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Resumo

Uma alternativa para reduzir o uso de polimeros degradaveis sdo os biopolimeros. Dentre eles, destaca-se o poli(3-
hidroxibutirato) - PHB que é um termoplastico semicristalino biodegradavel obtido a partir de fontes naturais
renovaveis. Nesse contexto, foram desenvolvidas blendas de PHB/PEG aditivadas com 0, 5, 10 e 15% m/m de 6leo
essencial de laranja através da técnica solution casting. Os filmes foram caracterizados por infravermelho médio,
Andlise por Componentes Principais e propriedades mecanicas. Os componentes presentes no 6leo essencial de laranja
foram identificados através de espectrometria de massa por cromatografia gasosa e foi realizado o método de difuséo
de disco para avaliar a atividade antimicrobiana. Os resultados mostraram que o componente majoritario no dleo
essencial de laranja é o d-limoneno e que possui atividade antimicrobiana perante as bactérias S. aureus e E. coli.
Também foi confirmada a presenca do componente majoritario na blenda PHB/PEG por FTIR/PCA. Os resultados
mecénicos mostraram que a aditivacdo de 10% e 15% m/m tornou os filmes mais resistentes mecanicamente e com
maior rigidez. Os filmes de PHB/PEG/OEL mostraram ter potencial para serem aplicados como embalagens
alimenticias antimicrobianas.

Palavras-chave: PHB; PEG; Oleo essencial de laranja.

Abstract

An alternative to reduce the use of degradable polymers is biopolymers. Among them, poly (3-hydroxybutyrate) - PHB
stands out, which is a biodegradable semicrystalline thermoplastic obtained from natural renewable sources. In this
context, PHB / PEG blends with 0, 5, 10 and 15% wi/w of orange essential oil were developed using the solution casting
technique. The films were characterized by medium infrared, Principal Component Analysis and mechanical properties.
The components present in the orange essential oil were identified by mass spectrometry by gas chromatography and
the disk diffusion method was used to evaluate the antimicrobial activity. The results showed that the major component
in orange essential oil is d-limonene and that it has antimicrobial activity against the bacteria S. aureus and E. coli. The
presence of the major component in the PHB / PEG blend was also confirmed by FTIR / PCA. The mechanical results
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showed that the additives of 10% and 15% w/w made the films more mechanically resistant and with greater rigidity.
PHB/PEG/OEL films have shown the potential to be applied as antimicrobial food packaging.
Keywords: PHB; PEG; Orange essential oil.

Resumen

Una alternativa para reducir el uso de polimeros degradables son los biopolimeros. Entre ellos destaca el poli (3-
hidroxibutirato) - PHB, que es un termoplastico semicristalino biodegradable obtenido de fuentes naturales renovables.
En este contexto, se desarrollaron mezclas de PHB/PEG con 0, 5, 10 y 15% m/m de aceite esencial de naranja utilizando
la técnica de fundicion en solucién. Las peliculas se caracterizaron por infrarrojo medio, analisis de componentes
principales y propiedades mecanicas. Los componentes presentes en el aceite esencial de naranja se identificaron
mediante espectrometria de masas mediante cromatografia de gases y se utilizo el método de difusion en disco para
evaluar la actividad antimicrobiana. Los resultados mostraron que el componente principal del aceite esencial de naranja
es el d-limoneno y que tiene actividad antimicrobiana contra las bacterias S. aureus y E. coli. La presencia del
componente principal en la mezcla PHB / PEG también fue confirmada por FTIR/ PCA. Los resultados mecénicos
mostraron que los aditivos de 10% y 15% m/m hicieron que las peliculas fueran mas resistentes mecanicamente y con
mayor rigidez. Las peliculas PHB/PEG/OEL han demostrado el potencial de ser aplicadas como empaques de alimentos
antimicrobianos.

Palabras clave: PHB; PEG; Aceite esencial de naranja.

1. Introducéo

Os plésticos sintéticos e derivados do petr6leo sdo vistos como contaminantes ecolégicos graves, pois levam décadas
para se decompor e ainda produzem toxinas durante o seu processo de degradacdo (Sirohi, et al., 2020). Nesse contexto, tem-se
as embalagens plésticas de alimentos que contribuem de forma relevante para a poluigdo mundial (Manikandan, et al., 2020).
Uma alternativa ecologicamente correta para a substituicdo desses materiais sdo 0s biopolimeros, que podem ser usados para
permutar os plasticos ndo biodegradaveis, reduzindo o impacto ambiental e a petro-dependéncia (Zhong, et al., 2020). Dentre os
biopolimeros ressaltam-se os poli-hidroxialcanoatos (PHAS), que sdo biodegradaveis, termoestaveis, resistentes a UV, insolveis
em agua, biocompativeis e renovaveis (Deshmukh, et al., 2020).

Um tipo de PHAs com grande potencialidade para o setor de embalagens é o poli(3-hidroxibutirato) - PHB, que € um
biopolimero termopléstico semicristalino biodegradavel obtido a partir de fontes naturais renovaveis (Hoffmann, et al., 2019;
Costa, et al., 2019). O PHB é adequado para aplicacfes em embalagens alimenticias devido as suas excelentes propriedades de
barreira de aroma, além da permeabilidade ao vapor de agua (Zhong, et al., 2020). No entanto, o PHB tem desvantagem em
relagdo a sua estreita janela de processamento e a sua fragilizagdo ao longo do tempo devido a cristaliza¢do secundaria (Plavec,
et al., 2020; Kelly, et al., 2018). Para compensar essa desvantagem pode-se adicionar a esse polimero agentes plastificantes,
como por exemplo o polietilenoglicol (PEG), polimero atoxico e biodegradavel que quando misturado a outros polimeros pode
proporcionar efeito plastificante (Fiori, et al., 2019).

As blendas PHB/PEG podem ser aditivadas com outras substancias que proporcionem propriedades diferenciadas, como
antimicrobiana, por exemplo. Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos secundérios isolados de vérias plantas
que podem apresentar propriedades bactericidas, virucidas e/ou fungicidas, além de melhorar as propriedades funcionais e
mecanicas dos filmes (Do Evangelho, et al., 2019; Azeredo & Soares, 2013). Dentre os 6leos essenciais tem-se 0 6leo essencial
de laranja que é um subproduto obtido a partir dos residuos gerados no processamento dessa fruta para a producgdo de sucos
(Bizzo, et al., 2009). Segundo Santos, et al. 2020, o Brasil € o0 maior produtor de laranja do mundo e gera em média 40 a 50% de
residuos dessa fruta. A acéo antimicrobiana do 6leo essencial de laranja deve-se ao d-limoneno, componente majoritario presente
nesse 6leo.

Na literatura existem trabalhos que avaliaram a incorporacdo do éleo essencial de laranja em matrizes poliméricas,
como amido de milho (Do Evangelho et al., 2019), nanoemuls@es de quitosana (Bento, et al., 2020), poli(butileno adipato co-
tereftalato) (De Andrade, et al., 2020) e poli(cloreto de vinila) (Da Silva, et al., 2018).

Neste trabalho, foi avaliado a incorporacdo do 6leo essencial de laranja em filmes de blendas poliméricas de PHB/PEG
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através de suas propriedades mecanicas e a atividade antimicrobiana do dleo testado visando sua utilizagéo futura em embalagens

alimenticias.

2. Metodologia
2.1 Materiais

O poli(3-hidroxibutirato) -PHB em pé foi doado pela PHB Industrial. O éleo essencial de laranja (densidade = 0,82
g/mL) foi doado pela Agroterenas. O solvente cloroférmio e o plastificante polietilenoglicol utilizados sdo das marcas Quimex

e Vetec respectivamente. O PEG utilizado possui massa molar média de 6000 g/mol.

2.2 GC-MS do 6leo essencial de laranja

Os componentes presentes no dleo essencial de laranja foram identificados através de espectrometria de massa por
cromatografia gasosa (Gas chromatography mass spectrometry — GC-MS) utilizando um cromatografo da marca Thermo
Scientific, modelo 1300 e espectrometro de massa ISQ Single sistema quadrupolo. Os pardmetros de anélise foram: temperatura
de rampa de forno do GC = 60 °C por 3 min; taxa de aquecimento de 10 °C/min até atingir a temperatura de 300 °C; ap0s atingir
essa temperatura, essa é mantida por 15 min; temperatura do injetor 270 °C; temperatura da linha de transferéncia para o MS de
280 °C; e temperatura da fonte de ions do MS de 250 °C.

2.3 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de laranja

A atividade do dleo essencial de laranja foi avaliada através do método de difuséo de disco (Nagy, et al., 2015) utilizando
o meio Agar padréo para contagem bacteriana (Plate Count Agar - PCA). Para a realizagio desse método, foram utilizados discos
de papel de filtro de didmetro 2 cm que foram esterilizados por radiagdo UV por 5 min em ambos os lados. Foram utilizadas
aliquotas de 0,5 mL de S. aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 8739) na ordem de 107 UFC/mL, obtidas pela comparacéo de
turvacdo na escala de Mcfarland. Essas bactérias foram inoculadas no meio de cultura PCA pelo método de inoculagdo em
profundidade (pour plate). Apds a solidificagdo do meio, foram dispostos os discos imersos no 6leo essencial de laranja, no
centro da placa de Petri. As placas foram incubadas em estufa a 35°C durante 48h. Apds esse periodo a atividade antimicrobiana
foi avaliada.

2.4 Preparacéo dos filmes

Os filmes foram produzidos através da técnica de solution casting (Martelli, et al., 2012). Para isso, foi utilizado uma
massa total de 1,4 g para cada filme, com composicdo de 90% m/m de PHB e 10% m/m de PEG 6000 g/mol. Para a preparagéo
de cada filme de PHB/PEG foi dissolvido 1,26 g de PHB em 50 ml de cloroférmio e colocado sob agitagdo por 5 horas a 60°C.
Terminado esse tempo, a solucéo foi deixada sob repouso por 12 horas. Posteriormente, a solucéo foi colocada novamente por
agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente, para que ocorresse a dissolugdo das particulas que ndo foram dissolvidas durante a
primeira agitacéo sob aquecimento. Com o término do periodo, a solucéo é filtrada, adiciona-se 0,14 g de PEG e coloca-se esse
sistema sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 h. Finalizado esse tempo, essa solucdo foi vertida na placa de Petri sob repouso
a temperatura ambiente até que se tenha a evaporacao total do solvente.

Para a preparacdo dos filmes PHB/PEG/OEL, repete-se o procedimento anterior com a adi¢cdo do OEL ap6s o periodo
de homogeneizacéo do PEG. O OEL foi adicionado nas quantidades de 5, 10 e 15% m/m em relacdo a massa de 90% m/m de

PHB. A massa de PEG é constante na formulacédo de todos os filmes.
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2.5 Aquisicao de espectros de infravermelho médio

Os espectros de infravermelho médio dos filmes foram registrados utilizando um espectrometro Spectrum 400 FT-
IT/FT-NIR da marca Perkin Elmer, com acessorio de reflexdo atenuada total horizontal (Horizontal Attenuated Total
Reflectance-HATR), nas seguintes condicdes: regido espectral de 4000 a 650 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e 16 varreduras.

Para a realizacdo da Analise por Componentes Principais foi utilizado o software The Unscrambler.

2.6 Ensaios mecanicos dos filmes

Os ensaios mecanicos dos filmes foram realizados na maquina universal de ensaio de tragdo modelo DL-500MF da
marca EMIC seguindo a norma ASTM D882-12. Os ensaios ocorreram a temperatura ambiente e sem controle de umidade. Os
ensaios foram realizados nas seguintes condicGes: célula de carga de 500 N; velocidade da garra de 5 mm/min; distancia inicial

entre as garras de 40 mm; e dimens&o do corpo de prova de 2.5 x 7.5 cm.

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacéo do éleo por GC-MS
A Figura 1 ilustra o cromatograma obtido através do GC-MS para o 6leo essencial de laranja. Foram detectados 150
componentes nesse dleo. Verificou-se que os componentes p-Mentha-1(7).3-dieno, d-limoneno e acido cis-13-octadecendico

apresentaram os maiores picos de intensidade no cromatograma.

Figura 1. Cromatograma obtido por GC-MS do 6leo essencial de laranja.
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Fonte: Autores.

O d-limoneno apresentou-se de forma majoritaria e de forma mais significativa (79.97%) no 6leo essencial de laranja.
Os valores referentes aos seus tempos de retengdo (RT) e percentuais dos picos areas para esses componentes encontram-se na
Tabela 1.
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Tabela 1. Principais componentes do 6leo essencial de laranja obtidos pelo GC-MS.

Ndmero no Componente Tempo de Pico area (%)
cromatograma retencdo (RT)
(min)
1 p-Mentha-1(7).3-dieno 6,80 1,98
2 d-limoneno 7,07 79,97
6 acido cis-13-octadecendico 21,41 3,95

Fonte: Autores.

Na literatura sdo encontrados outros autores que também encontraram o d-limoneno como componente principal do

6leo essencial de laranja, dentre eles tem-se De Andrade, et al., (2020) e Da Silva, et al., 2018.

3.2 Anélise de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de laranja
Conforme pode ser visualizado na Figura 2a e 2b, através da formagdo dos halos de inibicdo (destacados de linha
pontilhada branca), o dleo essencial de laranja apresentou atividade antimicrobiana quando exposto as bactérias Staphylococcus

aureus e Escherichia coli.

Figura 2. Método de difusdo de disco para o éleo essencial de laranja exposto aos microrganismos (a) S.aureus (b) E.coli.
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Fonte: Autores.

Os halos de inibigdo apresentaram os seguintes didmetros 21 mm e 38 mm nos testes contra as bactérias S. aureus e E.

Coli, respectivamente. Esses resultados corrolaboram com os encontrados por Silva, et al., 2018 e Edogbanya, et al., 2019.

3.3 Espectros de infravermelho médio

A Figura 3 ilustra os espectros representativos obtidos a partir das analises de infravermelho médio do 6leo essencial
de laranja (OEL), filmes de PHB/PEG aditivados com 6leo essencial de laranja nas composic¢des de 0% m/m (PHB/PEG), 5%
m/m (PHB/PEG5% OEL), 10% m/m (PHB/10% OEL) e 15% m/m (PHB/15% OEL).
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Figura 3. Espectros representativos do 6leo essencial de laranja (OEL) e dos filmes de PHB/PEG/OEL nas composigdes de 0 a

15% de 6leo essencial de laranja.
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No espectro do OEL, como foi constatado também no cromatograma do GC-MS, o d-limoneno é o componente em
maior quantidade. Os picos maximos referentes as suas bandas caracteristicas podem ser visualizadas nas regides I, 11, Il e 1V
que correspondem a deformacé&o axial dos grupos CHs, CH e CH; deformacéo axial do grupo C=C; modo de deformacéo do
CH; e CHg; e deformacéo angular do C-H (Zapata, et al., 2009). Nos espectros do PHB/PEG/OEL de 0 a 15% m/m, podem ser
visualizados os picos méximos referentes as bandas caracteristicas do PHB em 2975, 2935, 1720, 1378, 1275, 1224 e 1180 cm"
! que correspondem ao estiramento CHs, estiramento CH,, estiramento C=0, deformagdo angular CHs, estiramento C-O,
deformacdo angular CH; e estiramento C-O, respectivamente (Perveen et al., 2020). Nos espectros do PHB/PEG/OEL ndo é
possivel visualizar as bandas caracteristicas do PEG e nem do OEL, provavelmente devido a sobreposi¢do de bandas ou a baixa
concentracdo de 6leo em relagdo a matriz polimérica. Para confirmar a incorporagdo do OEL na matriz polimérica do PHB/PEG
foi realizada a Analise por Componentes Principais. Essa técnica quimiométrica tem como um dos seus objetivos encontrar
similaridades entre as amostras avaliadas (De Souza & Poppi, 2012), no caso os dados espectrais obtidos por infravermelho
médio. Na Figura 4 ¢ ilustrado o grafico dos escores. Esse grafico representa as coordenadas das amostras no espaco das

componentes principais (PC’s).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12547

Research, Society and Development, v. 10, n. 2, €30810212547, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12547

Figura 4. Grafico dos escores da PC1xPC2 dos filmes de PHB/PEG/OEL.
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Observa-se, na Figura 4, que a PCA separou as amostras em grupos distintos (I, 11, 111 e V) evidenciando que houve a
incorporagdo de Gleo essencial de laranja na matriz polimérica. Os grupos I, Il, 111 e 1V séo referentes aos filmes de PHB/PEG

(PHB/PEG), PHB/PEG aditivado com 5% de 6leo essencial de laranja (PHB/PEG/5%OEL), PHB/PEG aditivado com 10% de
6leo essencial de laranja (PHB/PEG/10%OEL) e PHB/PEG aditivado com 15% de 6leo essencial de laranja
(PHB/PEG/15%0QEL), respectivamente. A porcentagem de variancia explicada pela PC1 e PC2 foi 97% e 2%, respectivamente.

3.4 Ensaios mecanicos

Na Tabela 2 s8o mostrados os valores obtidos através dos ensaios mecanicos para as propriedades mecénicas (Mano,
2019) resisténcia a tracdo na ruptura, percentual de alongamento na ruptura e mddulo de elasticidade, respectivamente, para
PHB/PEG, PHB/PEG/5%O0EL, PHB/PEG/10%0EL e PHB/PEG/15%OEL. Os valores médios das propriedades mecéanicas
obtidas atraves das propriedades mecénicas foram comparados estatisticamente pelo teste de Duncan com nivel de significancia
de 5% (p<0,05).

Tabela 2. Valores médios obtidos para as propriedades mecanicas.

Amostra Tensdo na ruptura Percentual de Mddulo de
(MPa)* alongamento na elasticidade (MPa)*

ruptura (%)*

PHB/PEG 11,8942+ 1,619 3,4923+ 1,144 415,23 0 + 40,44
PHB/PEG/5%OEL 12,0202+ 1,334 2,396+ 0,143 397,252+ 48,49
PHB/PEG/10%O0EL 17,185+ 0,728 3,4712+ 0,266 465,30 P+ 59,14
PHB/PEG/15%0EL 16,948 P+ 1,623 3,647 2+ 0,489 469,62 © + 31,22

*Médias com as mesmas letras na mesma coluna ndo diferem com p<0,05 pelo Teste de Duncan. Fonte: Autores.

Analisando-se os resultados obtidos através dos ensaios mecéanicos da Tabela 2, observa-se diferencas estatisticas para
um nivel de confianca de 5% para as propriedades mecanicas avaliadas com a adi¢do do 6leo essencial de laranja na matriz

polimérica. Para a tensdo na ruptura, foi observado um aumento no valor dessa propriedade a partir da adicdo de 10% de OEL,
7
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tornando o filme mais resistente mecanicamente. Para o percentual de alongamento ndo foram observadas diferencas estatisticas,
exceto para a composi¢do com a incorporacdo de 5% de OEL que apresentou uma diminui¢do no valor dessa propriedade, o que
torna o filme menos elastico. Para 0 médulo de elasticidade, nao foi observado alteragdes significativas, exceto também para a
formulacdo com a aditivacdo de 5% que apresentou um valor menor para essa propriedade quando se compara com as
formulagdes aditivadas com 10 e 15%. O aumento do valor do médulo de elasticidade proporciona uma maior rigidez ao filme
polimérico. Na literatura, tem-se o trabalho de Silva, et al., 2020 que incorporou dleo essencial de cravo na matriz polimérica do
PHB/PEG. O 6leo essencial de cravo atuou de forma contréria ao dleo essencial de laranja nessa mesma matriz polimérica, pois

tornou o filme menos resistente mecanicamente e mais flexivel.

4. Concluséao

Com base nos resultados da Analise por Componentes Principais é possivel confirmar que houve a incorporagao do
6leo essencial de laranja na matriz polimérica do PHB/PEG em diferentes composicoes. Verificou-se também que a partir da
incorporagdo de 10% m/m de OEL, os filmes tornam-se mais resistentes mecanicamente e mais rigidos. O OEL testado
apresentou atividade antimicrobiana perante patégenos relevantes na area de alimentos. Os filmes PHB/PEG/OEL possuem
grande potencial para serem aplicados em embalagens alimenticias antimicrobianas. Como sugestao de trabalhos futuros, pode

ser realizado teste de atividade antimicrobiana com os filmes de PHB/PEG/OEL.
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