absor¢cao

ocorreu nas primeiras horas e que o equilibrio foi alcancado apds 5-6 h.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento das espumas foi empregado amido de mandioca da
marca Pildo Amidos Ltda (Guaira — PR). De acordo com o boletim técnico do produto,
possuia umidade maxima de 14%, pH entre 4,5 — 6,5 e ndo apresentava sujidades.

Como agentes plastificantes, foram utilizados glicerol P. A. da marca Exodo
Cientifica (Diadema - SP) e &agua destilada. Além disso, foram adicionados os
seguintes aditivos: goma guar da marca Adicel Industria e Comércio LTDA (Belo
Horizonte — MG), para evitar a sedimentacao, e estearato de magnésio da marca
Bianquimica Comercial (Franca — SP), como agente desmoldante.

Foi utilizada a argila montmorilonita sédica (NaMt) de nome comercial Cloisite®
Na*, da empresa Southern Clay Products (EUA), que se trata de uma bentonita natural.
De acordo com o Dboletim técnico, possui massa especifica de
2,86 g/cm3, tamanho de particula seca (dso) <25 pm e distancia basal (dooz) de 11,7 A.

Para a preparacao dos hibridos de argila, foi utilizado 6leo essencial de tomilho
(OET) da marca By Samia (Vila Romana — SP), extraido das folhas da planta, através
da técnica de arraste a vapor. Os principais constituintes do OET foram analisados
pelo fornecedor através de cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS)
e sdo apresentados na Tabela 1. Também foi utilizado o tensoativo ndo i6nico

polissorbato 80 (Tween 80) da marca ACS Cientifica (Sumaré — SP).
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Tabela 1 — Composicao quimica do 6leo essencial de tomilho determinada através de GC-

MS.

Constituinte

Concentracéo (% m/m)

a-terpineno
p-cimeno
Linalol
a-terpineol
Timol
Carvacrol

Outros

2,0
47,8
1,2
4,5
25,1
14,4
5,1

Fonte: By Samia Aromaterapia Ltda. (2020).

3.2 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida neste estudo foi dividida em trés etapas, conforme

mostrado na Fig. 7. Em um primeiro momento, foi caracterizado o 6leo essencial, cujas

propriedades precisavam ser conhecidas para dar continuidade ao estudo. Na

segunda fase, hibridos de argila e 6leo essencial de tomilho foram produzidos e

caracterizados. Na terceira etapa, ocorreu o desenvolvimento, aprimoramento e

caracterizacao das formulacdes contendo hibrido e argila. Por fim, foram produzidas

as espumas, que foram caracterizadas quanto as suas propriedades quimica,

térmicas, fisicas, mecénica e microbiologicas.
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Figura 7 - Fases do estudo: caracterizagao do 6leo essencial de tomilho, modificacédo de

argilas, desenvolvimento e aprimoramento das espumas

DETERMINACAO DA CIM E CBM
ETAPA 1 » DO OLEO ESSENCIAL DE
TOMILHO
k-
MODIFICAGAO DE NaMt COM _FTIR:
ETAPA 2 » OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO » -TGA;
E TWEEN 80 - DRX.

N

DESENVOLVIMENTO DAS
ETAPA 3 + ESPUMAS

¥
- FTIR;
-TGA:
- MEV,
- Ezspessura;
- Densidade;
- Impacto;
- Absorgédo de agua;
- Difusdo em disco.

3.2.1 Etapa 1: analise microbiologica do 6leo essencial de tomilho: concentracéo

minima inibitoria (CIM) e concentracao bactericida minima (CBM)

Estes ensaios foram conduzidos pelo Centro de Laboratério Regional IAL Santo
André (Santo André — SP). Os isolados foram avaliados em relacdo a suscetibilidade
por diluicho em caldo modificado, atendendo as diretrizes estabelecidas no
documento do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) MO7-M10 de 2022. A
analise atendeu aos padrdes de desempenho para testes de suscetibilidade
antimicrobiana, conforme descrito na 322 edicdo do M100 do Instituto de padrbes
clinicos e laboratoriais, Wayne, PA.

Os testes de concentracdo minima inibitoria (CIM) e concentracéo bactericida
minima (CBM) foram conduzidos em microplacas com 96 pocos de fundo plano,
conforme € apresentado na Fig. 8, utilizando a técnica de diluicdo seriada. Em cada
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poco foram adicionados 100 pL de Caldo Mueller Hinton (KASVI) com 20% de
surfactante polissorbato (Tween® 20, da Sigma Aldrich). Foram utilizadas suspensodes
bacterianas de isolada Salmonella enterica (ATCC 10708), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 11229).

Figura 8 — Microplacas com 96 pogos empregadas na determina¢éo da CIM e CBM.

No primeiro poc¢o foram adicionados 200 pL de OET (100%). Em seguida, 100
pL (50%) deste volume foram transferidos para o 2° pogo, e assim sucessivamente
até o 12° poco. As concentracbes de OET adicionadas em cada poco sao

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracéo de OET em cada poco para determinacéo de CIM e CBM.

NUumero do poc¢o Concentracéo de OET (% v/v)
100
50
25
12,5
6,25

3,125
1,56
0,78
0,39

0,195

0,097

0,0488
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Posteriormente, 100 pL da suspensédo de cada bactéria foram distribuidos em
cada poco. As solucbes de Oleo essencial, em diferentes concentracdes, foram
adicionadas em placas de Petri contendo 0os microrganismos., que foram incubadas a
37 °C por 24 h. O primeiro pogo com a menor concentragao que ndo apresenta o
crescimento visivel da bactéria € a Concentracdo Minima de Inibicdo (CIM). A
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) é o proximo poco em que nao ha
crescimento bacteriano presente (SILVA et al., 2021). Este ensaio foi realizado em

duplicata em trés dias diferentes.

3.2.2 Etapa 2: producéo e caracterizac@o dos hibridos de argila

3.2.2.1 Modificacéo das argilas

Os hibridos de argila e 6leo essencial foram produzidos através da técnica de
emulsdo, adotando as proporcfes de OET, Tween 80 e NaMt, que sdo apresentadas
na Tabela 3. A metodologia desenvolvida por Souza e colaboradores (2017) foi
adaptada para que ndo houvesse excesso de 6leo essencial ao final do processo.

Tabela 3 - Massa de NaMt, OET, Tween 80 e agua utilizadas na modificagcdo de argilas para
a producéo de HB_OET, HB_TWEEN e HB_OET_TWEEN

Caodigo NaMt (g) OET (9) Tween 80 (g) Agua (mL)
HB_OET_TWEEN 2 2,52 0,8 190
HB_OET 2 2,52 0 190
HB_TWEEN 2 0 0,8 190

Inicialmente, 5 g de NaMt e 175 mL de agua destilada foram adicionados em
um béquer e agitados em agitador magnético (Even, EUA) por 24 h, para que
ocorresse o intumescimento da argila (NAGY et al., 2013; LBOOFETILEH et al., 2015).

Para o preparo da amostra HB_OET_TWEEN, Tween 80 e 15 mL de agua
destilada foram adicionados em um beéquer e submetidos a agitacdo em agitador
magnético até a homogeneizacdo. A essa emulsdo foi adicionado o OET e, em

seguida, a mistura de NaMt e agua. Entdo, foi feita a agitacdo mecéanica a 3000
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rpm/min em agitador mecéanico (Fisatom 713D) por 5 min. Em seguida, essa emulsdo
foi mantida sob agitacdo magnética por mais 5 h, levando em consideracdo o tempo
que o Oleo essencial estudado por Agougui e colaboradores (2022) levou para
alcancar o equilibrio. Para o preparo das amostras HB_TWEEN e HB_OET foi seguida
a mesma metodologia, mas sem a adicdo de OET e Tween 80, respectivamente. Na
amostra HB_OET, o 6leo essencial foi apenas agitado em agua antes da adicao da
argila intumescida, ndo havendo a formacéo de emulsao.

Por fim, as amostras foram secas em estufa (Lucadem, SP) por 32 h a 60 °C;
moidas, utilizando um moedor de café (Cadense, EUA) e peneiradas (100 mesh). O

fluxograma do processo é apresentado na Fig. 9.

Figura 9 — Fluxograma do processo de modificacéo da argila NaMt com 6leo essencial de
tomilho e Tween 80

Até a homogeneizacado

(1) Tween 80 +
agua destilada;
(2) OET.

NaMt + agua
destilada;
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3.2.2.2 Caracterizacdo das matérias-primas e dos hibridos

3.2.2.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de verificar as interacbes entre o Oleo essencial de tomilho,
Tween 80 e a NaMT, os hibridos e as matérias-primas foram caracterizados através
de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). O ensaio
foi realizado em espectrofotometro (Perkin Elmer FTIR, EUA), empregando a técnica
de refletancia total atenuada (ATR). Os espectros foram registrados na faixa de regiao
entre 4000 e 500 cm™ com uma resolucéo de 4 cm™ e 16 varreduras.

3.2.2.2.2 Analise termogravimétrica

Para avaliar a incorporacdo do OET e do Tween 80 na Cloisite® Na*, a anélise
termogravimétrica (TGA) foi realizada em analisador térmico (Perkin EImer TGA, EUA),
a uma taxa de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), na faixa de 25 a
800 °C.

3.2.2.2.3 Difracao de raios-X (DRX)

A andlise de difracdo de raios-X (DRX) foi realizada pela Central de Analises —
UTFPR campus Pato Branco, utilizando um difratdbmetro (modelo Miniflex 600, Rigaku)
operando a uma tensao de 40 kV e a uma corrente de feixe de 30 mA (modo step). O
radiador CuKa foi operado em 1-D, empregando comprimento de onda (A) de 0,154
nm. Os parametros de varredura foram definidos com um intervalo de 26 entre 1,5 e
12°, adotando um aumento de 0,05, bem como um tempo constante de varredura de
0,05° a cada 5 s. Foram feitos ajustes nas amostras para que a superficie delas se
mantivesse nivelada com o plano de referéncia do instrumento.

Por meio da andlise de DRX foi possivel calcular o espagcamento basal (doo1),

atendendo a Lei de Bragg, através da Eq. 1:

n-A=2-d-sen(9) (Eg. 1)



40

Na qual: n € um inteiro, que se trata da ordem de difracdo; A € o comprimento de
onda dos raios X (nm), d € o espagamento interplanar e 6 € o angulo de difracéo de
raios X (OLIVEIRA, 2022; ROMANZINI, 2014).

3.2.3 Etapa 3: desenvolvimento e producao das espumas ativas de amido
3.2.3.1 Metodologia

Neste estudo, foram produzidas espumas de amido de mandioca ativas, nas
quais a adicao de 6leo essencial de tomilho se deu de duas maneiras distintas:
a) Encapsulado no hibrido de argila (HB), apenas o HB_OET_TWEEN,
previamente caracterizado;
b) Através da aplicacdo na superficie (SUP), apds a termoformagem, com o
auxilio de um pincel.
Para isso, foram produzidas trés formulac¢des diferentes, identificadas pela letra
F: F-CONTROLE, F-NaMt e F-HB. As siglas NaMt e HB correspondem a adicao de
argila montmorilonita sédica pura e de seu hibrido (HB_OET_TWEEN),
respectivamente. A partir delas, foram desenvolvidos cinco tipos de espumas,

identificadas pela letra E, conforme € apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Espumas (E) produzidas a partir de cada formulacédo (F).

Cédigo da formulacéo Espumas produzidas
F-CONTROLE E-CONTROLE;
E SUP-CIM
E-SUP-CBM
F-NaMt E-NaMt
F-HB E-HB

A sigla SUP indica a aplicacao de 6leo essencial na superficie da espuma (apos
a etapa de termoformagem) e as siglas CIM e CBM indicam a quantidade de OET
aplicada: de acordo com as concentracdes inibitéria e bactericida minimas,

respectivamente.
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As formulac¢des das espumas foram desenvolvidas através de uma adaptacéo
da metodologia de Vercelheze e colaboradores (2012), conforme € apresentado na
Tabela 5. Em todas as amostras foram adicionados 10 g de glicerol (100 g de sdlidos),

1 g de estearato de magnésio (100 g de sdlidos) e 2 g de goma guar (100 g de sdlidos).

Tabela 5 - Composicéo das formulag6es das espumas e massa adicionada no molde durante

0 processo de termoformagem.

Caddigo Amido NaMt HB (9) Agua Massa no
(9) (9) (mL) molde (9)
F-Controle 85 0 115 30
F-NaMmt 80 155 48
F-HB 80 0 115 32

As massas dos constituintes correspondem as concentracdes apresentadas na

Tabela 6.
Tabela 6 — Concentracdo dos constituintes da formulacéo
Amostra Amido NaMt | HB Agua Glicerol | Aditivos
(%) (%) | (%) (%) (%) (%)
F-CONTROLE 39,91 0,00 | 0,00 53,99 4,69 1,41
F-NaMt 31,62 1,98 | 0,00 61,26 3,95 1,19
F-HB 37,56 0,00 | 2,35 53,99 4,69 1,41

Para a formulacdo F-CONTROLE, amido de mandioca, 4gua destilada, goma
guar e estearato de magnésio foram agitados durante 5 min em um agitador mecanico
(Fisatom 713, Brasil) a 4000 rpm. Entéo, foi adicionado glicerol & mistura e a agitagao
foi mantida por mais 5 min.

Nas amostras F-NaMt e F-HB, amido, 4gua, goma guar e estearato de
magnésio foram agitados por 3 min. Entédo, foi adicionada NaMt ou HB_ OET_TWEEN
e a mistura foi agitada por mais 2 min. Em seguida, o glicerol foi acrescentado e a
agitacao foi retomada por mais 5 min. Como a Cloisite® Na* é a argila mais hidrofilica
produzida pela Southern Clay Products (CHIOU et. al, 2005), foi necessario adicionar

mais 40 mL de agua para que ela se expandisse de forma satisfatoria. A massa de
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agua foi definida apds a argila ser deixada em repouso por 24 h com diferentes
massas de agua.

O material foi vertido em um molde revestido com Teflon com dimensdes de
11,5 x 11,5 x 0,5 cm. A quantidade de massa por formulacéo foi definida através de
testes preliminares, que objetivaram preencher o molde e obter um material
homogéneo. Entédo, a mistura foi submetida a técnica de moldagem a 130 °C e 2tem
prensa hidraulica pré-aquecida (Riosul Tools, Brasil) durante 20 min.

Nas espumas E-SUP-CIM e E-SUP-CBM a quantidade de OET aplicado na
superficie (OETg_gyp) foi determinada com base na média da massa (Mg) de 6
espumas apoés a termoformagem. Para a E-SUP-CIM a massa de OET foi determinada
de acordo com CIM (Eg. 2), enquanto para a E-SUP-CBM foi determinada de acordo

com a CBM (Eq. 3).

Mg x CIM (Eq. 2)
OETg_syp—cim (g) = (100 =M

Mg X CBM (Eq. 3)
OETg_syp—cam ) —(100 — CBM)

Sendo assim, as massas de Oleo essencial de tomilho aplicadas nessas
amostras sao apresentadas na Tabela 7. No caso da E-SUP-CBM, foi necessario

fazer a aplicagcdo do OET em etapas, com intervalos de 15 min entre elas.

Tabela 4 — Massas de 6leo essencial aplicada na superficie das amostras E-SUP-CIM e E-

SUP-CBM
Amostra Massa de OET aplicada na superficie ()
E-SUP-CIM 2,03
E-SUP-CBM 4,75

Todas as espumas foram armazenadas a 25 °C a 40% de umidade relativa

durante 14 dias antes da realizacdo das analises.

3.2.3.2 Andlise das formula¢cbes e espumas

3.2.3.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
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Para avaliar compreender as interacfes existentes entre o 6leo essencial de
tomilho e os demais constituintes, as formulacdes e espumas foram caracterizadas
através de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR),
adotando os mesmos parametros descritos na secéo 3.2.2.2.1.

3.2.3.2.2 Anédlise termogravimétrica

Com o intuito de avaliar o comportamento das formulagdes, quando submetidas
as condicdes de processamento das espumas, a analise termogravimétrica (TGA) foi
realizada em analisador térmico (Perkin EImer TGA, EUA) em atmosfera de nitrogénio
(50 mL/min), em duas etapas:

e Aguecimento de 25 a 130 °C a uma taxa de 65 °C.min%, adotando que a
amostra levaria 2 min para atingir a temperatura do molde de teflon;

e 18 mina 130 °C.

Ja as espumas foram analisadas através de TGA, com o intuito de avaliar a

estabilidade térmica, seguindo os parametros definidos na se¢éo 3.2.2.2.2.
3.2.3.2.3 Determinac¢éo da densidade e espessura das espumas

Para a determinacdo da densidade, seguiu-se a metodologia adotada por
Figueiro (2021), atendendo a norma ASTM D 3575 (2001). Foram utilizados 5 corpos
de prova com dimensdes de 2 cm x 2 cm, previamente secos, durante 24 h a 60 °C.
A massa foi determinada em balanga analitica e as dimensdes foram medidas com o
auxilio de um micrébmetro manual. Para a determinac@o da densidade, foi utilizada a

Eqg. 4 e foi feita a média aritmética das 5 amostras.

d(%):% (Eq. 4)
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3.2.3.2.4 Microscopia eletrbnica de varredura das espumas

A morfologia do material foi analisada através de Microscopia Eletrénica de
Varredura, na Universidade de Caxias do Sul (UCS), utilizando um Microscopio
Eletronico de Varredura por Emissédo de Campo (FEG-SEM) (Tescan Orsay Holding
MIRA 3 - LMU, Republica Tcheca). Obtiveram-se imagens da superficie e da sec¢ao
transversal de cada uma das formulagdes. As amostras foram secas em estufa a
105 °C por 24 h, cortadas e armazenadas em um dessecador durante uma semana.
Entdo, foram recobertas por uma fina camada de ouro. Empregou-se aceleracao de
10 kV e foram feitas aproximacoes de 25, 50, 75 e 100 x.

3.2.2.3.6 Impacto

O ensaio de impacto foi realizado no Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul — campus Farroupilha, atendendo
a norma ASTM D256-10 (2018). A analise foi conduzida utilizando um péndulo
de 0,5 J. Os corpos de prova, previamente condicionados em um teor de
umidade de 40%, foram cortados com dimensfes de 63,5 x 12,5 mm com
espessuras variadas e sem entalhe, assim como foi feito por Figueird (2021),

por serem frageis.

3.2.2.3.7 Absorcao de agua

Os ensaios de absorcdo de dgua atenderam a norma ABNT NBR ISSO 535
(1999). Os corpos de provas 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,
foram secos em papel toalha e pesados, para a determinagéo da variagdo da massa.
Para isso, foram utilizados cinco corpos de prova de cada formulacdo. A capacidade
de absorcédo de agua foi calculada conforme a Eq. 5, na qual mi se refere a massa

inicial e ms, a massa final.
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u X 100 (Eq. 5)

l

Capacidade de absorgdo de agua =

3.2.2.3.8 Analise microbiologica

A atividade antimicrobiana das espumas contra Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli também foi determinada pelo Centro de
Laboratério Regional IAL Santo André (Santo André — SP), através do teste de difuséo
em disco. A suspensao das cepas padrdo bacterianas isoladas foi preparada com
turbidez padrdo de 0,5 de McFarland, correspondendo a uma concentracdo padréo
de 1,5 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de colonia por mililitro). Essas cepas
foram utilizadas para contaminar placas com agar Mueller-Hinton (KASVI). As
amostras das espumas E-CONTROLE, E-SUP-CIM e E-SUP-CBM, que
apresentavam diametros de 10 mm, foram adicionadas nas placas, inoculadas e
incubadas em estufa a 37 °C por 24 h.

A zona de inibicdo dos microrganismos ao redor do material foi determinada

em centimetros.

3.2.2.3.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos na analise de densidade e nos ensaios mecanicos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), com significancia de 95%, e Teste de
Tukey, empregando o software Origin 8.1. Os dados que nao apresentam diferenca

significativa entre si foram identificados com 0 mesmo sobrescrito.
4 APRESENTAQAO E ANALISE DOS RESULTADOS
4.1 Andlise microbioldgica do 6leo essencial de tomilho
A CIM e CBM do oleo essencial de tomilho foram determinadas com o intuito

de definir a concentracdo apropriada deste liquido a ser adicionada nas espumas de

amido. A avaliacdo do crescimento das bactérias ocorreu através da deteccdo de
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turbidez das solucdes (SILVA et al., 2021). Os controles negativos do OET e do caldo
Muller Hinton com 20% de Tween 20, bem como os controles positivos das
suspensodes bacterianas sdo apresentados na Fig. 10.

A auséncia de turbidez na placa de Petri contendo 6leo essencial e no caldo
Muller Hinton com Tween 20 sugere que ndo houve contaminacdo cruzada nas
amostras submetidas a analise (Fig. 10 — a; b). Ja nas suspensdes bacterianas (Fig.

10 —c; d; e) a turbidez é facilmente detectada.

Figura 10 - Controles negativos do (a) OET e do (b) caldo Muller Hinton com 20% de Tween

20 e positivos das suspensdes bacterianas (c) Salmonella enterica (d) Staphylococcus aureus e (e)
Escherichia coli para CIM e CBM

Os resultados dos ensaios em duplicata sédo apresentados na Fig. 11 e na
Tabela 8. A CIM se trata do primeiro po¢o em que houve crescimento bacteriano e foi
indicada por circulos vermelhos. J& a CBM é o ultimo po¢o no qual ndo houve
crescimento bacteriano e foi indicada por circulos vermelhos.

Conforme observado na Fig. 11, o 6leo essencial de tomilho foi eficaz contra os
trés tipos de microrganismos testados neste estudo. Essa eficacia antimicrobiana ja
havia sido verificada em estudos anteriores (BOSKOVIC et al., 2017; MUKURUMBIRA

etal., 2023; SILVA et al., 2021) e esta associada a composicao quimica desse liquido,
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a sinergia dos diferentes compostos, bem como ao grupo funcional de seus principais
componentes (MUKURUMBIRA et al., 2023; VOLIC et al., 2022).

Figura 11 - CIM, indicada pelos circulos vermelhos, e CBM, circulos verdes , apds 24h, contra

(a) Salmonella enterica, (b) Staphylococcus aureus e (c) Escherichia coli

A CIM do OET puro variou de 3,125 a 12,5% (v/v), enquanto a CBM ficou entre
6,25 a 25% (v/v) para os microrganismos testados. Esses resultados foram superiores
aos verificados por Rezaei e Sami (2021), que avaliaram a CIM e CBM do OET em
relacdo a Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenese, Shigella flexneri e E. coli
e obtiveram CIM e CBM de 1,56% (v/v) para os microrganismos testados, com
excecdo da E. coli, que foi de 3,125% (v/v). Uma justificativa para as disparidades
existentes em relacdo a literatura € a concentragdo dos componentes do 6leo
essencial. Conforme informado pelo fornecedor, o OET utilizado era constituido por
47,8% de p-cimeno, 25,1% de timol e 14,4% de carvacrol, enquanto o OET adotado
por Rezaei e Sami (2021) continha 35,20% de timol, 27,68% de carvacrol e apenas
8,01% de p-cimeno. Boskovic e colaboradores (2017), que analisaram a atividade
antimicrobiana do OET e de seus componentes contra quatro cepas de Salmonella,
verificaram que o timol e o carvacrol foram os compostos mais eficazes contra esses
microrganismos. Ja o p-cimeno, principal constituinte do OET utilizado neste estudo,
nao exibiu atividade antimicrobiana contra as cepas analisadas.

Como pode ser observado, a bactéria gram-positiva (S. aureus) apresentou
maior resisténcia ao OET em relacdo as gram-negativas (E. coli e S. enterica). O

mesmo comportamento foi observado por Silva e colaboradores (2021), que avaliaram
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o desempenho dos O6leos essenciais de eugenol e linalol contra os mesmos
microrganismos testados neste estudo. Essa discrepancia pode ser justificada pelas
diferencas existentes nas paredes celulares das gram-positivas e gram-negativas.
Enquanto as bactérias gram-positivas possuem apenas uma camada de
peptidoglicano, as gram-negativas possuem ainda uma camada lipidica (SILVA et al.,
2021)

Tabela 5 — CIM e CBM do 6éleo essencial de tomilho contra (a) Salmonella enterica subsp.

Enterica serovar Choleraesuis, (b) Escherichia coli e (c) Staphylococcus aureus
Bactéria CIM (%) CBM (%)

Salmonella enterica subsp. 3,125 6,25

Enterica serovar Choleraesuis
ATCC 10708

Staphylococcus aureus ATCC
6538 12,5 25

Escherichia coli ATCC 11229 3,125 6,25

JA Mukurumbira e colaboradores (2023), que avaliaram a atividade
antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais nas fases liquida e vapor contra
diferentes tipos de microrganismos, verificaram o oposto. Os autores verificaram que
o OET apresentava CIM e CBM de 0,78 a 1,652 % (v/v), para bactérias gram-
negativas. Ja para as bactérias-gram negativas, foi verificado de CIM 0,097 a 6,250%
(v/v) e CBM de 0,024 a 50% (v/v).

Com base nos resultados acima descritos, este estudo objetivou produzir
espumas com teores de OET entre 12,5 e 25% (v/v), o equivalente a 11,7 e 23,4%

(m/m), respectivamente, para que fossem eficazes contra as bactérias analisadas.
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4.2 Caracterizacdo da NaMt, OET, Tween 80 e dos hibridos de argila

4.2.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros obtidos para a NaMt, OET, Tween 80 e hibridos sao apresentados
na Fig. 12.

Figura 12 — Espectros de FTIR para a NaMt, OET, Tween 80 e hibridos: HB_ TWEEN,
HB_OET e HB_OET_TWEEN
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Para a NaMt, a banda observada em ~3621 cm™ foi associada a grupos

hidroxila ligados ao aluminio (AI**) nas folhas octaédricas da argila (GIANNANKAS et
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al., 2017). Essa banda foi claramente identificada para os hibridos de argila em 3618,
3622 e 3634 cm?! para HB_OET, HB TWEEN80 e HB_OET_TWEEN,
respectivamente. Ja as bandas da NaMt identificadas em 3398 e 1636 cm™ foram
relacionadas as vibracdes de estiramento e flexdo de moléculas de &gua
(GIANNANKAS et al., 2017; VALERA-ZARAGOZA et al., 2021). Para os hibridos de
argila, a primeira banda apresentou menor intensidade, enquanto a segunda, foi mais
visivel para o HB_OET. Por fim, as bandas em 1018 e 1005 cm™ foram atribuidas ao
alongamento da ligacdo Si-O (GIANNANKAS et al., 2017; KATTI; THAPA; KATTI,
2018). Essa ultima, foi a banda mais intensa observada no espectro da NaMt e dos
hibridos.

Para o Tween 80 foi observada uma banda de baixa intensidade em
3479 cm?, relacionada aos grupos hidroxila (-OH) (BIDE; FASHAPOYEH;
SHOKROLLAHZADEH; 2021), além da banda 2868 cm™, que é caracteristica do
estiramento do metileno (-CHz) em cadeias alifaticas (LI et al., 2012). Essa banda
também é visivel nos espectros do HB _TWEEN, em 2909 cm?, e do
HB_OET_TWEEN, em 2915 cm™, confirmando a presenca deste constituinte nos
hibridos. J& as bandas do Tween 80 observadas em 1731 e 1097 cm* podem estar
relacionadas ao grupo éster (C=0) (LI et al., 2012) e as vibracbes assimétricas de
C-0, respectivamente (BIDE; FASHAPOYEH; SHOKROLLAHZADEH; 2021). Ambas
as bandas também foram identificadas nos espectros do HB_TWEEN, em 1717 e
1092 cm?, e do HB_OET_TWEEN, em 1739 e 1087 cm™.

Para o oOleo essencial de tomilho, foram observadas bandas na faixa de
~3346 cm! caracteristicas do estiramento dos grupos hidroxila (-OH) (GIANNAKAS et
al., 2017; MIRSHARIFI et al., 2023). J4 a banda intensa em 2945 cm™ pode estar
relacionada a estiramentos simétricos e assimétricos de ligagdes C-H presentes no
timol, para-cimeno, linalol, gama-terpineno e carvacrol (GIANNANKAS et al., 2017;
PEIXOTO et al., 2023). Para o hibrido HB_OET, uma banda de baixa intensidade foi
observada em ~2947 cm, enquanto para o HB_OET_TWEEN, esta caracteristica foi
localizada em 2915 cm, apresentando maior intensidade. Entretanto, essa banda
também esta associada ao Tween 80, sendo claramente visivel no espectro da
HB_TWEEN.
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Também € possivel verificar no espectro do OET a presenca da banda em
1603 cm™, que pode estar relacionada as vibracdes C=C dos anéis benzénicos do
timol, carvacrol e para-cimeno (LIN; ZHU; CUI, 2018; PEIXOTO et al., 2023). Ja a
banda em e 1437 cm™ pode indicar o grupo fenil do timol (PEIXOTO et al., 2023),
assim como CH2 (MIRSHARIFI et al., 2023). Para o HB_OET, foi verificada uma banda
de baixa intensidade em 1434 cm, enquanto parao HB_OET_TWEEN foi identificada
uma banda de intensidade um pouco superior em 1452 cm, que pode estar
associada a presenca do Tween 80.

A banda do OET observada em 1361 cm™ pode indicar grupos metileno (CH2)
e a flexdo de C-O-H (GIANNANKAS et al., 2017; MIRSHARIFI et al., 2023). J& as
bandas em 1228 e 1132 cm™ podem estar associadas a flexdo de grupos éster (C-O)
(LIN; ZHU; CUI, 2018).

Sendo assim, através da andlise de FTIR, detectou-se a presenca de 6leo
essencial de tomilho nas amostras HB_OET e HB_OET_TWEEN, mesmo apés a
etapa de secagem. Entretanto, também foram identificadas bandas caracteristicas do
Tween 80 na HB_TWEEN e HB_OET_TWEEN, visto que nao foi viavel realizar a

lavagem das amostras devido a formagéo de emulséo.

4.2.2 Analise termogravimétrica

Através de termogravimetria (TGA) e da derivada destes valores (DTG) foi
possivel determinar a eficiéncia de incorporacgéo do 6leo essencial de tomilho na argila
montmorilonita sodica, através da andlise da perda de massa e da temperatura de
degradacgédo. A Fig. 13 apresenta os graficos de TGA e DTG de cada constituinte, bem
como dos hibridos de NaMt contendo Tween 80 (HB_TWEEN), OET (HB_OET) e
HB_OET_TWEEN. Na Tabela 9 sdo exibidas as velocidades maximas de degradacéo,
bem como as perdas de massa de cada amostra em diferentes intervalos de
temperatura.

Na curva do Oleo essencial de tomilho (Fig. 13 — a) foi observado apenas um
evento de perda de massa, entre 25 e 160 °C, com velocidade maxima de degradacao
na temperatura de 120 °C. Esse evento esta associado a completa volatilizacdo de
seus diferentes constituintes (OLIVEIRA, 2022). Ja para o Tween 80 (Fig. 13 - B), a
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perda de massa ocorreu entre 353 e 479 °C e com maxima velocidade de degradacgéo
em 421 °C (Tabela 9).

Tabela 6 - Velocidade maxima de degradacéo e perda de massa em baixa e alta temperatura
dos hibridos e demais constituintes

Tpico (°C) Perda de massa (%)

Amostra <100 °C | 100 - 220 °C 220 -500 °C
OET 120 30,59 69,41 0,00
TWEENS8O 421 1,37 1,02 95,04
NaMt 61; 670 2,70 0,42 1,46
HB_OET 71; 679 6,29 2,12 2,46
HB_TWEENS8O 381 0,96 1,18 17,56
HB_OET_TWEEN 143; 393 2,91 18,88 13,28

No termograma da NaMt foram identificados dois eventos de perda de massa:
0 primeiro ocorreu até 104 °C, enquanto o segundo se deu entre 583 e 732 °C, com
as maximas velocidades de degradacdo ocorrendo a 61 e 670 °C, respectivamente.
O primeiro episédio estava associado a evaporacdo da agua adsorvida na superficie
da argila e entre suas camadas (SHE et al., 2023). Importante notar que, a partir de
500 °C, inicia-se o processo de desidroxilacdo da NaMt (GIANNAKAS et al., 2017), o
que sugere que o segundo evento esta relacionado a eliminacéo dos grupos hidroxila
estruturais dos lamelados da argila (SHE et al., 2023).
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Figura 13 - Resultados de TGA e DTG do (A) 6leo essencial de tomilho, (B) Tween 80, (C)
NaMt, (D) HB_OET, (E) HB_TWEENSO0 e (F) HB_OET_TWEEN
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Conforme apontado por Giannakas e colaboradores (2017), a perda de massa

dos hibridos de argila contendo Tween 80 e OET se manifesta em duas etapas

distintas: a baixa temperatura (100 a 220 °C) e a alta temperatura (220 a 500 °C). Isso

esta de acordo com os resultados apresentados, visto que 69,41% da massa de OET
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puro é perdida entre 100 e 220 °C, enquanto 95,04% da massa do Tween 80 puro &
perdida entre 220 e 500 °C (Tabela 9).

Para a amostra HB_OET se observa perda de massa de 2,12% em baixa
temperatura, que estd associada a presenca de agua e de OET. Isso indica que néo
houve incorporacgao efetiva do OET na NaMt sem a utilizagdo do Tween 80.

Ja para a amostra HB_ TWEENS8O, observa-se a perda de 17,56% de massa
em alta temperatura. Visto que, ndo foi possivel realizar etapa de lavagem da amostra,
o Tween 80 adicionado a formulacdo ainda estava presente no hibrido. Essas
informacdes estdo de acordo com a andlise de FTIR, na qual foram verificadas bandas
caracteristicas deste constituinte nos espectros do hibrido.

Para a amostra HB_OET_TWEEN, em baixa temperatura, foi identificada uma
perda de 18,88% da massa do hibrido. Visto que, a evaporacao da agua adsorvida na
NaMt ocorreu até 104 °C, e que a perda de massa da HB_TWEENS8O em baixa
temperatura foi de apenas 1,18%, o teor indicado se trata, predominantemente, de
Oleo essencial de tomilho. Esse valor foi superior ao encontrado por Oliveira e
colaboradores (2021), que obtiveram 10% de incorporacdo de OET na argila ao
utilizarem a técnica de agitacado magnética. Ja a perda de massa em alta temperatura
se trata, em sua maioria, de Tween 80. Sendo assim, nao foi possivel determinar a
concentracdo exata de OET perdida nessa faixa de temperatura. Essas informacoes
corroboram com o FTIR, na qual foram identificadas bandas caracteristicas do OET e

do Tween 80 no hibrido.

4.2.3 Difragao de raios-X

A andlise de difracdo de raios X foi empregada para avaliar a interacao entre a
o Tween 80 e o OET com a argila. A Fig. 14 exibe os difratogramas para a argila NaMt
e seus hibridos, que contém o6leo essencial (HB_OET), Tween 80 (HB_TWEEN) e
ambos os constituintes (HB_OET_TWEEN). A partir desses dados, foi calculado o
espagamento basal (doo1) das amostras (Tabela 10).

A argila NaMt apresentou distancia interlamelar (dooz) de 12,47 A, valor proximo

ao informado no boletim técnico da fornecedora Southern Clay Products Inc. (EUA), o
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qual reportou 11,7 A. A discrepancia pode estar associada & presenca de agua no

espaco interlamelar, conforme verificado nas analises termogravimétrica e de FTIR.

Figura 14 - Difratogramas de raios-X da NaMt e de seus hibridos
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Tabela 7 — Distancia interlamelar (doo1) da NaMt e dos hibridos de argila

Amostra doo1 (A)
NaMt 12,47
HB_OET 12,54
HB_TWEEN 17,87
HB_OET_TWEEN 18,01

O hibrido HB_OET apresentou um pico unico em ~7,04° e espacamento basal
de 12,54 A, medidas que se aproximam da NaMt pura. Esses resultados sugerem

baixa incorporagcdo deste constituinte no espaco interlamelar, estando em
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consonancia com a analise termogravimétrica, na qual foi verificado um teor de ~2,12%
de OET no hibrido.

Ja o hibrido HB_TWEEN exibiu dois picos: o primeiro em ~4,94°, que se refere
a doo1; € 0 segundo em ~9,90°, associado ao plano cristalino dooz, que € multiplo do
espagcamento basal de doo1 e paralelo a ele (AMORIM, 2007; BARBOSA et al., 2006).
Para dooz, 0 hibrido apresentou distancia interlamelar de 17,87 A. A diferenca em
relacdo a argila pura, sugere a incorporacdo de Tween 80 no espaco interlamelar, o
que corrobora com os dados da andlise termogravimétrica, na qual foi verificado um
teor aproximado de 17,56% deste componente.

Um comportamento similar foi observado pelo hibrido HB_ OET_TWEEN, que
apresentou picos em ~4,90° e ~9,92°, associados a doo1 € doo2, respectivamente. Para
essa amostra, o deslocamento para menores valores, em relacdo a argila pura, pode
estar associado tanto a presenca de OET como de Tween 80 entre as lamelas,
conforme verificado nas andlises de TGA e FTIR.

Além disso, as amostras de argila NaMt e do hibrido HB_OET exibiram picos
largos com intensidade inferior em relagdo aos hibridos HB_TWEEN e
HB_OET_TWEEN. De acordo com Morelli de Filho (2010), essa caracteristica se trata
de mais um indicio da incorporacao do Tween 80 e do OET no espaco interlamelar.

Sendo assim, com base nos resultados de FTIR, TGA e DRX, a combinacéao
de Tween 80 e de OET se faz necessaria para obter uma incorpora¢do mais efetiva
do oleo essencial na argila, atraves do método de emulsdo. Portanto, para dar
continuidade ao estudo, foi utilizada apenas a HB_OET_TWEEN, contendo cerca de
~18,88% de OET.

4.3 Espumas de amido
4.3.1 Caracterizacdo do amido

O teor de umidade do amido foi 15,19 £ 1,22%, valor préximo ao indicado no
boletim técnico do produto (<14%). Este valor também esta em conformidade com a

Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 711 de 1° de julho de 2022, que permite
um teor de umidade de 18% para o amido de mandioca.
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4.3.2 Aspecto das espumas

Conforme foi observado por Vercelheze e colaboradores (2012), a quantidade
de massa de formulacdo adicionada no molde influenciou a qualidade do material
produzido. Logo, foram realizados testes com diferentes quantidades de cada
formulacédo, garantindo que o molde fosse preenchido, sem haver perda de massa
pelas suas laterais.

Por exemplo, enquanto a amostra E-CONTROLE preencheu o molde de forma
homogénea com 30 g de formulagcdo, para E-NaMt foram necessarios 48 g de
formulacao (Fig. 15). Possivelmente, a argila sodica, que é muito hidrofilica, limitou a
expansao deste material. Este comportamento nao foi observado para a E-HB, que
preencheu o molde com 33 g de formulacao.

Figura 15 - Quantidades de massa adicionadas no molde para a produgéo das espumas (a)
E-CONTROLE e (b) E-NaMt

28¢g

Além disso, as espumas E-NaMt e E-HB apresentaram diferentes aspectos
visuais, como pode ser observado na Fig. 16. Enquanto a E-NaMt parecia ter se
retraido durante a etapa de termoformagem, sendo dificil inclusive corta-la, a E-HB
apresentou inUmeros vazios em sua superficie.

Visto que, as espumas E-CONTROLE com dimensdes de 11,5 x 11,5 cm
apresentaram massa média de 14,2451 + 0,3038 g, as espumas E-SUP-CIM e E-
SUP-CBM, tiveram 2,03 e 4,75 g de OET aplicados na superficie, respectivamente.

Enquanto a E-SUP-CIM secou em 1h, o tempo de secagem foi significativamente
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superior para a E-SUP-CBM. Mesmo com pausas de 15 min entre cada aplicagao, o

excesso de Oleo essencial era visivel na superficie da amostra.

Figura 16 — Aspecto visual das espumas

E-CONTROLE E-NaMt

E-SUP-CIM

E-SUP-CBM

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier: andlise

comparativa entre formulacdes e espumas

As interagfes entre o 6leo essencial de tomilho e os demais constituintes das
formulagbes e espumas foram avaliadas através de FTIR. Os espectros séo
apresentados na Fig. 17. As bandas do OET, NaMt e HB_OET_TWEEN foram
previamente analisadas e discutidas na se¢éo 4.2.1.
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Figura 17 - Espectros de FTIR das (a) matérias-primas, formulacdes e (b) espumas de amido
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Todas as formulacbes e espumas apresentaram bandas na faixa de

~3300 cm, sugerindo a presenca de ligacdes de hidrogénio entre os constituintes
(CRUZ-TIRADO et al., 2020; ENGEL; AMBROSI; TESSARO, 2019; MATSUDA et. al,
2013). Essas bandas também podem estar associadas a grupos acetal (C—0O—C) e
OH do amido (ENGEL; AMBROSI; TESSARO, 2019; MACHADO; BENELLI,
TESSARO, 2020), bem como a flexdo angular de moléculas de agua (CRUZ-TIRADO

et al., 2020). Essas bandas apresentaram menor intensidade para a E-SUP-CIM e E-

SUP-CBM em relacdo as demais amostras.

Com excecédo da F-NaMT, as demais formulacdes apresentaram uma banda

na regido de ~2900 cm™, que pode estar associada as vibracdes de C-H, H-C-H e C-

O-H (VERCELHEZE et al., 2012). A banda nessa regidao também é caracteristica do
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OET e foi observada para as espumas que continham essa substancia (E-HB, E-SUP-
CIM e E-SUP-CBM). De acordo com Cruz-Tirado e colaboradores (2020), as bandas
nessa regido podem indicar a formacdo de ligac6es de hidrogénio entre os grupos
hidroxila do OET com os grupos —NH e —OH do amido de mandioca. Sendo assim,
essa banda sugere a presenca de OET na espuma E-HB mesmo apés a etapa de
termoformagem.

As bandas identificadas na regido de ~ 1600 cm* podem indicar interagéo entre
a agua e os demais constituintes (MATSUDA et. al, 2013; KETKAEW et al., 2018;
MACHADO; BENELLI; TESSARO, 2020) e foram observadas nos espectros das
formulacdes e espumas. Além disso, as bandas presentes entre 1600 e 1400 cm™! sdo
caracteristicas das vibragbes do carvacrol (SOUZA et al., 2020) e podem ser
observadas nas trés espumas contendo OET.

Ja as bandas identificas entre 900 e 1100 cm™ estdo associadas as ligacdes
glicosidicas do amido (CRUZ-TIRADO et al., 2020). Nessa regido, ~1005 cm,
também foi identificada a banda caracteristica do estiramento Si-O na NaMt
(MATSUDA et al., 2013). Para a F-NaMt e E-NaMt esta banda apresentou baixa
intensidade, sugerindo a incorporacao da argila a matriz polimérica (MATSUDA et al.,
2013). Este comportamento ndo foi observado para E-HB, que apresentou bandas

intensas nessa regido do espectro.

4.3.4 Analise termogravimétrica das formulacdes

Através da analise termogravimétrica, simularam-se as condigbes de
processamento das espumas de amido. As curvas de TGA e DTG séo exibidas na Fig.
18. Essa analise objetivou analisar a perda de massa ao longo do tempo em que as
espumas foram submetidas a termoformagem.

Apdbs 20 min, a amostra F-CONTROLE perdeu 47,35% de sua massa, valor
proximo ao teor de agua adicionado na formulacéo, o qual foi de 46,95%. Também
podem ter ocorrido perdas associadas a umidade do amido, que era de 15,19 + 1,22%
(Secéo 4.3.1). O mesmo comportamento foi observado para a F-NaMt (Tabela 8), que
possuia 55,34% de 4gua em sua formulacdo e perdeu 56,75% de massa. Enquanto a
E-CONTROLE apresentou dois eventos de perda de massa, o primeiro em 2 mine 18
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s e o segundo em 5 min e 59 s, a E-NaMt apresentou um evento Unico aos 2 min e 53
s. De acordo com Soykeabkaew, Thanomsilp e Suwantong (2015), durante a etapa
de termoformagem, ocorre a gelatinizacdo do amido, resultando na formacao de uma
pasta viscosa. Simultaneamente, ocorre a rapida evaporagdo da agua presente na
formulacéo, fazendo com que a pasta se expanda até preencher o molde. Depois
disso, a agua residual continua a evaporar e ocorre secagem gradativa da espuma.

O Oleo essencial de tomilho, que apresentou um evento Unico de perda de
massa entre 25 e 160 °C (Fig. 13 — A, secéo 4.2.2), perdeu 95,06% de sua massa,
quando submetido as condicfes de processamento da espuma. A maxima velocidade
de degradacao foi registrada aos 2 min e 26 s. Ja a NaMt perdeu 10,05% de sua
massa, com maxima velocidade de degradac&o aos 2 min.

O HB_OET_TWEEN, que possuia cerca de 18,88% de OET em sua
composicdo, perdeu 14,31% de massa. Essa perda pode estar associada a umidade
da argila e ao 6leo essencial, sugerindo que, mesmo incorporada na argila, parte
dessa substancia é perdida quando submetida as condi¢cdes de processamento da
espuma. Foram identificados dois eventos de perda de massa: em 2 mine 22se 6
min e 5 s. Este segundo evento pode estar associado ao OET incorporado na argila,

gue demorou mais tempo para volatilizar em relacéo ao 6leo essencial puro.

Tabela 8 — Massa de formulacgéo perdida apés a simulagéo das condi¢cdes de processamento

da espuma

Amostra Massa da formulacéo perdida (%)
OET 95,06
NaMt 10,05
HB_OET_TWEEN 14,31
F-CONTROLE 47,35
F-NaMt 56,75
F-HB 48,54

A F-HB possuia 2,29% de hibrido em sua composi¢do, 0 que equivale a ~
0,43% de OET. Composta por 48,17% de agua, essa espuma perdeu 48,54% de sua

massa durante a analise. A velocidade de maxima degradacgéo ocorreu em 2 min e 19
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min. Também houve a formacdo de um ombro em 4 min e 14 s, que pode estar
associado a presenca de Oleo essencial de tomilho.

Figura 18 - Curvas de TGA e DTG do (a) OET, (b) NaMt, (c) HB_OET_TWEEM, (d) F-
CONTROLE, (e) F-NaMt e (f) F-HB submetidas as condicdes de processamento das espumas
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4.3.5 Analise termogravimétrica das espumas

A partir dos resultados da analise termogravimétrica (TGA) e de sua derivada
(DTG), foram analisadas a estabilidade térmica e a temperatura de degradacao das

espumas de amido. Esse ensaio é essencial, uma vez que uma boa estabilidade
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térmica é importante para que uma embalagem preserve a integridade dos alimentos

e permita armazena-los e transporta-los sob diferentes condicdes ambientais (WANG

et al., 2024). Na Fig. 19 s&o apresentadas as curvas de TGA e DTG destes materiais.

Figura 19 - Curvas de TGA e DTG: (a) E-CONTROLE, (b) E-NaMt, (c) E-HB, (d) E-SUP-CIM e

(e) E-SUP25.
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Para todas as amostras foram observadas perdas de massa iniciais,

associadas a volatilizacdo da agua adsorvida e superficial (SANHAWONG et. al, 2017;
THOMASON; RUDEIROS- FERNANDEZ, 2021). Também foram verificadas perdas
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ocorridas entre 220 e 250 °C, que podem estar associadas tanto ao glicerol, como ao
Oleo essencial (WANG et al., 2024).

Conforme é exibido na Tabela 12, a amostra E-CONTROLE apresentou
velocidade de méxima degradacédo em 330 °C, associada a degradacgéo das unidades
de anidroglicose da matriz. O amido, por estar presente em maior concentracao na
formulacdo, é o constituinte que mais afeta a estabilidade térmica das espumas
(MACHADO, 2020).

Nas amostras E-NaMt, E-HB e E-SUP-CBM foi observado o deslocamento
deste pico para temperaturas superiores. O aumento mais significativo foi observado
para a amostra E-NaMt, que apresentou velocidade de maxima degradacdo em
341 °C. Possivelmente, esse comportamento estava associado a composicao
predominantemente inorganica da argila, que retardou a decomposi¢cao do amido
(SOUZA et al., 2020). Adicionalmente, a formacdo de novas ligacdes de hidrogénio
pode ter resultado em uma rede reticulada, melhorando a intercalacdo das cadeias
poliméricas do amido entre as lamelas da argila (SOUZA et al., 2020).

Tabela 9 - Resumo dos resultados do TGA

Amostra Tpico Massa residual (%)
C)
E-CONTROLE 330 1,90
E-NaMt 341 11,62
E-HB 335 10,29
E-SUP-CIM 330 6,26
E-SUP-CBM 333 6,30

Para a amostra E-HB, o pico de maxima velocidade de degradacédo foi
observado em 335 °C. A reducgdo em relacdo a E-NaMt pode ser atribuida a presenca
deste constituinte no espaco interlamelar, conforme verificado na analise de difracao
de raios-X, que pode ter afetado a interacdo com o amido.

A amostra E-SUP-CBM apresentou velocidade de maxima degradagdo em
333 °C, sugerindo que a aplicagdo de um volume superior de 6leo essencial na

superficie da espuma também levou a um aumento na estabilidade térmica do material.
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O mesmo comportamento foi verificado por Bathia e colaboradores (2024), que
desenvolveram filmes comestiveis ativos a base de caseinato de sodio e quitosana,
contendo Oleo essencial de pimenta preta. Os autores verificaram que os filmes
contendo diferentes teores dessa substancia, apresentaram estabilidade térmica
relativamente superior e atribuiram esse resultado as interagdes moleculares entre o
6leo essencial e o polimero.

Ao final do experimento, as espumas de amido apresentaram massa residual
nafaixa 1,90 a 11,62%. O maior valor de massa residual foi apresentado pela E-NaMt,
seguida pela E-HB.

4.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Fig. 20 exibe as micrografias da sec¢do transversal das espumas com
aumento de 50 vezes. Em todas as amostras foram observados vazios, resultantes
da etapa de evaporacédo da agua, comprovando que ocorreu a expansao do material.

Observa-se que, para todas as amostras, a camada externa era mais densa e
constituida por pequenas células de ar, enquanto a camada interna era formada por
células grandes. Essa estrutura, denominada sanduiche, € caracteristica das
espumas de amido obtidas através de termoformagem, tendo sido observada por
Bergel, Araljo e Santana (2021), Trongchuen e colaboradores (2018) e Vercelheze e
colaboradores (2012). Como a superficie estava em contato com o molde aquecido,
secou rapidamente e ndo expandiu muito (SHOGREN et al., 1998). J4 as células de
ar internas, que sao maiores e abertas, formaram-se com a saida do vapor de agua,
0 que levou a ruptura da estrutura (ENGEL et al., 2019; SHOGREN et al., 1998).

As amostras E-CONTROLE, E-SUP-CIM e E-SUP-CBM, apesar de terem sido
produzidas com a mesma formulacdo (F-CONTROLE), apresentaram estruturas
diferentes. A E-SUP-CIM apresentou células maiores e mais abertas, enquanto a E-
SUP-CBM apresentou poros menores e mais fechados. Essa diferenca pode estar
associada a alguma variacéo nas condi¢cdes de processamento, como a temperatura
do molde, que variava quando este era retirado da prensa. Ambas as amostras

exibiram superficies relativamente homogéneas (Fig. 21).
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Figura 20 - Microscopia eletrénica de varredura da se¢éo transversal das amostras com
aumento de 50 vezes: (a) E-CONTROLE; (b) E-NaMt; (c) E-HB; (d) E-SUP-CIM; (e) E-SUP-CBM.

()

A espuma E-NaMt apresentou uma estrutura compacta e poros bem fechados,
mesmo com a adi¢cdo de um volume superior de agua na formulacdo. Sua superficie
era heterogénea e repleta de fissuras (Fig. 21). Em contrapartida, a E-HB era
constituida por células de ar grandes e abertas. As diferencas existentes entre as duas
amostras podem estar associadas a presenca do 6leo essencial de tomilho, que, por
estar presente no espaco interlamelar da argila, afetou a interacdo entre o amido e a
argila durante a etapa de expansdo. O vapor de agua pode ter levado ao
deslocamento do OET para perto da superficie da espuma, enquanto ele ficou retido
no interior do material, causando as deformagdes (CRUZ-TIRADO et al., 2020).

Com ampliacdes superiores, € possivel observar granulos de amido que nao

gelatinizaram na E-HB, possivelmente, devido a rapida saida do vapor de agua
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(SHOGREN et. al, 1998). Na superficie desta amostra € possivel observar a presenca

de poros.

Figura 21 - Micrografias da superficie das com aumento de 50 vezes: (a) E-CONTROLE; (b)
E-NaMt; (c) E-HB; (d) E-SUP-CIM; (e) E-SUP-CBM.

4.3.7 Determinacdo da espessura e densidade

A determinacdo da espessura € importante para a avaliagdo da uniformidade e
da homogeneidade (VERCELHEZE et. al, 2012). Os resultados da andlise de
espessura e densidade sdo apresentados na Fig. 22.

As espessuras das amostras E-CONTROLE, E-HB, E-SUP-12,5 e E-SUP-CBM
variaram de 4,73 a 5 mm, ndo havendo diferenca significativa entre elas (teste de
Tukey, p < 0,05). Entretanto, a amostra E-NaMt apresentou espessura inferior e,

consequentemente, diferenca significativa em relacédo as demais.
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Figura 22 — (a) Espessura e (b) densidade das espumas de amido
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*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa entre si

(Fator anova, p<0,05).

No caso da espuma E-NaMt, que foi produzida com a maior quantidade de
massa no molde, a incorporacéo da argila montmorilonita sodica reduziu a expansao
do material. Essa informacao corrobora com a micrografia da secéo transversal dessa
espuma, na qual é observada uma estrutura compacta e com tamanho de célula
inferior as demais.

Com excecdo da amostra E-NaMt, as densidades das espumas de amido

variaram entre 0,21 e 0,27 g/cm?3, sem diferenca significativa entre elas. Esses dados
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estdo de acordo com os valores reportados na literatura (CRUZ-TIRADO et al., 2020;
VERCELHEZE et al., 2012). A alta densidade apresentada pela E-NaMt (0,40 g/cm?)
€ justificada pela quantidade superior de massa adicionada no molde e pela expanséo

reduzida do material.

4.3.8 Impacto

Além da absorcado de agua, a fragilidade € outro problema apresentado pelas
espumas de amido. Isso, porque acabam quebrando durante o manuseio, limitando a
utilizacdo desse material como embalagem (BERGEL; ARAUJO; SANTANA, 2021).
Sendo assim, foi investigado o efeito das diferentes formas de adicdo do OET na

resisténcia ao impacto destes materiais (Fig. 23).

Figura 23 — Resisténcia ao impacto das espumas de amido
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*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa entre si

(Fator anova, p<0,05).

Conforme apresentado pela Fig. 23, as amostras E-NaMt e E-SUP-CBM
exibiram as maiores resisténcias ao impacto, quando comparadas as demais

espumas. Assim como foi observado nas micrografias da secéo transversal, estas
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amostras apresentaram os menores tamanho de célula, o que justifica a diferenca em
relacdo as demais. Souza e colaboradores (2018), que desenvolveram um
bionanocompdsito a base de quitosana, também observaram a melhora nas
propriedades mecanicas com a adicdo de NaMt.

Ja a espuma E-HB apresentou resisténcia ao impacto significativamente
inferior a amostra contendo a NaMt pura. Essa informacé&o corrobora com as analises
anteriores, nas quais foi verificada a presenca de 6leo essencial de tomilho no espaco
interlamelar, que, possivelmente, interfere na interagdo entre o amido e a argila.
Mesmo assim, essa amostra apresentou resisténcia ao impacto significativamente
superior a amostra E-CONTROLE. Esses resultados estdo de acordo com
Giannankas e colaboradores (2019), que desenvolveram nanocompdsitos de

quitosana, oleo de tomilho e NaMt, através de diferentes métodos.

4.3.9 Absorcédo de agua

A absorcdo de agua pelas espumas de amido ocorre de duas formas: pelo
amido em si, por ser um biopolimero altamente hidrofilico e pelos poros, ndo sendo
possivel diferenciar, através dessa analise, qual tipo de absor¢éo ocorreu (MACHADO,;
BENELLI; TESSARO, 2020; VERCELHEZE et. al, 2012). Na Fig. 24 séo apresentadas
as curvas da capacidade de absor¢cédo de agua das amostras.

As capacidades de absorcdo de agua das espumas de amido variaram de
44,12 + 2,30 % a 75,26 + 18,25 %, no primeiro min de imersao, a 174,97 + 40,45 % a
258,59 * 9,80 %, ap6s 30 min. Todas as amostras absorveram elevados teores de
agua, o que é caracteristico deste material. Apés 30 min de imerséo, todas as
amostras comecaram a se degradar em agua, ndo sendo possivel dar continuidade
na analise até atingir a saturacdo. Mesmo assim, as espumas E-CONTROLE e E-
NaMt apresentaram taxas de absor¢éo inferiores as encontradas por Vercelheze e
colaboradores (2012), que também produziram espumas de amido de mandioca com
NaMt.
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Figura 24 - Capacidade de absorcao de agua das espumas de amido
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Até os 10 min de imersédo em agua, a E-SUP-CBM apresentou a menor taxa de
absorcéo e, até os 25 min, apresentou capacidade de absorcdo de agua inferior a E-
CONTROLE. Depois disso, passaram a apresentar taxas de absorcéo proximas. Esse
comportamento pode ser justificado pela presenca do OET na superficie, bem como
pela estrutura dessa amostra, observada nas micrografias.

J4 a amostra E-SUP-CIM apresentou capacidade de absorcdo inferior a
amostra E-CONTROLE apenas até os 15 min. Esses dados sugerem que a técnica
de aplicacdo de OET na superficie se mostrou mais efetiva para inibir a absorcéo de
agua apenas nos primeiros minutos de imersdo. Depois desse periodo, a capacidade
de absorcédo de agua da E-SUP-CIM foi superior & de todas as amostras. Uma
justificativa para isso é a estrutura dessa amostra, que apresentava as células de ar
maiores e mais abertas em relagdo as demais.

Apés 10 min de imersdo, a E-NaMt apresentou a menor capacidade de
absorcao. Conforme verificado anteriormente, esta amostra apresentava células de ar
menores e mais fechadas. Além disso, estudos anteriores obtiveram resultados
similares, nos quais as amostras contendo argila apresentaram capacidade de
absorcéo de agua inferior as amostras que ndo continham este material (MATSUDA
et al., 2013; VERCELHEZE et al., 2012).
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Em contrapartida, a amostra E-HB apresentou elevada taxa de absorcdo ao
longo de toda a analise. Essa propriedade pode ser justificada pelas células de ar
grandes e abertas apresentadas por esta amostra. Neste caso, o OET estava presente
em uma concentracdo muito baixa, que ndo influenciou a capacidade de absor¢éo de

agua do material.

4.3.10 Analise microbioldgica

A andlise de difusdo em disco foi essencial na avaliacdo da atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de tomilho, quando aplicado nas espumas. Visto que
o hibrido HB_OET_TWEEN continha cerca de 18,88% de OET e a F-HB era
constituida por 2,35% de hibrido, havia cerca de 0,44% (m/m) de éleo essencial nessa
formulagédo. Sendo assim, como E-HB néo continha a CIM do OET, optou-se em
submeter a analise microbioldgica apenas as amostras E-CONTROLE, E-SUP-CIM e
E-SUP-CBM.

No Quadro 2 sédo apresentados os halos de inibicdo obtidos para as amostras
E-CONTROLE, E-SUP-CIM e E-SUP-CBM, contra as bactérias gram-negativas
(Samolnella enterica e E. coli) e gram-positiva (S. aureus), proporcionando uma
comparacdo da capacidade de inibicdo de acordo com a quantidade de OET
empregada.

A amostra E-CONTROLE nao apresentou zonas de inibicdo para nenhum dos
microrganismos testados, comprovando que ndo houve contaminagdo cruzada dos
corpos de prova. Ja a amostra E-SUP-CIM apresentou halos de inibicdo contra a S.
aureus (1,82 = 0,03 cm) e a Salmonella enterica (1,75 = 0,15 cm). Esses resultados
estdo de acordo com os dados de CIM, que previam um teor minimo de 12,5% (v/v)
de OET para inibir o crescimento visivel da S. aureus e de 3,125% para a Salmonella
enterica. Esses valores foram superiores aos dados obtidos por Cruz-Tirado e
colaboradores (2020), que obtiveram halos de inibicdo de 1,18 e 1,37 cm contra S.
aureus e Salmonella, respectivamente, ao adicionarem 10% de OET diretamente na

formulacéo.
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Quadro 2 — Atividade antimicrobiana das espumas E-CONTROLE, E-SUP-CIM e E-SUP-CBM

contra S. Aureus, Samolnella e E. coli

Microrganismos

Diametro da zona inibitéria (cm)

Amostra

Staphylococcus

aureus

E-CONTROLE

E-SUP-CIM

E-SUP-CBM

Salmonella enterica

Escherichia coli

0+x02

0+02

2,39 +0,22°

*Amostras da mesma linha com as mesmas letras ndo apresentam diferenca

significativa entre si

(Fator anova, p<0,05).

Entretanto, ndo foram observadas zonas de inibicdo para a E. coli, cuja CIM

era de 3,125% de OET. De acordo com Debiagi e colaboradores (2014), a atividade

inibitéria do OET puro pode ser superior a do 6leo incorporado no material. Em seu

estudo, Qin e colaboradores (2024) verificaram que os filmes compésitos contendo
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OET foram mais eficazes contra S. aureus do E. coli. Os autores atribuiram esse
comportamento as diferentes composicfes das camadas lipidicas das bactérias gram-
positivas e negativas.

Por fim, a amostra E-SUP-CBM apresentou zonas de inibigcdo contra os trés
microrganismos, tendo observado o maior halo de inibicdo para a Salmonella enterica
(2,85 + 0,15 cm). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os dados
reportados na literatura, nos quais foi verificada a eficacia do OET contra S.aureus
(GHOSHAL; SHIVANI, 2022; LIU et al., 2024; ZHANG; YANG, 2021, E. coli
(GHOSHAL; SHIVANI, 2022; LIU et al., 2024; REZAEI;, KHAVARI; SAMI, 2021;
ZHANG,; YANG, 2021) e diferentes cepas de Salmonella (BOSKOVIC et al., 2017).

Entretanto, o teor de 25%, que foi determinado através de CBM, nédo foi
suficiente para eliminar totalmente as bactérias. Pode-se supor que as perdas
ocorridas no processo de aplicacdo, bem como no armazenamento, influenciaram a
concentracdo de OET existente na amostra. Bem como, as diferencas na atividade

antimicrobiana do OET puro e incorporado na amostra.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo objetivou a avaliacdo e comparacdo de duas técnicas para
produzir espumas ativas a base de amido de mandioca e 6leo essencial de tomilho:
aplicagdo na superficie e incorporacéo de hibrido de argila NaMt, produzido atraves
da técnica de emulsdo com 6leo essencial de tomilho e polissorbato 80.

Através da determinacdo da CIM, verificou-se que seria necessario adotar um
teor superior a 12,5% (v/v) de OET para obter halos de inibicdo contra os trés
microrganismos testados. Além disso, de acordo com os dados de CBM, esse teor
deveria ser superior a 25% (v/v).

Apos a avaliacdo dos hibridos de argila montmorilonita sodica, concluiu-se que
a combinacdo de Tween 80 e OET € necessaria para a obtencdo de hibridos com
aproximadamente 18,88% de 6leo essencial.

Quando comparadas as amostras E-NaMt e E-HB, concluiu-se que o OET,
presente entre as lamelas, influenciou diretamente na interacdo entre o amido e a
argila durante a expansao do material. Isso, porque a E-NaMt apresentou maior
estabilidade térmica, células de ar menores e mais fechadas, maior resisténcia ao
impacto e menor capacidade de absor¢cédo de agua em relacdo a E-HB.

Comparando os métodos de adicdo de OET, a espuma E-SUP-CBM
apresentou células menores e mais fechadas, maior resisténcia ao impacto e menor
capacidade de absorcédo de agua do que a E-HB. No entanto, a E-HB apresentou
maior estabilidade térmica. Na analise microbioldgica, a E-SUP-CIM inibiu a S. aureus
e a Salmonella enterica, apresentando halos de 1,82 + 0,03 cm e 1,75 + 0,15 cm,
respectivamente. J4 a amostra E-SUP-CBM apresentou halos de inibi¢cdo contra todos
0S microrganismos analisados, sendo mais efetiva contra a Salmonella enterica (2,85
+ 0,15 cm).

Sendo assim, a amostra E-SUP-CBM se mostra como uma alternativa
promissora para produzir embalagens para alimentos ativas e sustentaveis,
especialmente para produtos contendo baixo teor de agua. De um modo geral, 0s
resultados alcancados neste estudo contribuem para o desenvolvimento de
embalagens ativas e sustentaveis, atendendo as demandas atuais em aprimorar

técnicas e materiais ja existentes.
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5.1 Contribuicao do trabalho

O presente estudo contribuiu significativamente para a area de embalagens
ativas a base de amido, por avaliar e comparar duas metodologias para incorporacao
de 6leo essencial. Enquanto a aplicacdo de OE na superficie de espumas ja havia
sido comparada com a técnica de adicdo direta em estudos anteriores, a incorporacao
de hibridos de argila e OE s0 havia sido avaliada em filmes poliméricos.

Por meio das diferentes andlises realizadas, foi possivel compreender a
influéncia de ambas as técnicas nas propriedades fisicas, quimica, morfoldgica,
mecanica, térmicas e microbiologicas. Os resultados obtidos sugerem que,
principalmente a amostra E-SUP-CBM se trata de uma alternativa promissora a ser
empregada no desenvolvimento de embalagens sustentaveis e ativas, para alimentos

que apresentem baixos teores de agua.

5.2 Possibilidades de trabalhos futuros

Em trabalhos futuros, sugere-se a realizacdo de analise termogravimétrica das
formulacdes e das espumas, logo apos a etapa de termoformagem, até 800 °C, com
o intuito de determinar o teor de 6leo essencial presente nas amostras.

Alem disso, foi observada a necessidade de avaliar todas as espumas através
de difracdo de raios-X, para observar as interacdes entre amido, 6leo essencial e
argila. Por fim, sugere-se que seja feita a analise microbiologica das demais espumas

desenvolvidas neste estudo.
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