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RESUMO: Objetivando reduzir os impactos ambientais decorrentes do acimulo de plésticos sintéticos, estdo sendo desen-
volvidas embalagens derivadas de polimeros renovéveis, os chamados filmes biodegradaveis. Empregados na cobertura de
produtos desidratados e frescos sdo capazes de conservar suas caracteristicas sensoriais, valor nutritivo e evitar o desenvol-
vimento de micro-organismos (MO). Com este intuito, foram produzidos filmes com amido acetilado, gelatina e plastificante
impregnados com 6leos essenciais de Tetradenia riparia (Hochst.) Codd e Rosmarinus officinalis nas concentracdes de 0,25;
0,5; 1; 2 e 3% (em relagdo a massa total do filme). Os pardmetros avaliados foram a espessura, solubilidade, opacidade e a
capacidade de inibicdo microbiana frente aos micro-organismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.
Ap6s a adicao do dleo, observou-se redug@o na espessura nos filmes contendo R. officinalis quando comparados ao controle
negativo (CN). Ja nos filmes com 7. riparia, os valores foram semelhantes ao CN, indicando melhor compatibilidade entre
reagentes dos filmes a esse 6leo. As solubilidades desses filmes aumentaram ao incorporar os d6leos, exceto nos filmes com
0,25 e 1% do 6leo de T. riparia, em que os valores ficaram proximos ao CN. A opacidade dos filmes com 6leo de R. officinalis
aumentou com o aumento da concentracdo deste 6leo na composi¢do do filme, porém nos filmes com 7. Riparia, ocorreu o
contrério a opacidade diminuiu com o acréscimo deste 6leo nos filmes. Quanto ao filme incorporado com cloranfenicol, nos
trés parametros nao houve diferencas significativas ao compara-lo com o CN. No teste microbioldgico, para todos os filmes
analisados, os MO demonstraram resisténcia comparados aos halos formados pelo controle positivo. Portanto, novos estudos
deverdo ser realizados, objetivando aumentar a compatibilidade dos filmes com os 6leos, bem como novos 6leos poderdo ser
analisados.

PALAVRAS-CHAVE: Alecrim. Amido de mandioca. Antimicrobiano. Filme biodegradavel. Mirra.

ANALYSIS OF PHYSICAL AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF FILMS BASED ON STARCH
CONTAINING TZetradenia riparia (Hochst.) and Rosmarinus officinalis L. Codd - LAMIACEAE ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: In order to reduce the environmental impacts resulting from the accumulation of synthetic plastic, packaging
derived from renewable polymers are being developed, which are known as biodegradable films. Used in dried and fresh
products, they are able to retain their sensory characteristics and nutritional value, as well as preventing the development
of microorganisms (MO). For this purpose, films with acetylated starch, gelatin and plasticizer impregnated with Tetrade-
nia riparia (Hochst.) Codd and Rosmarinus officinalis essential oils at concentrations of 0.25, 0.5, 1, 2 and 3% (relative to
the total weight of the film) have been developed. This paper assessed the thickness, solubility, opacity and the capacity to
inhibit Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans in these films. After the addition of oil, a decrease in
the thickness of film incorporated with R. officinalis could be observed when compared to the negative control (NC). Ho-
wever, the film incorporated with 7. riparia, the values were similar to the NC, indicating better compatibility between the
film reagents and this oil. The solubility of these films increased when the oils were incorporated, except for the films with
concentration of 0.25 and 1% of T. riparia oil, in which the values were close to the NC. The opacity of the films with R.
officinalis oil increased with the increase in the concentration of oil in the composition of the film. However, in the films with
T riparia, the opposite could be noticed, that is, the opacity decreased with the addition of this oil in the films. For the films
with chloramphenicol, there were no significant differences for the three parameters measured when compared to the NC. In
the microbiological test, for all films analyzed, the MO showed resistance compared to the inhibition formed by the positive
control. Therefore, further studies should be conducted in order to increase the compatibility of the films with the oils, as well
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as analyzing new oils.
KEYWORDS: Rosemary. Antimicrobial. Biodegradable film. Manioc starch. Myrrh.

ANALISIS DE LAS PROPIEDADES FiSICAS Y ANTIMICROBIANAS DE PELiCULAS A BASE DE ALMIDON
CONTENIENDO ACEITE ESENCIAL DE 7etradenia riparia (Hochst.) Codd E Rosmarinus officinalis L. —
LAMIACEAE

RESUMEN: Buscando reducir los impactos ambientales decurrentes del amontonado de plasticos sintéticos, se estan desar-
rollando envases derivados de polimeros renovables, las denominadas peliculas biodegradables. Empleados en la cobertura
de productos deshidratados y frescos son capaces de conservar sus caracteristicas sensoriales, valor nutricional y prevenir el
crecimiento de microorganismos (MO). Para este proposito, se ha producido peliculas con almidén acetilado, gelatina y plas-
tificante impregnados con aceites esenciales de Tetradenia riparia (Hochst.) Codd Rosmarinus officinalis a concentraciones
de 0,25; 0,5; 1; 2 y 3% (en relacion a la masa total de la pelicula). Los parametros evaluados fueron la espesura, solubilidad,
opacidad y la capacidad de inhibicién microbiana frente a los microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y
Candida albicans. Después de la adicion del aceite, se observo reduccion en la espesura de las peliculas que contenian R. offi-
cinalis en comparacion con el control negativo (CN). En las peliculas 7. riparia, los valores fueron semejantes al CN, indican-
do mejor compatibilidad entre reactivos de las pelicula a ese aceite. La solubilidad de esas peliculas aumentaron después de la
incorporacion de los aceites, excepto en las peliculas con 0,25% y 1,0% de aceite de T riparia, en que los valores se quedaron
cerca del CN. La opacidad de las peliculas con aceite de R. officinalis aumentd con adicion mayor de la concentracion de ese
aceite en la composicion de la pelicula, pero en las peliculas con 7. Riparia ocurri6 el contrario, la opacidad disminuyo con la
adicion de este aceite en las peliculas. En la pelicula incorporada con cloranfenicol, no hubo diferencias significativas en los
tres parametros al compararla con el CN. En las pruebas microbiologicas, para todas las peliculas analizadas, los MO demos-
traron resistencia en comparacion con los halos formados por el control positivo. Por lo tanto, mas estudios deben llevarse
a cabo con el fin de aumentar la compatibilidad de las peliculas con aceites, asi como nuevos aceites podran ser analizados.

PALABRAS CLAVE: Romero. Almidén de mandioca. Antimicrobiana. Pelicula biodegradable. Mirra.

Introducao

Com o objetivo de reduzir os impactos ambientais
decorrentes do acumulo de plésticos sintéticos, pesquisa-
dores e industrias estdo em busca de embalagens derivadas
de polimeros provenientes de fontes renovaveis, as quais se
degradam com o tempo por meio de mecanismos naturais
(MARTINS, 2010).

A producdo desses filmes, denominados biodegra-
daveis, resulta em diversos beneficios como: baixo custo,
abundancia de matéria-prima, biodegradabilidade e renova-
bilidade (CHEN; KUO; LAI, 2009).

Empregados de maneira a substituir o uso de poli-
meros sintéticos, esses filmes podem levar a sociedade rumo
ao desenvolvimento sustentavel, reduzindo, durante a produ-
¢do, a emissdo de didxido de carbono e, consequentemente,
os efeitos sobre o aquecimento global, bem como diminuin-
do a toxicidade destes materiais (KOCHUMALAYIL et al.,
2010).

Uma das fontes de polimeros biodegradaveis é o
amido, muito empregado na cobertura de produtos desidra-
tados e frescos (frutas e hortali¢as), conservando suas carac-
teristicas sensoriais, textura, frescor e valor nutritivo. Além
disso, podem ser utilizados para fins ndo alimenticios, como
sacos de lixo, disponiveis nos mercados da Itdlia, Finlandia
e Dinamarca (HAUGAARD et al., 2001; MANGARAJ;
GOSWAMI; MAHAIJAN, 2009; FAKHOURI; GROSSO,
2003; YAMASHITA et al., 2006). Outros polissacarideos
também utilizados sdo os alginatos, os quais sdo extraidos de
algas marrons. Além desses, a quitosana, obtida por desaceti-
lag@o da quitina (CAMPANA; SIGNINI, 2001). Esses mate-
riais podem ser aplicados nos alimentos por meio de imersdo,
varredura ou pulverizagdo, aumentando assim o tempo de
prateleira (KHWALDIA; ARAB-TEHRANY; DESOBRY,
2010; CHIU; LAI 2010).

Todavia, alguns estudos epidemiologicos demons-
tram um aumento de doengas relacionadas a alimentos. Des-
sa forma, a utilizagdo dos filmes biodegradaveis, além de
promover beneficios na manuten¢do das propriedades dos
alimentos ja mencionadas, também pode auxiliar na redu-
¢do da carga microbiana presente na superficie do alimento,
quando for adicionado nestes filmes agentes antimicrobianos
(PELISSARI et al., 2009).

Mediante tal fato, varias pesquisas vém sendo rea-
lizadas demonstrando ser possivel tornar essas embalagens
ativas, ou seja, incorporar moléculas de antimicrobianos ao
material da embalagem, proporcionando uma melhor efici-
éncia na protegdo, melhor estabilidade do agente antimicro-
biano e seguranca no controle de sua liberacdo em relagio
aos alimentos. Isto é de grande valia, pois quando o agente
antimicrobiando ¢ aplicado ou incorporado diretamente ao
alimento, ocorre rapida perda de sua atividade, devido a di-
minui¢do da concentracdo de ativos em sua superficie, re-
sultante das interagdes com componentes dos alimentos e
diluigdo (GUIGA et al., 2010; SEBTI et al., 2005; PONCE
et al. 2008).

Perante o exposto, a busca por substancias naturais
que possuem atividade antimicrobiana vem crescendo a cada
ano. Dentre essas substancias, destacam-se, por exemplo, o0s
oleos essenciais de orégano, alho, manjericdo, anis, coentro,
erva-cidreira e canela, devido a constatacdo de que, em al-
gumas pesquisas, em baixas concentragdes, estes 6leos pos-
suem grande potencial frente a micro-organismos patdogenos
e deterioradores (PELISSARI et al., 2009; PRANOTO et al.,
2005; ZIVANOVIC; CHI; DRAUGHON, 2005).

Dentre as espécies de plantas que contém 6leos es-
senciais com atividade antimicrobiana, o alecrim se destaca.
Cientificamente conhecido como Rosmarinus officinalis, é
um arbusto aromatico de pequeno porte da familia Lamiace-
ae, cujas folhas abrigam pequenas glandulas, contendo 6leo
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aromatico, apresentando agdo sobre fungos, bactérias Gram-
-positivas ¢ Gram-negativas (AL-SEREITI; ABU-AMER;
SEN, 1999).

Outra planta aromatica desta familia é a Tetradenia
riparia (Hochst.)Codd, conhecida popularmente como mirra.
Este arbusto consiste numa das mais aromaticas e popula-
res plantas medicinais com propriedades antimicrobianas,
antiespasmodica, antitrichomonas e antimalarica (GODOY
et al., 2001). Portanto, a utilizagdo de embalagens contendo
6leos que possuem atividade antimicrobiana poderia ser uma
solugdo alternativa para estender a vida util e assegurar a ino-
cuidade e conservagdo dos produtos alimentares (KHWAL-
DIA; ARAB-TEHRANY; DESOBRY, 2010).

No entanto, esta area ainda requer avangos tecno-
légicos e novos estudos sdo necessarios sobre o potencial de
cada agente antimicrobiano, bem como sua interagdo com o
material utilizado para produgdo dos filmes biodegradaveis,
promovendo assim o desenvolvimento neste campo de pes-
quisa. Dessa forma, o objetivo deste trabalho consistiu em
avaliar o efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais de T
riparia e R. officinalis, quando incorporados aos filmes bio-
degradaveis a base de amido, bem como analisar possiveis
alteragdes nas suas propriedades fisicas para futuro uso na
conservac¢do de alimentos.

Material e Métodos

Obtencio e Aquisicdo dos Oleos Essenciais e Cloranfe-
nicol

Folhas de T. riparia foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinais da UNIPAR (Universidade Paranaense),
Campus Umuarama (Brasil), a 430 m de altitude em relagéo
ao nivel do mar (523°47°55-W53°18°48). Uma exsicata do
material botanico encontra-se catalogada sob numero 120.
As folhas foram coletadas em dois periodos, entre margo e
abril de 2011, no periodo da manha. Para extragdo do dleo
de T. riparia, utilizou-se aparelho tipo Clevenger modificado
através de arraste a vapor. Foram utilizadas 300 g de folhas e
300 mL de agua destilada para cada extragdo, sendo realiza-
das quatro extra¢des. O tempo de destilagdo de cada extragdo
foi de trés horas. O 6leo foi retirado do aparelho, armazenado
em frascos dmbar, ¢ mantido sob refrigeracdo a 0 °C.

O oleo de R. officinalis foi adquirido da empresa
Brasil Portrait®* e o padrdo cloranfenicol, foi adquirido pelo
laboratodrio Ariston®?,

Obtencio do Filme Biodegradavel

Os filmes foram produzidos a partir de uma solu-
¢do de amido (3g) com sorbitol (10% em relagdo a massa do
amido) em 100 mL de agua, ¢ outra de gelatina (10g) com
sorbitol (5% em relagdo a massa da gelatina) em 100 mL de
agua, ambas aquecidas a 85°C, sendo estas misturadas, ori-
ginando a solu¢do filmogénica. Para a incorporagdo do 6leo,
realizou-se a diluicdo dos mesmos, nas seguintes concentra-
¢oes: 0,25; 0,5; 1; 2 ¢ 3% (em relacdo a massa total do filme)
em tween 80 (2% em relagdo a massa do filme) com 4 mL de

“Brasil Portrait®, Sorocaba, SP.
SAriston®, Sdo Paulo, SP.
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agua. Para os controles negativos (CN), o mesmo procedi-
mento foi realizado sem a presenga do 6leo. Para uma com-
parag@o com os antimicrobianos naturais, utilizou-se a mes-
ma metodologia para obtengdo de uma solugdo filmogénica,
porém incorporando o antimicrobiano padrdo, cloranfenicol
(Ariston®). Para a dilui¢do, o cloranfenicol foi dissolvido
em agua, sem a presenga do tween 80 nas referidas diluigdes
citadas acima. Desta forma, obtiveram-se sete diferentes so-
lugdes filmogénicas para cada substancia. Dessas solugoes,
aliquotas de 10 mL foram distribuidas em placas de teflon de
7 cm de diametro e secas em estufa a 36°C por 48 horas, para
elaboragdo dos filmes de acordo com a técnica de casting
(YANG; PAULSON, 2000).

Avaliacio das Propriedades Fisicas dos Filmes Biodegra-
daveis

Espessura

As espessuras dos filmes foram determinadas utili-
zando-se micrometro Mitutoyo 2046s Shock Proof. As medi-
das foram obtidas por meio do valor de trés pontos aleatorios
em diferentes zonas da superficie dos filmes (AVILA-SOSA
et al., 2010).

Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada em espec-
trofotdmetro FEMTO 700 Plus como proposto por Gounga,
Xu e Wang (2007). Os filmes foram cortados em retangulos
e aderidos a parede interna da cubeta do espectrofotometro.
Foram realizadas trés leituras de diferentes partes para cada
filme. A opacidade foi calculada segundo a equagdo:

Opacidade - A
X

Em que:
A=Absorbancia em um comprimento de onda de 450 nm
X= Espessura do filme

Solubilidade

A determinacdo da solubilidade em agua dos filmes
foi realizada em triplicata por método adaptado descrito por
Davango (2006). Inicialmente, trés discos de cada amostra de
filme com 2,0 cm de didmetro foram cortados € submetidos a
secagem por 24h a 105°C, sendo posteriormente pesados. As
amostras foram imersas em 25mL de agua destilada, manti-
das sob agitacdo lenta e constante por 24 h a temperatura de
25°C. Apds este periodo, as amostras de filme restante foram
retiradas e secas em estufa a 105°C por 24 horas, para deter-
minagdo da massa seca final dos mesmos. A solubilidade foi
calculada a partir da seguinte equagdo:

M, -M,
solubilidade (%)= 100 (T)

Em que:
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SOL: porcentagem de material solubilizado (%)
Mi: massa inicial da amostra (massa seca inicial) (g)
Mf: massa final da amostra (massa seca final) (g)

Analise Microbiologica dos Filmes Biodegradaveis
Micro-organismos Utilizados

Nos experimentos de avaliagdo das propriedades
antimicrobianas foram utilizadas duas diferentes bactérias
de referéncia, Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus
aureus ATCC 6538, ¢ um fungo, Candida albicans ATCC
10231.

Controles Positivo e Negativo

Como controle positivo foi utilizado o antimicro-
biano padrdo Cloranfenicol 30ug (Ariston®) em disco.
Como controle negativo foi utilizado o filme com adiggo de
Tween 80, ou seja, sem adi¢ao de agentes antimicrobianos.

Teste de Susceptibilidade aos Oleos Essenciais

Foram realizados antibiogramas pelo método de di-
fusdo em disco (BAUER; KIRBY, 1966), utilizando como
meio de suspensdo agar Mueller-Hinton para as bactérias Es-
cherichia coli e Staphylococcus aureus ¢ agar Sabouraund
para a levedura Candida albicans. Os inoculos foram prepa-
rados com o uso de solugdo salina (cloreto de sodio 0,85%).
A densidade da suspensao foi ajustada em cerca de 10®unida-
des formadoras de coldnias (UFC) por mililitro, comparan-
do sua turvagdo com o padrdo 0,5 da escala de MacFarland.
O indculo foi distribuido, por meio de varredura, utilizando
swab estéril, na superficie do agar. Em seguida, foram colo-
cados os discos de biofilmes impregnados com 6leos essen-
ciais com auxilio de uma pinga estéril, bem como o filme
impregnado com o controle positivo. Apoés a aposicdo dos
discos, as placas foram invertidas e incubadas a 36,5°C por
18 a 24 horas.

Para a avaliagdo da capacidade de inibi¢ao dos fil-
mes bioativos frente aos micro-organismos testados adotou-
-se um método comparativo. Neste método, utilizou-se um
padrdo biologico de referéncia, o controle positivo, sendo o
halo de inibigdo de crescimento medido, partindo da circun-
feréncia do disco até a margem na qual houve crescimento de
microorganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991).

Analise Estatistica

A andlise estatistica para comparagdo dos resulta-
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dos expressos como média e erro padrao (+)-obtidas para as
amostras de filmes foi realizada utilizando ANOVA seguida
de pos teste t (LSD) ao nivel de 5% de significancia (NUNES
et al., 2006). Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

Resultados e Discussio
Propriedades Fisicas dos Filmes Biodegradaveis

Foram analisados diversos parametros como espes-
sura, solubilidade em agua e opacidade dos filmes biodegra-
daveis, ja que tais caracteristicas podem ser alteradas devido
a adigdo dos oleos essenciais, influenciando assim nas pro-
priedades de barreira, quando esses filmes forem aplicados
aos alimentos, bem como interferir na aceitagdo do produto
pelos consumidores.

Além dos odleos essenciais, também foi verifica-
da a eficiéncia desses filmes a base de amido incorporado
com cloranfenicol, pertencente ao grupo dos anfenicois. O
cloranfenicol é um antibidtico de amplo espectro, com agéo
bacteriostatica e bactericida em altas concentragdes. Por ser
muito toxico, deve ser reservado para infec¢des graves em
que antibacterianos menos toxicos sdo ineficazes ou contra
indicados (KOROLKOVAS; FRANCA, 2009). Além disso,
0 uso ¢ abuso de antibidticos nos ltimos anos levou a um
aumento incessante do nlimero ¢ tipos de micro-organismos
resistentes a antimicrobianos (WORLD HEALTH ORGANI-
ZATION, 2001).

Por essas razdes, a finalidade do experimento com
cloranfenicol, foi analisar as interagdes com o filme biode-
gradavel, verificar alteragdes nas propriedades fisicas, bem
como analisar possivel alteragdo ou manutengao da atividade
antimicrobiana ao ser submetida a metodologia de incorpora-
¢do aos filmes, para meramente comparar com os filmes con-
tendo os 6leos essenciais, nao sendo preconizada a utilizagido
desses filmes com essa atividade.

Anilises Realizadas em Filmes Impregnados com Oleos
Essenciais

Em uma analise visual, observou-se que a incor-
poracdo dos 6leos alterou algumas propriedades dos filmes,
tornando-os principalmente quebradigos, sugerindo uma
possivel incompatibilidade entre os 6leos e os filmes. Tal fato
ficou mais evidenciado para as analises realizadas no filme
biodegradavel incorporado ao dleo essencial de R. officinalis
(Tabela 1), em que as amostragens dos filmes preparados nas
concentragdes de 0,25% e 1% ndo foram suficientes para a
realizag@o dos estudos.

Tabela 1: Valores médios de opacidade a 450nm, solubilidade em agua (%) e espessura (mm) em filmes compostos de gela-
tina, plastificante, amido de mandioca ¢ 6leo essencial de R. officinalis.

Filme Opacidade Solubilidade Espessura

0.50% 4.32+0.25° 65.92417.24%* 0.1767+0.02°
2% 5.88+0.25% 100+0° 0.1667+0.00°
3% 6.36+1.17% 81.09+18.90° 0.1700+0.02°
Controle Negativo 1.68+0.13¢ 27.32+£3.52° 0.3167+0.02°

Meédias seguidas de letras diferentes sdo significativos com 5% de probabilidade pela analise de variancia ANOVA um critério teste t (LSD).
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Além disso, para os demais filmes de R. officinalis,
visualmente verificou-se uma superficie bastante irregular
em todas as peliculas filmogénicas formadas, confirmando a
incompatibilidade entre os reagentes. No entanto, em relagéo
as peliculas formadas com adi¢do do 6leo essencial de T. ri-
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paria (Tabela 2), observou-se que os filmes biodegradaveis
ficaram quebradicos quando incorporados ao 6leo nas con-
centragdes 0,5; 1 e 2%, ao contrario das concentragdes 0,25 e
3%, as quais se apresentaram semelhantes ao CN.

Tabela 2: Valores médios de opacidade a 450nm, solubilidade em agua (%) e espessura (mm) em filmes compostos de gela-
tina, plastificante, amido de mandioca ¢ 6leo essencial de 7. riparia.

Filme Opacidade Solubilidade Espessura

0.25% 2.52+0.10° 35,14%=+5.76* 0.2600+0.01*
0.50% 2.54+0.22¢ 75,33%+2.23° 0.2467+0.00*
1% 2.38+0.12° 27,27%+4.37° 0.3067+0.01*
2% 1.87+0,11° 96,7%+3.30¢ 0.2967+0.01*
3% 1.48+0.14° 72,87%+3.58° 0.3033+0.01¢
Controle Negativo 1.68+0.13° 27,33%+3.52* 0.3167+0.02°

Médias seguidas de letras diferentes sio significativos com 5% de probabilidade pela analise de variancia ANOVA um critério teste t (LSD).

No que se refere as analises de opacidade do filme
incorporado ao dleo de R. officinalis (Tabela 1), este apresen-
tou um aumento dos valores com o aumento da concentra-
¢do do oleo. Este fato também foi observado por Pranoto et
al. (2005) em estudos com incorporagdo de 6leo de alho em
filmes de alginato, o qual afetou a transparéncia ¢ aparén-
cia do filme, demonstrando-se mais amarelado. No entanto,
observou-se um efeito contrario para os filmes com 7. riparia
(Tabela 2), em que a opacidade diminuiu com o aumento da
concentragdo do 6leo, principalmente para concentragdes de
2 e 3%, em que os valores encontrados foram proximos ao
valor do CN. Esse evento possivelmente ocorreu mediante
uma melhor interagdo entre os componentes do 6leo com o
filme, o que sugere que as espécies quimicas presentes nos
6leos interferem significativamente nas propriedades filmo-
génicas.

Quanto a solubilidade, pode-se observar tanto na
Tabela 1 (R. officinalis), quanto na Tabela 2 (7. riparia), que
houve um aumento consideravel deste pardmetro apos a in-
corporagdo dos 6leos. Esse aumento pode ser decorrente da
adigdo de agentes emulsificantes, no caso o tween 80 que, na
presenca de compostos lipofilicos (6leo), promovem melhor
interagdo com a agua, contribuindo assim para sua solubili-
zagdo, como relatado por Suppakul et al. (2003). Além desse
fato, devido a baixa intera¢do do 6leo com a matriz polimé-
rica (filme), ele ¢ facilmente retirado, promovendo também
um possivel aumento da solubilidade. No entanto, somente
para as concentragdes de 0,25 e 1% do filme incorporado a
T. riparia, os valores ficaram proximos ao controle negativo,
corroborando com o discutido anteriormente. Tal aumento da

solubilidade pode ser benéfico quando considerada a aplica-
¢do da pelicula filmogénica em frutas e hortaligas, para pos-
teriormente remog¢do da mesma (FAKHOURI et al., 2007).

Notou-se que a adigdo do 6leo reduziu a espessura
dos filmes incorporados com R. officinalis (Tabela 1), com-
parado com o CN, sendo que entre as concentragdes utiliza-
das, ndo houve diferenca significativa, diferentemente do re-
portado por Avila-Sosa et al. (2010) em trabalhos realizados
com filme de amido, os quais observaram que, aumentando
a concentrag@o do dleo, houve um aumento da espessura do
filme. Esse evento pode ser explicado por uma retragdo do
filme quando incorporado este 6leo, corroborando novamen-
te com os outros dados que indicam uma baixa interacdo en-
tre os componentes do filme. Entretanto, para os filmes com
T. riparia (Tabela 2), os valores foram semelhantes ao CN,
indicando novamente uma melhor compatibilidade entre os
reagentes dos filmes, como ja mencionado acima.

Analises Realizadas em Filmes Impregnados com Clo-
ranfenicol

Os valores encontrados na Tabela 3 demonstraram
que a incorporagdo de cloranfenicol ao filme nio apresentou
diferencas significativas, quando comparados ao controle ne-
gativo, sendo isto valido para os trés parametros analisados.
Somente a solubilidade para 0,5% foi maior, também corro-
borando com uma melhor compatibilidade desta substancia
com os outros componentes dos filmes. Porém, mesmo as-
sim, o filme ainda apresentou-se visualmente quebradico e
com uma superficie irregular (Figura 1).

Tabela 3: Valores médios de opacidade a 450nm, solubilidade em agua (%) e espessura (mm) em filmes compostos de gela-

tina, plastificante, amido de mandioca e cloranfenicol.

Filme Opacidade Solubilidade Espessura
0.25% 4.35+1.30° 36.93+1.34° 0.15+0.042
0.50% 2.6+0.54° 45.37+4.03° 0.15+0.01°
1% 2.76+0.43* 33.08+1.46° 0.17+0.01°
2% 2.56+0.11® SA* 0.22+0.02°
3% 2.77+0.31° 33.86+1.522 0.18+0.01°
Controle Negativo 2.924+0.05° 36.00+0.57° 0.11+0.012

Meédias seguidas de letras diferentes sdo significativos com 5% de probabilidade pela analise de varidancia ANOVA um critério teste t (LSD).

*SA = Sem quantidade de amostra suficiente para realizar o teste.
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Figura 1: Filmes biodegradaveis compostos de gelatina, plastifi-
cante, amido de mandioca e cloranfenicol nas concentragdes 1%
representado por (A) e 2% representado por (B).

Atividade Antimicrobiana nos Filmes Impregnados com
Oleos Essenciais

Apos o crescimento dos micro-organismos, obser-
vou-se que os discos de filme biodegradavel impregnado ao
oleo essencial em diferentes concentragdes nao foi capaz
de formar halo inibitério, dado este também observado por
Seydim e Sarikus (2006), na utilizagdo do 6leo de R. offici-
nalis. Apenas os 6leos puros impregnados em papel filtro, de
ambas as plantas, foram capazes de formar zona de inibig¢ao
(Tabela 4). Sendo que o 6leo essencial de T. riparia foi capaz
de inibir o micro-organismo S. aureus, apresentando valor
médio de halo igual a 20 mm (Figura 2-C e D), diferentemen-
te do que se observou com o 6leo de R. officinalis, que inibiu
diferentes micro-organismos, a C. albicans (Figura 3-A) e
E. coli (Figura 3-B), sendo que os valores dos halos foram
20 mm e 15 mm, respectivamente. Entretanto, mesmo com a
formacao de halos inibitorios, nao € possivel considerar estas
substancias efetivas contra o crescimento de micro-organis-
mos, devido a comparagdo com o controle positivo, sendo
27 mm para S. aureus € 30 mm para E. coli, de acordo com
a metodologia proposta por Karaman et al. (2003) e Sprin-
gfield et al. (2003).

De acordo com a dimensdo do halo, os micro-
-organismos foram classificados como: sensiveis, quando o
diametro da zona de inibi¢do foi maior ou ndo mais do que
trés mm menor que o controle positivo; moderadamente sen-
siveis, halo maior que dois mm, mas menor que o controle
positivo de mais de trés mm; e resistentes, diametro igual
ou menor que dois mm (KARAMAN et al., 2003; SPRIN-
GFIELD et al., 2003).

Ao comparar os resultados obtidos neste trabalho
com estudos realizados por Hammer, Carson ¢ Riley (1999),
pode-se afirmar que o 6leo essencial de R. Officinalis obteve
melhores resultados em relagdo aos 6leos de C. sempervi-
rens, D. carota, S. album, Z. officinale, V. zizanioides, S. scla-
rea, porém os valores foram inferiores aos 6leos de C. citra-
tus, C. martinii, M. quinquenervia, M. spicata, O. vulgare, P.
graveolens, quando utilizando 0os mesmos micro-organismos
(S. aureus, E. coli).
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Tabela 4: Valores médios dos halos de inibigdo (mm) for-
mados frente aos micro-organismos S. aureus, E. coli ¢ C.
albicans na presenca de oleos essenciais de 7. riparia e R.
Officinalis.

Planta S.aureus E. coli C. albicans
T. riparia 20 o o

R. officinalis 15 20

Padréo 27 30

Figura 2: Avaliacdo da capacidade de inibi¢ao do filme biodegra-
davel quando incorporado dleo essencial de T. Riparia, frente aos
micro-organismos: C. albicans (A), E. Coli (B), S.aureus (C e D).

Quanto as analises de atividade antimicrobiana nos
filmes incorporados com o clorafenicol, observou-se nesta
analise a formacdo de zonas de inibi¢ao nas diferentes con-
centragdes testadas do filme biodegradavel impregnado com
cloranfenicol (Tabela 4). As medidas dos halos de inibi¢do
encontraram-se muito proximos no teste com a bactéria E.
coli (Figura 4-B) nas concentragdes de 0,25; 2 ¢ 3%. Nas
concentragdes 0,5 e 1%, estas medidas foram menores. Nos
testes com a bactéria S. aureus (Figura 4-A), o maior halo
formado foi a 0,25%. No entanto, nas concentragdes 1; 2 e
3%, verificou-se formagao de halo crescente.

Pode-se constatar com estes resultados que filmes
com 0,25% do principio ativo apresentaram atividade contra
estes micro-organismos. Isso ocorre possivelmente devido a
menor quantidade de droga impregnada promover uma maior
compatibilidade com o filme, facilitando desta maneira sua
difusdo na placa. Por outro lado, ao se observar quantidade
acima de 2%, o excesso superficial deste principio pode ser o
responsavel pela atividade semelhante apresentada no filme
de 0,25%.

Em comparagdo com dados obtidos por Seydim
(2006), pode-se observar que o cloranfenicol apresentou me-
lhores resultados em comparagdo com Oleos essenciais de
alho e orégano, para todas as concentracdes analisadas, em
que, ocorreram inibi¢do apenas nas concentragdes acima de
2 e 1 % respectivamente.

No entanto, mesmo com a formagdo das zonas de
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inibi¢do, as bactérias demonstraram resisténcia, pois quando
comparadas aos halos formados pelo controle positivo, aque-
les foram insuficientes, de acordo com a metodologia pro-
posta por Karaman et al. (2003) e Springfield et al. (2003).
Dessa maneira, a matriz utilizada (filme biodegradavel) esta
afetando a atividade do principio ativo, sendo necessario
utilizar novos componentes que possibilitam a obtengdo de
resultados mais significativos.

Tabela 5: Valores médios dos halos de inibigdo (mm) forma-
dos frente aos microorganismos E. coli e S. aureus na pre-
sen¢a de filmes compostos de gelatina, plastificante, amido
de mandioca e Cloranfenicol.

Filme E. coli S.aureus
0,25% 19.67+0.332 23.334+0.332
0,5% 9.33+£0.33" SA*

1% 14.33+0.66° 13.00+0. 00°
2% 19.33+0.332 17.00+1.00°
3% 19.00+0.00* 20.334+0.88¢

Médias seguidas de letras diferentes sao significativos com 5% de
probabilidade pela analise de varidncia ANOVA um critério teste t
(LSD). *SA = Sem quantidade de amostra suficiente para realizar
o teste.

Figura 4: Avaliagio da capacidade de inibigdo do filme biodegrada-
vel quando incorporado ao Cloranfenicol. Sendo os microorganis-
mos: S. aureus representada por (A), E. coli representada por (B).

Conclusao

Os resultados encontrados demonstram que a in-
corporagdo dos 6leos essenciais influenciou na formagao da
pelicula, uma vez que os filmes encontraram-se quebradicos
e com superficie irregular, bem como apresentaram variagdo
nas suas propriedades de solubilidade e opacidade.

Nio foi observada atividade antimicrobiana, tanto
para os 6leos puros quanto em concentragdes testadas, frente
aos micro-organismos estudados. No entanto, utilizando-se o
antimicrobiano cloranfenicol, os filmes apresentaram forma-
¢do de halos, porém ainda considerados ineficientes perante
o controle positivo.

Dessa forma, este estudo demonstrou que apesar
do o6leo essencial possuir atividade antimicrobiana, quando
este € incorporado em filmes, esta atividade pode diminuir ou
simplesmente desaparecer. Assim, novas pesquisas serao ne-
cessarias para aprimorar os conhecimentos sobre interacdes
dos 0leos com o filme. Além disso, devem-se utilizar outros
6leos com alta atividade antimicrobiana comprovada, para
analisar o quanto desta atividade podera diminuir quando es-
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tes forem incorporados a filmes biodegradaveis.
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