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RESUMO
PROENCA, L. B. Desenvolvimento e caracteriza¢cdo de bionanocompdsitos
de poli(acido) latico e argila montmorilonita incorporados com oOleo essencial de
melaleuca. 71p. Dissertacdo (Mestrado) —Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade
de Séo Paulo, Séo Carlos, 2020.

A presenca de microorganismos em feridas da pele pode acarretar em infecgdes
que dificultam o processo de cicatrizacdo.Com o objetivo de investigar novos agentes
antimicrobianos capazes de eliminar microorganismos resistentes, o Oleo essencial de
melaleuca (OE) foi avaliado quanto as suas propriedades antimicrobianas.Bionanocompdsitos
antimicrobianos foram preparados porsonicacdo seguida de intercalacdo por fusdo. A argila
montmorilonita (MMT), glicerol (Gli) e o poli (acido latico) (PLA) foram escolhidos para
constituir obionanocompdsitode polimero-argila para aplicacdo em curativos. A MMT é
interessante para este uso uma vez que retém e promove uma liberacdo controlada do
composto ativo no local da ferida. O PLA sintético foi aprovado pela Food and Drug
Administration para aplicac6es em curativos.O glicerol foi adicionado aos bionanocompositos
com o intuito de avaliar o efeito deste na esfoliagdo e na dispersdo da argila na matriz
polimérica.O teste de disco difuséo foi realizadopara avaliar as propriedades antimicrobianas
do oleo essencial. Ensaios de difracdo raio-x (DRX) e microscopia eletrénica de varredura
(MET) foram realizados a fim de analisar a extenséo da intercalacdo/esfoliacdo da argila. As
propriedades mecénicas e térmicas dos bionanocompositos produzidos foram avaliadas por
meio da anélise térmica dindAmico-mecénica (DMTA) e analise termogravimétrica (TGA). Por
fim, a atividade antimicrobiana dos bionanocompdsitos produzidos foi avaliada de acordo
com a norma 150221961. O 6leo de melaleuca apresentou propriedades antimicrobianas as
cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus.Os resultados de DRX e MET revelaram que
0S bionanocompdsitos produzidos apresentaram  morfologias  predominantemente
intercaladas/esfoliadas.O ensaio da 1SO221961 mostrou que 0s compostos organicos foram
incorporados aos bionanocompdsitos e o numero de células viaveis de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foi reduzido significativamente nas amostras com adicdo de o6leo

essencial e glicerol.

Palavras-chave: agente antimicrobiano, dleo essencial, nanoargila, esfoliagdo, curativo.






ABSTRACT

PROENCA, L. B. Development and caracterization of poly(lactic acid) and
montmorillonite claybionanocomposites incorporated with tea tree oil. 71p. Dissertation
(M. Sc) — Sao Carlos School of Engineering, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2020.

The presence of microorganisms in skin wounds can lead to infections that
hamper the healing process, therefore, growing interest has been given to the development of
antimicrobial dressing. This study evaluated the ability of tea tree essential oil (EO) to
eliminate resistant microorganisms. Antimicrobial bionanocomposites were prepared in two
steps, namely sonication followed by melt intercalation. Montmorillonite clay (MMT),
glycerol (Gly) and poly(acid lactic) (PLA) were chosen for constituting a polymer-clay
bionanocomposite for application in wound dressing. MMT retains and promotes a controlled
release of the drug into the wound. Synthetic PLA has been approved by Food and Drug
Administration for wound dressing applications. Glycerol was added to bionanocomposites in
order to evaluate its effect on exfoliation and clay dispersioninto the polymer matrix. Disk
diffusion tests evaluated the antimicrobial properties of tea tree oil. X-ray diffraction (XRD)
and transmission electron microscopy (TEM) were performedto analyze the extent of clay
intercalation/exfoliation. Mechanical and thermal properties of the produced
bionanocomposites were evaluated by dynamic-mechanical analysis (DMTA) and
thermogravitmetric analysis (TGA). Finally, antimicrobial activity of the bionanocomposites
was measured according to 1S0221961 standard.Tea tree essential oil showed effective
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria. XRD and TEM resultsindicated
that intercalated/exfoliated morphologies were obtained in the produced bionanocomposites.
1ISO221961 test showed that organic compounds were incorporated into the
bionanocomposites and the number of viable Escherichia coli andStaphylococcus aureuscells

was significantly reduced in the samples with the addition of essential oil and glycerol.

Keywords:antimicrobial agent, essential oil, nanoclay, exfoliation, wound dressing.
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1. INTRODUCAO

As feridas na pele podem ser causadas por queimaduras, cortes, incisdes
cirurgicas ou mesmo geradas por algum tipo de doenca. Essas lesdes levam a perda da funcao
protetora da pele contra os microorganismos externos, propiciando um ambiente favoravel
para a colonizagéo e crescimento de bactérias(Ll; KNETSCH, 2018; SIMOES et al., 2018). O
microorganismo mais comum na ferida é o Staphylococcus aureus; porém grande parte dos
casos a infeccdo tende a ser polimicrobial, com a presenca de bactérias do tipo
Staphylococcusepidermidis, Escherichia coli ou Pseudomonasaeruginosa(AUBERT-VIARD
etal., 2019).

O poli(acido) lactico (PLA) é um dos polimeros sintéticos mais usados na
producdo de curativos. Por ser biodegradavel, este material é interessante para reduzir os
danos causados pela troca da cobertura (LI; KNETSCH, 2018). A lenta taxa de degradagéo do
PLA permite que o tecido lesado tenha tempo suficiente para passar pelo processo de
reparacao da pele (GHORBANI et al., 2018). Além disso, os produtos da degradacdo deste
polimero ndo sdo toxicos, sendo portanto, um 6timo material para ser usado em aplicacdes
biomédicas (FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016).

O desenvolvimento de coberturas antimicrobianas surgiu da necessidade de
evitar a contaminagéo da ferida por esses microorganismos (SIMOES et al., 2018). Devido ao
ritmo acelerado de surgimento de bactérias resistentes, diversas alternativas terapéuticas e
agentes antimicrobianos, como 06leos essenciais, tém sido investigados a fim de melhorar a
eficiéncia desse tipo de cobertura (MIRANTE, 2015).

Oleos essenciais sdo interessantes para aplicagio em coberturas
antimicrobianas uma vez que apresentam uma mistura complexa de diversos componentes.
Essa caracteristica dos 6leos naturais propicia uma melhor eliminacdo de bactérias resistentes
do que os antibidticos, compostos de apenas uma entidade molecular(SOLORZANO-
SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). O dleo de melaleuca apresenta diversas
propriedades antibacteriana, antiviral e anti-inflamatoria. Além disso, estudos mostram uma
boa eficiéncia do Gleo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, bacilos acidos
resistentes, leveduras e fungos; fato que tem permitido empregéa-lo em antissépticos para a
pele(CARSON et al., 2005; ZENG et al., 2018).

O avanco da nanomedicina e da nanotecnologia tem possibilitado a criagdo de
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coberturas que entregam fatores de crescimento, terapias celulares, terapias genéticas e
agentes antimicrobianos que estimulam a cicatrizacdo(JAHROMI et al., 2018). A argila
montmorilonita (MMT) é uma nanoargila bastante investigada para atuar como carregadora
desses compostos ativos. Esta argila apresenta uma estrutura cristalina formada por duas
camadas tetraédricas de Si-O e uma camada octaédrica central de Oxido AI-O que,
combinadas, constituem uma lamela(JAYRAJSINH et al., 2017; TORNUK et al., 2018). A
distancia existente entre essas lamelas é suficiente para acomodar diferentes compostos
organicos na estrutura da argila, permitindo a formacao de nanocomp0sitos ou incorporacao
de drogas(ALEXANDRE et al., 2016). Esse espacamento interlamelar determina o grau de
esfoliacdo da argila e o nivel de interagdo molecular entre 0 composto organico e inorganico
(CHAUDHARY; LIU, 2013).

A introducdo de Gleo essencial entre as camadas de argila é interessante visto
que dessa maneira 0 composto ativo pode ser liberado de forma controlada. Além disso,
quando esse composito argila-6leo essencial é inserido dentro de uma matriz polimérica, o
composto ativo fica protegido contra as condi¢bes de processamento do polimero
(GIANNAKAS et al., 2017).

A incorporacdo de nanoargila e Oleo essencial em biopolimeros tem sido
importantes nas aplicacdes voltadas para a industria farmacéutica e biomédica uma vez que
esta combinacdo propicia um material com propriedades térmicas e fisico-mecanicas
melhoradas; além de promover atividade antimicrobiana e antioxidante ao produto
final(MISHRA et al., 2014; ALBOOFETILEH et al., 2018; GARRIDO-MIRANDA et al.,
2018).

1.1. Objetivo geral

e Desenvolver e caracterizar bionanocompositos a base de PLA, argila MMT, glicerol e

6leo essencial de melaleuca para aplicacdo em coberturas antimicrobianas.

1.1.1. Objetivos especificos
e Avaliar as propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de melaleuca;

e Incorporar o dleo essencial de melaleuca na argila MMT;
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Produzir bionanocompositos de PLA/MMT incorporados com o 6leo de

melaleuca;
Avaliar as propriedades antimicrobianas do bionanocomposito produzido;

Caracterizar 0os corpos de prova para avaliar propriedades mecanicas e

térmicas;

Investigar a atuacdo do glicerol na melhora da esfoliacdo e disperséo da argila

na matriz polimérica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Feridas na pele

As feridas na pele podem ser causadas por queimaduras, cortes, incisdes
cirargicas ou mesmo geradas por algum tipo de doenca. Séo classificadas em feridas agudas
quando apresentam sinais de cicatrizacdo em menos de trés meses e, em feridas cronicas,
quando a cicatrizacdo ndo acontece dentro desse intervalo(SIMOES et al., 2018; ZENG et al.,
2018).

As feridas cronicas normalmente sdo causadas por doencas como Ulceras de
pressao, Ulceras do pé diabético, Ulceras nas pernas e feridas fungosas(VIJAYAKUMAR et
al., 2019). Esse tipo de lesdo apresenta alto risco de infeccdo bacteriana devido ao ambiente
ser pobre em oxigénio e rico em proteinas(DERAKHSHANDEH et al., 2018).

A colonizag&o microbiana em feridas abertas causa o aumento do edema, calor,
dor, exsudato, vermelhiddo da pele e mau cheiro(FONDER et al., 2008). Além disso, as
infeccdes provocam necrose do tecido, dificultando o processo de cicatriza¢do e aumentando
0s danos ao paciente(AUBERT-VIARD et al., 2019).

O microorganismo mais comum na ferida é o Staphylococcus aureus; porém
grande parte dos casos a infeccdo tende a ser polimicrobial, com a presenca de bactérias como
Staphylococcusepidermidis, Escherichia coli ou Pseudomonasaeruginosa(AUBERT-VIARD
et al., 2019). No primeiro estagio de um processo infeccioso estdo presentes organismos gram
positivos como Staphylococcus aureus (S. aureus) e Streptococcuspyogenes (S. pyogenes). Ja
nos estagios mais cronicos, espécies gram negativas como Escherichia coli (E. coli) e
Pseudomonasaeruginosa (P. aeruginosa) tendem a invadir o local da ferida(SIMOES et al.,
2018).

A identificacdo do grau de severidade e do tipo de infeccdo presente na ferida é
de extrema importancia para o cuidado adequado da lesdo(KIM et al., 2019). Apos a avaliacdo
inicial,efetuam-se as etapas de limpeza,desbridamento, fechamento primario ou intervencéo
secundaria, tratamento antimicrobiano e anti-inflamatério e por fim, aplicacdo de cobertura
(ZENG et al., 2018).

Curativos ideaissdo aqueles que apresentam boa compatibilidade biologica,
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biodegradabilidade, capacidade antiaderente, baixa citotoxicidade e propriedades
antibacterianas(KIM et al., 2019). Esses produtos devemainda permitir as trocas gasosas,
remover 0 excesso de exsudato e possibilitar a manutencdo da umidade no local da ferida.
Devido a complexidade de uma ferida cronica, dificilmente um curativo consegue atender a
todos esses requisitos(FONDER et al., 2008). A fim de melhorar o bem estar do paciente,
busca-se também a confec¢do de curativos que propiciem um tratamento de ferida com baixo
custo e pouca frequéncia de troca da cobertura(SAGHAZADEH et al., 2018).

Os curativos tém sido produzidos com materiais sintéticos ou naturais. De
acordo com o tipo de ferida, as coberturaspodem apresentar forma fisica de esponja, hidrogel,
hidrocoléide, filme ou membrana(SIMOES et al., 2018). Séo classificadas como: 1) passivas,
que sdo ditos tradicionais, como as compressas de gaze e tule; 2) inativas, que geralmente sdo
poliméricas, transparentes, impermeaveis as bactérias e permeaveis a agua e oxigénio, como é
o0 caso dos hidrocol6ides ehidrogéis; e 3) bioativas, que fornecem substancias importantes
para a cicatrizacdo de feridas (BUENO, 2015; BUKZEM, 2019).

O avangco mais recente no tratamento de feridas estd relacionado com o
emprego de materiais com substancias bioldgicas capazes de contribuir para a cicatrizacéo e
funcionalidade do tecido regenerado. Os biopolimeros tém sido muito utilizados no
desenvolvimento desses novas coberturas, pois além de serem biocompativeis e
biodegradaveis, podem facilmente incorporar agentes antimicrobianos em sua estrutura e

associar-se ao tecido danificado a fim de promover a cicatrizacdo (BUENO, 2015).

Pesquisadores tém trabalhado no desenvolvimento de coberturas
antimicrobianas a fim de prevenir infeccdes comuns nas feridas que ocasionam o aumento das
taxas de morbidade e mortalidade. Muitos curativos ja confeccionados se mostraram eficazes,
porém a busca pelo curativo ideal esta em andamento(BUENO, 2015; SIMOES et al., 2018).

2.2. Coberturas antimicrobianas

As coberturas antimicrobianas sdo aquelas capazes de prevenir a penetracdo da
bactéria ou evitar o crescimento de microorganismos no local da ferida. Esse tipo de cobertura
pode ser produzida com materiais que apresentam uma atividade bactericida intrinseca ou que
passaram por processos de modificagdo de superficie eincorporacdo de agentes

antimicrobianos. Geralmente, as drogas inseridas na estrutura desse material séo antibioticos,
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nanoparticulas e produtos naturais(SIMOES et al., 2018).

O desenvolvimento de coberturas antimicrobianas surgiu da necessidade de
lidar com a resisténcia das bactérias as drogas utilizadas no tratamento convencional do
paciente(SARHEED et al., 2016). Mais de 70% das bactérias causadoras de infeccdo séo
resistentes a pelo menos um tipo de antibiético (SIMOES et al., 2018). As feridas mais
dificeis detratar sdo aquelas que apresentam bactérias gram positivas do tipo Staphylococcus
aureus resistentes e sensiveis a meticilina(HALCON; MILKUS, 2004). Com o crescimento
desses microorganismos, medidas locais passaram a ser adotadas uma vez que O
desenvolvimento de novos farmacos € baixo e ndo consegue acompanhar o ritmo de

surgimento de novas cepas resistentes(MIRANTE, 2015).

Tratamentos locais sao interessantes pelo fato dos tecidos necréticos serem mal
irrigados, o que faz com que a administracdo sistematica da droga seja pouco
eficiente(AUBERT-VIARD et al., 2019). Assim, a liberacdo controlada do farmaco na regido
especifica da ferida permite uma acdo farmacoldgica mais acentuada (MIRANTE, 2015).
Além disso, coberturas tdpicas evitam os efeitos colaterais de uma administracdo sistémica,
como nauseas, diarréias, vomitos e reacdes alérgicas; que geralmente ocorrem quando o local
da lesdo necessita apenas de pequenas concentracdes da medicacdo. Por fim, outra vantagem
desse tipo de cobertura € o menor custo ao se comparar com 0s produtos orais(SARHEED et
al., 2016).

Apesar dos beneficios dos curativos locais, estes também podem desenvolver
bactérias resistentes caso o emprego dos agentes antimicrobianos ou antibidticos ndo seja
especifico ao microorganismo presente na infeccdo(SAGHAZADEH et al., 2018). Por causa
disso, novas alternativas terapéuticas e diferentes agentes antimicrobianos tém sido

investigados a fim de solucionar esse problema (MIRANTE, 2015).

O desenvolvimento da nanomedicina e da nanotecnologia tem possibilitado a
criagdo de coberturas avancadas que entregam fatores de crescimento, terapias celulares,
terapias genéticas e agentes antimicrobianos que estimulam a cicatrizacdo. As estruturas mais
utilizadas para tratamento de feridas sdo as nanofibras, nanoparticulas, filmes e scaffoldsem
3D. Essas nanoestruturas tém apresentado boa atividade antimicrobiana contra
microorganismos resistentes, além de acelerar a regeneragédo da pele danificada(JAHROMI et
al., 2018; SIMOES et al., 2018).
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2.3. Biopolimeros e bionanocompd@sitos

Biopolimeros sdo materiais derivados de fontes renovaveis que podem ser
divididos em trés categorias: 1) polimeros extraidos da biomassa como o amido, a celulose e
quitosana; 2) polimeros produzidos por sintese quimica usando mondmeros de fonte
renovavel como € o caso do poli(acido) lactico(PLA), sintetizado a partir de acido latico e
mondmero e 3) polimeros produzidos por microrganismos ou bactérias modificadas
geneticamente como o polihidroxialcanoato(PHA) eo polihidroxibutirato (PHB)(COLTRO;
SARANTOPOULOS; JUNIOR, 2005).

Os biopolimeros apresentam grande potencial para substituicdo de polimeros
provenientes de fontes fdsseis, sendo assim, interessantes para uma producdo ecologicamente
sustentavel. Além disso, esses polimeros podem ser biodegradaveis sob acdo de
microorganismos e condicGes favoraveis de pressdo, temperatura, umidade e luz(BRITO et
al., 2011). A biodegradacdo completa dos biopolimeros resulta em produtos como didxido de
carbono e agua, tornando-os vantajosos frente aos polimeros convencionais(RIBEIRO,
2014).0Outra carateristica interessante dos biopolimeros é a capacidade de serem veiculos de
incorporacdo de aditivos como antioxidantioxidantes, agentes antimicrobianos e antifungos,
corantes, nutrientes, entre outros (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2018).

Apesar dessas vantagens, 0s biopolimeros apresentam propriedades mecanicas
pobres e alto custo de producdo(EMADIAN; ONAY; DEMIREL, 2017).Devido essas
limitacGes, a nanotecnologia tem sido utilizada como uma ferramenta para melhorar as
propriedades mecanicas, térmicas e de barreira (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2018).
Uma das estratégias utilizadas é a incorporacdo de nanoparticulas de reforgos em matrizes de
biopolimeros, gerando assim, os chamados bionanocompositos (ALBOOFETILEH et al.,
2018).

Os bionanocompositos baseados em argilas e polimeros biodegradaveis
possuem melhores propriedades que os compositos convencionais, desde que pequenas
quantidades de argila sejam utilizadas (<5% em peso) (ARAUJO et al., 2014). Segundo
Coelho (2008), as camadas de argila dificultam a movimentagdo das moléculas do polimero,
promovendo assim, excelentes propriedades mecénicas ao bionanocomposito. E possivel
observar ganhos em modulo de elasticidade, resisténcia mecanica e térmica, menor
permeabilidade a gas e maior degradacdo de polimeros biodegradaveis(OJIJO; RAY, 2013).
Em alguns casos, pode ser necesséria a adicdo de compatibilizantes para permitir melhor
interacéo entre a argila e a matriz polimérica (ARAUJO et al., 2014).
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O PLA é um poliéster alifatico sintetizado a partir do &cido latico obtido de
fontes renovaveis que contém amido ou agucar. Este polimero € um termopléstico que pode
ser semicristalino ou amorfo, biocompativel e biodegradavel(BRITO et al., 2011). A estrutura

molecular do PLA esta representada na Figura 1.

Figura 1: Estrutura do poli(acido)léctico.
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Fonte: (BRITO et al., 2011).

Trés formas estereoquimicas sdo possiveis para o PLA: poli (L-lactido)
(PLLA), poli (D-lactido) (PDLA) e poli (DL-lactido)(PDLLA)(NAMPOOTHIRI; NAIR;
JOHN, 2010). Quanto a sintese, esse material pode ser obtido por diferentes processos de
polimerizacdo do &cido lactico, seja por policondensacdo, polimerizacdo por abertura de anel
ou por polimerizacdo direta. Geralmente, a polimerizacdo direta e a polimerizagdo por
abertura de anel sdo as técnicas de obtencdo mais utilizadas(LASPRILLA et al., 2012).

A producdo do PLA € vantajosa se comparada a de outros biopolimeros uma
vez que envolve menos gastos de energia, melhor processabilidade térmica e ainda éoriunda
de recursos renovaveis. Esse material pode ser processado por moldagem de injecdo, extrusao
de filme, moldagem por sopro, termoformagem e fiacdo de fibra(FARAH; ANDERSON;
LANGER, 2016).

Com relagdo as propriedades do PLA, estas dependem dos componentes
isbmeros, da temperatura de processamento, do tempo de recozimento e do peso
molecular(FARAH; ANDERSON; LANGER, 2016). Caracteristicas fisicas como densidade
ecapacidade de calorsdo altamente influenciadas pela temperatura de transicdo vitrea (TQ)
(LASPRILLA et al., 2012). Ja a estereogquimica e a historia térmica desse polimero afetam
diretamente a cristalinidade e, consequentemente, as propriedades de modo geral(FARAH;
ANDERSON; LANGER, 2016). A Tabela 1revela algumas das propriedades do PLA.
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Tabela 1: Principais propriedades do PLA.

Propriedade Unidade
Propriedades fisicas

indice de fluidez 4,3-2,4 g10min™
Densidade 1,25 gcm’®

Propriedades mecanicas

Limite de escoamento 53 MPa
Alongamento 10-100 %
Médulo de flexao 350-450 MPa

Propriedades térmicas
Temperatura de Deflexdo Térmica (HDT) 40-45, 135 °C

Ponto de fuséo 120-170 °C
Fonte: Adaptado de (NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010).

Quanto a degradacdo do PLA, esta ocorre por meio da hidrélise dos grupos
ésteres, levando a reducdo do peso molecular ponderal médio (M,,). Em um segundo estagio,
M,, é reduzido até que o acido lactico e os oligbmeros de baixo M,, sejam naturalmente
eliminados por microorganismos na forma de diéxido de carbono e agua (FARAH;
ANDERSON; LANGER, 2016). A taxa de degradacao depende de uma série de fatores como
cristalinidade, peso molecular, temperatura, pH, permeabilidade a dgua e presenca de grupos
terminais carboxila ou hidroxila. Os produtos da degradacdo ndo sdo tdxicos, sendo o material
aprovado, pela FoodandDrugAdministration(FDA), para atuar diretamente em contato com
fluidos biol6gicos(NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010).

Por ser biocompativel e biodegradavel, o PLA apresenta extensiva aplicacdo na
area biomedica, sendo utilizado em implantes cirdrgicos, sistemas de administracéo de drogas
e em suturas(BRITO et al., 2011). Também pode ser aplicado na producdo de embalagens
soltas, sacos de compostagem, embalagem de alimentos e utensilios de mesa descartaveis. Na
forma de fibras, este material é empregado em estofados, toldos, fraldas e produtos de
higiene(NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010).

Apesar dos pontos positivos, o0 PLA apresenta algumas desvantagens como
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fragilidade e pobres propriedades mecénicas, o que limita seu uso em determinadas
aplicacOes. Para viabilizar a utilizagdo desse material, geralmente este passa por processos de
modificacdo no qual é misturado com outros polimeros, formando as blendas poliméricas, ou

é combinado com argila, gerando os micro ou nanocompésitos (ARAUJO et al., 2014).

A distribuicdo de nanoargilas na matriz polimérica promove melhorias
significativas no material em nivel de propriedades mecanicas, Gticas e de barreira a gas. As
principais vantagens de empregar a MMT nos nanocompdsitos deve-se ao fato da argila ser
abundante na natureza, possuir alta area superficial e baixo custo (KARIMI; DAUD, 2017).
Rhim et al. (2009) revela que o PLA apresenta uma boa compatibilidade com a
montmorilonita Closite 20A.A Tabela 2compara as propriedades do PLA puro e do

nanocomposito de PLA/4% MMT com 4% em peso de montmorilonita.

Tabela 2: Comparacdo das propriedades do PLA puro e do nanocompésito de PLA/4% MMT.

Nanocomposito

Propriedade PLA puro

PLA/4% MMT
Médulo de armazenamento (GPa— 25°C) 1,63 2,32
Médulo de flexao (GPa - 25°C) 4,8 55
Resisténcia a flexdo (MPa— 25°C) 86 134
HDT (°C) 76,2 94

Coeficiente de permeabilidade ao gas O, (mL mm m™

- . 200 177
dia"MPa™- 25°C)

Fonte: Adaptado de (RAQUEZ et al., 2013).

2.4. Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 compostos aromaticos obtidos de plantas como flores,
sementes, folhas, galhos, frutas e raizes(GARRIDO-MIRANDA et al., 2018). Geralmente,
apresentam constituintes derivados dos terpenos, alcoois, acidos, ésteres,epoxidos, aldeidos,
cetonas, aminas e sulfetos; o que os torna facilmente oxidaveis, hidrolisaveis, volateis e
termolabeis(CALO et al., 2015; MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019). Diversos métodos
podem ser utilizados para a obtencdo dos 6leos naturais: fermentacdo,expressdo, enfleurage,
extracdo (maceracdo) e destilacdo. Esta ultima técnica € a mais utilizada na producéo
comercial desse produto (BURT, 2004).
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Por apresentarem propriedades antifingicas, antivirais e antibacterianas, 0s
6leos essenciais tém sido investigados como alternativa no tratamento de doencas infecciosas,
na conservacdo dos alimentos e como fontes potenciais de novos compostos
antimicrobianos(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). O 6leo pode ser
incorporado aos polimeros a fim de conferir propriedades antimicrobianas ao material e
permitir a aplicacdo em diversas &reas, principalmente em dispositivos médicos, higiene,

salde e em sistemas de purificacdo de agua(SHEMESH et al., 2015).

O uso de o6leos essenciais em estratégias terapéuticas antimicrobianas é
interessante para evitar o desenvolvimento de bactérias resistentes. Como o0s 6leos naturais
possuem multiplos componentes, estes tornam-se mais eficazes na elimina¢do do micro-
organismo do que o0s antibioticos,compostos de apenas uma entidade molecular
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

O mecanismo de a¢do antimicrobiano dos Oleos essenciais ainda ndo é bem
entendido. Acredita-se que o 6leo penetra a membrana bacteriana, inibindo as propriedades
funcionais e lipofilicas da célula(CALO et al., 2015). Outro aspecto importante que pode
explicar o mecanismo de acdo é o carater hidrofobico dos liquidos oleosos. Essa caracteristica
permite aos Oleos separarem o0s lipideos da membrana celular e da mitocéndria, deixando a
célula mais permeavel. Esse fato acarreta no vazamento de contetdos celulares levando a

morte da célula antes mesmo da lise (BURT, 2004).

O grande desafio ao utilizar os 6leos essenciais é controlar sua alta volatilidade
que implica na rapida evaporacdo e perda das propriedades antimicrobianas. Uma forma de
evitar esse problema é encapsular o 6leo dentro de um material capaz de promover a liberacao
lenta do composto ativo. Algumas metodologias tém sido estudadas para melhorar a
administracdo dos agentes antimicrobianos, entre elas estdo: moldagem por injecédo, extruséo,
eletrofiacdo, revestimento de superficie, incorporacdo por mistura e a utilizagdo de
nanocompositos poliméricos(KINNINMONTH et al., 2014; GARRIDO-MIRANDA et al.,
2018).

O o6leo de melaleuca, também conhecido como 6leo da arvore de cha, € um
liquido limpido que apresenta odor distinto (PIRES; MOURA, 2016). Em altas dosagens,
pode ser altamente tdxico, causando irritagdo na pele, dermatite alérgica de contato e
imunoglobinalinear(PAZYAR et al., 2013). Geralmente, o 6leo é obtido por destilacdo a vapor

de uma planta nativa da Australia: Melaleuca alternifolia (Myrtaceae), porém pode ser
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encontrado em diversas regides do mundo(HAMMER, 2015).

O 6leo da arvore de cha é rico em monoterpenos, sendo quedentre os mais de
100 constituintes, o terpinen-4-ol é o composto mais abundante(HAMMER, 2015; PIRES;
MOURA, 2016). Devido a essa variedade de componentes volateis, o 6leo de melaleuca
apresenta diversas propriedades antibacteriana, antiviral e anti-inflamatdria(LIN et al., 2018).
A Figura 2 ilustra alguns dos terpenos presentes no 6leo de melaleuca.

Figura 2: Terpenos presentes no 6leo de Melaleuca.

terpinen-4-0o  Y-terpineno  a-terpineno  1,8- cineol p-cimeno o-terpineol  limoneno

Fonte: (PIRES, 2016).

Estudos tem demonstrado a eficacia do Oleo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, bacilos acidos resistentes, leveduras e fungos; fato que tem permitido o
emprego deste em antissépticos de pele (CARSON; RILEY; COOKSON, 1998). Além disso,
0 Gleo de melaleuca tem tido sucesso no tratamento de doencas como dermatofitose nos pés,
acne, candidiase oral, caspa, piolho, gengivite cronica, seborreia e cicatrizacdo de
feridas(HALCON; MILKUS, 2004; PIRES, 2016). No processo de cicatrizacdo de feridas, o
hidrogel feito com o0leo de melaleuca atua imediatamente no resfriamento de queimaduras e
no aumento da taxa de cicatrizacdo(PAZYAR et al., 2013).

Um fator limitante para o emprego do 6leo em determinadas aplicacdes esta
relacionado com o fato dos 6leos essenciais serem lipofilicos, apresentando problemas quanto
a solubilidade no meio aquoso. Devido a essa limitag&o, o 6leo essencial pode ser incorporado
a nanoparticulas por meio de nanoemulsGes, isto é, emulsfes em escala nanométrica,
formadas por duas fases imisciveis unidas por um tensoativo(YUKUYAMA et al., 2016;
ALBOOFETILEH et al., 2018). OPolissorbato 80 (Tween 80) é um exemplo detensoativo ndo
ibnico quetem sido bastante utilizado na area de cosméticos, na industria farmacéutica e
alimenticia, sendo usado neste trabalho com o intuito de promover a interacdo do Oleo

essencial com a A&gua e assim permitir a incorporacdo do Oleo na argila
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montmorilonita(GRIPPA et al., 2010).

Os tensoativos podem agir antagonica ou sinergicamente aos componentes do
Oleo essencial. Altas concentraces de Tween podem aumentar a atividade antimicrobiana,
produzindo resultado falso- positivo, ou diminuir a bioatividade do 6leo ao formar micelas
que dificultam o contato direto do éleo com os microorganismos. Para evitar esses problemas,
alguns autores propdem o uso de concentracdes de Tween entre 0,5 — 20% em massa em
solugdes com 6leo (NASCIMENTO et al., 2007).

A quantidade de 6leo essencial que pode ser incorporada em nanoemulsées
varia de 30 — 40% do total da composicdo (MATOS; LUCCA; KOESTER, 2019). Né&o foi
retratada na literatura a quantidade de composto organico que pode ser inserido a argila. Para
fazer essa analise, muitos trabalhos investigam a concentracao de 6leo na solucdo por meio da
técnica de espectroscopia de ultravioleta. Eusepi et al. (2020) produziu hibridos de argila
montmorilonita com trés drogas inativas distintas de carvacrol na proporgéo de 1:1. A mistura
foi colocada em uma solucdo aquosa e agitada durante 24h. Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada por 30min e o sobrenadante foi recuperado e filtrado por uma membrana
Millipore© a fim de obter a quantidade de o6leo adsorvida. A concentracdo da droga em
solucgéo foi calculada por meio de espectroscopia de ultravioleta, calculando a diferencga de
concentracdo de 6leo na solucdo antes e apds a agitacdo. Os autores observaram retencdo de
22%, 24% e 32% para os trés tipos de drogas estudadas, relatando que estes valores séo
similares aos revelados em outros estudos com mesma argila e diferentes drogas. Ja Torin
(2018) produziu hibridos de argila montmorilonita Cloisite 20A com 06leos essenciais de
carvacrol e eugenol para posteriormente incorpora-los ao polietileno de baixa densidade. O
hibrido de argila-6leo foi adicionado na proporcao de 1:2 em uma solugdo aquosa com Tween
80 e a mistura foi agitada no ultrassom. O trabalho mostrou uma possivel saturacdo do

sistema hibrido ao incorporar o dobro de 6leo essencial em relagdo a argila.

2.5. Argila montmorilonita

A argila montmorilonita (MMT) é um aluminossilicato em camadas
pertencente ao grupo das esmectitas, sendo constituido basicamente de Al,03-4Si0,-3H,0
(FAN et al., 2018; HU et al., 2018). Apresenta estrutura cristalina formada por duas camadas
tetraédricas de Si-O e uma camada octaédrica central de 6xido Al-O (ALEXANDRE et al.,
2016). A Figura 3Tabela 3apresenta uma representacdo esquematica da estrutura das argilas

esmectitas.
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Figura 3: Estrutura das argilas esmectitas.
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Fonte: (COELHO, 2008).

Cada camada possui espessura nanomeétrica e permanecem empilhadas por
forcas de van der Waals. Entre as camadas existe um espaco interlamelar que é preenchido por
cétions metalicos, como sodio (Na*) ou calcio (Ca?*), a fim de suprir a deficiéncia de cargas
na estrutura das esmectitas (COELHO, 2008). A distancia interlamelar de 0,9 - 1,2 nm é
suficiente para acomodar diferentes compostos organicos na estrutura da argila, permitindo a
formacdo de nanocompdsitos (JAYRAJSINH et al., 2017).

Na producdo de nanocompadsitos poliméricos obtidos com argila, 0 aumento da
afinidade entre argila e polimero é altamente desejavel uma vez que a interagdo fisico-quimica
entre compostos organicos e inorganicos € fraca e resulta em propriedades pobres (COELHO,
2008). Como as moléculas de MMT sdo naturalmente polares, estas necessitam de processos

de modificacdo superficial para que possam interagir com a maioria dos polimeros organicos.

O procedimento pelo qual as argilas obtém melhor compatibilidade com
matrizes poliméricas é chamado de organofilizacdo e consiste na troca de cations inorganicos
localizados dentro das galerias por sais de amonio ou fosfénio. A quantidade de intercalante
ligado a argila é limitada pela capacidade de troca catidbnica da MMT(SILVA;
DAHMOUCHE; SOARES, 2011).

ACloisite®20A é uma montmorilonitacom distancia basal de 22,4A que foi
modificada por um surfactante apolar: di(alquil de sebo hidrogenado) dimetil amonio.
Portanto, possui alto grau de hidrofobicidade, sendo indicada para aplicacdo em compostos de
baixa polaridade(GOMEZ; PALZA; QUIJADA, 2016).

Alguns trabalhos mostram que nanoargilas organicamente modificadas
apresentam forte efeito antimicrobiano contra bactérias gram positivas e gram negativas

devido aos grupos de amdnio quaternario dos modificadores de superficie. Estes rompem as
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membranas bacterianas, causando a lise das células. No entanto, as bactérias gram negativas
tendem a ter maior resisténcia a este composto. Outro aspecto que tem sido observado na
melhora da atividade antimicrobiana € o aumento do carater hidrofilico dessas argilas
(DARIE et al., 2014; BUMBUDSANPHAROKE; KO, 2019).

A modificacdo superficial das camadas de argila propicia a separagéo total ou
parcial das lamelas, através do enfraquecimento das forcas de van der Waals e das ligacdes
eletrostaticas (COELHO, 2008). Normalmente, o maior nivel de desorganizagédo das lamelas
de argila é alcancado em meio liquido por meio da aplicacdo de cisalhamento, agitacdo

mecanica ou com uso do ultrassom(HU et al., 2018; ZHU et al., 2019).

O ultrassom é uma forma de vibracdo que gera bolhas e cavitacdo energética
gue colapsam em jatos de alta energia, quebrando o empilhamento das lamelas de
MMT.Dessa forma, a distancia basal entre as camadas de argila aumenta, permitindo a
insercdo de compostos organicos no interior das lamelas ou mesmo viabilizando a produgéo
de um sistema de liberacdo de drogas (MORAES et al., 2017; ZHU et al., 2019).

Nos altimos anos, as argilas minerais tém sido utilizadas como portadores de
farmacos que podem ser adsorvidos e liberados em locais alvos do corpo humano (MORAES
et al., 2017). A principal vantagem desse material para aplicacdo em sistemas de liberagéo
controlada deve-se a estrutura lamelar da argila, que combinada com polimeros, melhora as
propriedades de barreirado nanocompésito. Uma vez dispersa no material polimérico, as
lamelas de argila geram um caminho longo e complexo para a passagem da droga, 0 que
dificulta a difusdo desta para fora do nanocompdsito e propicia uma entrega controlada do
medicamento(AZEREDO, 2013). A Figura 4ilustra o caminho tortuoso percorrido pelo

farmacodentro do material.

Figura 4: Caminho tortuoso do farmaco dentro do nanocompdsito de polimero-argila.
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de argila

¥ Caminho
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Fonte: Adaptado de (CAMPOS-REQUENA et al., 2015).
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Em geral, a preparagdo do complexo argila-fArmaco envolve a dispersdo das
particulas de argila em uma solucdo aquosa da droga. Apds tempo adequado de estabilidade
da disperséo, a fase solida é filtrada, lavada varias vezes para remoc¢do do farmaco adsorvido
fisicamente, sendo por fim, secada e recuperada (SURESH et al., 2010). Esse método de
dissolucdo é bastante utilizado para encapsular drogas hidrofilicas. Para drogas hidrofobicas, a
producdo do hibrido argila-farmaco tem sido feito a seco, aquecendo a mistura acima do
ponto de fusdo da droga ou por meio da moagem de ambos os compostos (PARK et al., 2016).

A interacdo entre argila e farmaco depende do tipo de mineral, dos grupos
funcionais e das propriedades fisico-quimicas da droga, podendo envolver interacdes
hidrofilicas e hidrofobicas, ligacbes de hidrogénio,ligacdes covalentes, troca ibnica etc
(BARBOSA et al., 2020). Quando se trata da incorporacdo de 6leos essenciais, estes podem
interagir por meio de ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxilicos do sal de amonio
quaternario usado na organofilizacdo da argila (POLA et al., 2016). A Figura 5 mostra os
principais tipos de interagdes envolvidas na formac&o do hibrido argila-farmaco.

Figura 5: Representacdo esquematica de alguns tipos de interacGes entre argila-farmaco.
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Fonte: Adaptado de (BARBOSA et al., 2020).

As argilas pertencentes ao grupo mineral das esmectitas, como é o caso da
montmorilonita, apresentam uma estrutura que permite a inser¢do de fArmacos no interior das
lamelas. Essas nanoparticulas possuem alta capacidade de troca catibnica, extensa area
superficial e habilidade de inchamento. Por meio da troca cationica, a droga presente no
espaco interlamelar ¢ liberada para o meio biologico (BARBOSA et al., 2020). A Figura 6
revela 0 mecanismo de um sistema carreador de farmaco formado pela MMT, quando

administrada no organismo.
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Figura 6: Mecanismo do sistema de liberacdo controlada do complexo MMT/farmaco.
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Fonte: Adaptado de (AGUZZI et al., 2007).

A liberacdo do composto ativo incorporado a argila depende de fatores como
temperatura, taxa de difusdo das moléculas de agua capazes de transportar contra-ions para
dentro das lamelas e da concentracdo e dispersdo da argila na matriz polimérica (TORIN et
al., 2018). De acordo com a literatura, o processo de liberagdo controlada de sistemas
MMT/farmaco acontece em duas etapas: a primeira associada a uma rapida dessorcdo da
droga absorvida na superficie externa da argila e a segunda relacionada a uma lenta liberacao
das moléculas intercaladas. Porém, a porcentagem de liberacdo das drogas néo atingiam 100%
devido a reacédo de dessorcdo ser um processo de equilibrio no qual a troca i6nica ndo ocorre
em todas as moléculas da droga (EUSEPI et al., 2020).

Além de ser empregada em sistemas de liberagdo controlada, a MMT é também
aplicada em produtos que visam a protecdo e limpeza de pele, adsor¢do de bacterias
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus), imobilizagdo de toxinas celulares, atividade
antibacteriana e cicatrizacdo e coagulagéo do sangue sem causar efeitos colaterais (MISHRA

etal., 2014).
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2.6. Obtencdo de nanocompositos

Em nanocompositos de polimero/argila sdo possiveis trés estruturas
termodinamicamente viaveis: a estrutura de fase separada, a estrutura intercalada e a estrutura
esfoliada (SOHANI; PHATAK; CHAUDHARI, 2015). Geralmente, a estrutura esfoliada € a
mais desejavel uma vez que promove uma melhor adesdo interfacial (FAN et al., 2018). A
Figura 7revela os trés tipos de estruturas dos hanocompositos.

Figura 7: Estruturas dos nanocompositos: fase separada, intercalada e esfoliada.
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Fonte: (AZEREDO, 2009).

Em estruturas de nanoargilas em camadas, o espacamento interlamelar indica o
grau de intercalacdo e esfoliacdo da argila, além de determinar o nivel de interacdo molecular
entre 0 composto inorganico e a matriz polimérica (CHAUDHARY ; LIU, 2013). A esfoliacdo
completa da argila em plaquetas individuais dentro do polimero é essencial para sucesso do
nanocomposito, porém é bastante dificil de ser atingida por causa da forte atracéo eletrostatica
entre as camadas de silicato e os cations interlamelares (SOUZA, 2006; OJIJO; RAY, 2013).

A

Basicamente, trés técnicas podem ser utilizadas na obtencdo dos
nanocompositos: (a) polimerizacdo in situ, (b) intercalagdo no polimero fundido, e (c)
intercalagdo por solvente (também conhecido como solvente casting). A combinagdo de mais
de um dos métodos também pode ser utilizada (COELHO, 2008). A Figura 8 ilustra as

diferentes técnicas de preparo de nanocompdsitos baseados em nanoargila e polimero.
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Figura 8: Representacdo esquematica das técnicas de preparacdo de nanocompdsitos baseados
em nanoargila e polimero: a) polimerizacdo in situ, b) intercalagdo no polimero fundido, e c)

intercalacdo por solvente (também conhecido como solvente casting).
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Fonte: Adaptado (BARBOSA et al., 2020).

A escolha de uma das técnicas de preparacdo dos bionanocompdsitos
dependera do tipo de biopolimero e da nanoparticula em questdo. Geralmente, 0 método de
intercalacdo por fuséo é o mais utilizado nos processos industriais e apresenta a vantagem de
ndo utilizar solventes organicos sendo, portanto, uma técnica mais amigavel
ecologicamente(OJIJO; RAY, 2013). Além disso, 0 processo é bastante simples e permite uma
producdo continua e em larga escala (COELHO, 2008). Quanto a desvantagem do método de
intercalacdo por fusdo, sabe-se que certos biopolimeros podem ser facilmente degradados
pelas forcas de cisalhamento ou pela temperatura de processamento. Essa degradacéo pode ser
ainda maior no caso de nanocompdsitos com argilas modificadas organicamente. Devido a
esse fator, torna-se necessario a otimizacdo da pressdo e da temperatura de
processamento(OJIJO; RAY, 2013). Outra desvantagem desse método é que alguns estudos

mostram que o nivel de dispersdo de cargas obtido com esse processamento ndo € tdo bom
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quanto os métodos de polimerizacdo in situ e intercalacdo por solu¢do (ARAUJO, 2016).

Na técnica de intercalacdo por fusdo, a argila é misturada com o polimero no
estado fundido. O processo consiste em aquecer a mistura a uma temperatura acima do ponto
de amolecimento do polimero, mantendo-a estatica ou sob cisalhamento a fim de propiciar a
intercalacdo ou a esfoliagdo das nanoparticulas (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2018).
Durante o recozimento, as cadeias de polimero difundem-se nas galerias das camadas de
silicato (KARIMI; DAUD, 2017). Geralmente, o nivel de dispersdo das nanoparticulas dentro
do polimero depende basicamente das condicdes de processamento e da interacdo entalpica
entre os dois componentes(OJIJO; RAY, 2013).

Alguns estudos constataram que a adicdo de glicerol pode aumentar a
esfoliacdo e a dispersdo da argila na matriz polimérica durante o processo de mistura,
implicando em melhorias no desempenho do nanocompdsito(ZHU et al., 2019).Beauvalet
(2013) estudou a influéncia do glicerol nas propriedades e morfologias de nanocompadsitos de
PLA/MMT, com 5% em massa de argila e concentracéo entre 2 a 5 % em massa de glicerol. O
autor observou gue no nanocompdsito com maior percentual em massa de argila e glicerol,a
morfologia apresentou-se mais homogénea, com maior grau de esfoliacdo e maior dispersao
da MMT na matriz polimérica. Além disso, as lamelas de argila mostraram-se mais
orientadas, provavelmente devido ao melhor deslizamento das camadas de MMT durante o
processamento. Visentini et al. (2015) produziu nanocompdsitos de EVA/MMT com 2 a 5%
em massa de MMT Cloisite 20A e utilizou 1% em massa de glicerol para auxiliar na esfoliacdo
e na melhora das interacdes entre polimero argila. De acordo com os autores, o glicerol
interage preferencialmente com os grupos hidroxilas presentes nas bordas das lamelas de
argila do que com o surfactante presente no interior das lamelas. Assim, durante o processo de
extrusdo do material, as camadas de argila sdo carregadas junto com o glicerol e o fluxo de
cadeias poliméricas, promovendo um deslizamento das lamelas umas sobre as outras. Estas
permanecem nesta configuracdo devido as ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxila
existentes nas bordas das lamelas de argila. A Figura 9 ilustra as interacbes que ocorrem

durante o processo de extrusdo do nanocompoésito de EVA/Cloisite® 20A/Glicerol.



Figura 9: Representacdo das provaveis interaces existentes nos nanocompdsitos de EVA,
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

PLA, Ingeo™ Biopolymer 2003D, foi adquirido da Nature Works, EUA.
Possui temperatura de fusdo de 210 °C, densidade de 1,24 g cm™ e indice de fluidez de 6 g 10
min?(210 °C / 2,16 kg). A nanoargilaescolhida para este trabalho é uma montmorilonita
modificada organicamente (MMT), Cloisite® 20A, da Southern Clay Products Inc., EUA. O
6leo essencial de melaleuca (OE) foi adquirido da empresa Amazon, Brasil. O glicerol (Gli)
foi usado como plastificante e o Tween 80 como emulsificante ndo idénico, ambos adquiridos

da empresa Sigma-Aldrich, Brasil.

3.2. Métodos

3.2.1. Ensaio antibacteriano

O método de disco-difuséo foi utilizado para avaliar a suscetibilidade de certos
microorganismos ao 0leo essencial de melaleuca. Para esse experimento foram utilizadas as
cepas gram negativa e gram positiva da American TypeCultureCollection (ATCC):
Escherichia coli ATCC25922 e Staphylococcus aureus ATCC29213, respectivamente. Essas
bactérias foram cultivadas em caldo BHI por 18 h a 35 °C. Posteriormente, um pré-indculo foi
ajustado para MacFarland 0,5 em solucéo salina a 0,9% e semeado no meio de cultura Agar
Mieller Hinton em placa de Petri. Nos discos de papel previamente esterilizados foi
adicionado um volume de 7uL do 6leo essencial de melaleuca. Por fim, os discos foram
incubados por 24 h a temperatura de 35 °C. A atividade antimicrobiana das amostras foi
determinada, em duplicata, medindo o didmetro do halo de inibi¢cdo formado ao redor dos

discos de papel.

3.2.2. Incorporacgéo do dleo essencial nas lamelas de argila

Amostras com composicdes distintas foram preparadas pela mistura de MMT,
glicerol e diferentes fracdes de 6leo essencial de melaleuca. O Tween 80 foi adicionado na
proporgdo de 0,25g / 1g de Oleo essencial. A adicdo de glicerol nas amostras teve como
objetivo avaliar o efeito deste na esfoliacdo da argila, j& que em estudo anterior este
componente promoveu melhor disperséo e esfoliagdo da MMT durante o processo de mistura
com o polimero(PAZ et al., 2008). A Tabela 3 mostra a composi¢do das cinco amostras
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produzidas.

Tabela 3:Composicdo das amostras inicialmente produzidas no ultrassom.

Amostra MMT(g) OE(9g) Gli(g)
MMT+Gli 10 - 30
MMT+OE10 10 10 -
MMT+OE20 10 20 -
MMT+OE10+Gli 10 10 30
MMT+OE20+Gli 10 20 30

Os componentes de cada amostra foram dispersos em 50 mL de &gua
deionizada e agitados por 1 min em um Ultra-Turrax T25 IKA Labortechnik na velocidade de
19.000 rpm. Em seguida, a irradiacdo ultrassénica foi realizada por 30 min, com a sonda
imersa na solucdo. Durante esse periodo, o recipiente contendo a solucdo foi mantido sob
agitacdo magnética, sendo resfriado continuamente a fim de manter a temperatura proxima a
do ambiente. Por fim, todas as amostras foram secas em estufa a 110°C durante 24 h. Como
parte do 6leo essencial poderia evaporar nessa temperatura de secagem, excesso de 6leo foi

adicionado as misturas para evitar o comprometimento das amostras.

3.2.3. Difratometria de raio-x (DRX)

A técnica de difracdo de raio-x foi utilizada para avaliar a incorporacéo de 6leo
essencial e glicerol entre as lamelas da argila, alem de observar a extensdo da intercalacao/
esfoliacdo da argila na matriz polimérica.A analise de DRX foi realizada no difratdbmetro de
raio-xda marca Rigaku, modelo Ultima IV, utilizando tubo selado de Cu (Acy_ ko = 1,54 A),
velocidade de varredura de 1°min™, no intervalo de 1,5°- 10° em passos de 0,02°s™, a 40 kV e
40 A. A distancia interlamelar do pico (001) foi calculada usando a Lei de Bragg, conforme

mostrada na Equacéo 1.
A =2 d(OOl) Sen 9 (1)

onde n ¢ o namero de difragdo 1, A ¢ o comprimento de onda da radiagdo, do1) € a distancia

interlamelar em nm e 0 ¢ o angulo de difragao medido.
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3.2.4. Producéo dos bionanocompdsitos

A produgdo dos bionanocompositos foi feita usando a extrusora de bancada AX
Plasticos de rosca simples (D = 16 mm e L/D = 26). A velocidade de rotacdo da rosca foi de
30 rpm e as temperaturas nas zonas de alimentacdo, compressao e dosagem foram de 185, 190
e 190 °C, respectivamente. Inicialmente, os pellets de PLA foram misturados manualmente
com as amostras produzidas apds a etapa de ultrassom (Tabela 4).As misturas foram
preparadas na propor¢cdo de 3%m/m em relacdo ao polimero. Além disso, outras duas
amostras foram produzidas; uma contendo apenas o polimero puro (denominada PLA) e outra
contendo PLA e montmorilonita (3%m/m) (denominada PLA+MMT).Em seguida, asmisturas
foram adicionadas na extrusora, gerando filamentos que foram resfriados a temperatura
ambiente e cortados em pellets. Essa etapa visava também propiciar maior esfoliacdo e

dispersao da argila.

Por fim, os corpos de prova (CPs) foram obtidos por termoprensagem, sendo 0s
pellets prensados nos moldes a 150 bar na temperatura de 180°C e resfriados lentamente até
temperatura ambiente. Os CPs dos bionanocompositos obtidos possuem dimensdes de 100 x

10 xImm (comprimento X largura x espessura).

3.2.5. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A morfologia dos bionanocompdsitos produzidos foi observada no microscopio
eletronico de transmissdo, modelo CM120 da Philips, operado a uma tensdo de aceleracdo de
120 kV. Amostras com espessura de 50 nm foram produzidas no micrétomo Leica, modelo
ReichertUltracut FC4, usando uma faca de diamante. Posteriormente, as amostras foram
colocadas em grade de cobre de 400 mesh revestida com carbono.

3.2.6. Analise térmica dinamico-mecanica (DMTA)

Os ensaios térmicos por DMTA foram realizados no equipamento Perkin-Elmer
DMA 8000 a fim de avaliar o efeito da argila nas propriedades termomecéanicas do
bionanocomposito. A Andlise foi feita em modulo de tragdo, com os corpos de prova na
dimensdo de 50 x 10 x 1 mm (comprimento x largura X espessura), sob atmosfera ndo
controlada, taxa de aquecimento de 3°C min™, frequéncia de 1 Hz e faixa de temperatura entre
25 - 150 °C.
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3.2.7. Analise termogravimétrica (TGA)

Os ensaios de TGA foram realizados no analisador térmico Pyrisl TGA da
Perkin-Elmer, sob atmosfera inerte de gas nitrogénio(20mLmin™), aquecendo as amostras de

25°C até600°C, a uma taxa de aquecimento de 20°Cmin™.

3.2.8. Medida da atividade antimicrobiana em superficies plasticas

A analise quantitativa da atividade antimicrobiana dos bionanocompositos
produzidos foi feita de acordo com o preconizado pela norma 1S0221961, com as seguintes
modificagOes: foram utilizados filmes quadrados com dimensdes de 4x4 cm. O cover filme o
inoculo bacteriano foram reduzidos para 3,2 x 3,2 cm e 256 pl, respectivamente. A Figura 10

ilustra 0 esquema do ensaio com as determinadas especificaces.

Figura 10: Esquema do ensaio com as especificacdes do corpo de prova.
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Apos esterilizacdo dos bionanocompositos com alcool 70%, a inoculagdo foi
realizada colocando os filmes em placas de Petri e inserindo as suspensdes de bactérias
Staphylococcusaureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC25922, ambas na concentragédo
de 6 x 10° CFU. mlI™. Cada bionanocompésito foi testado em triplicata para cada tipo de

bactéria analisada. Posteriormente, o cover film de polipropileno com espessura de 0,1 mm foi
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pressionado sobre a superficie dos corpos de provas inoculados. As placas de Petri contendo
as amostras inoculadas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24h.

Para cada bactéria testada, trés amostras de PLA foram inoculadas com as
suspensdes bacterianas a fim de servir como grupo controle. Logo apos a inoculagéo, essas
amostras foram lavadas com a solu¢do SCDLP (detalhada na norma) a fim de obter o nimero
de células bacterianas inoculadas. Dessa forma, é possivel saber a quantidade de bactérias
presentes nas superficies dos corpos de prova no inicio do ensaio e comparar com as que
foram expostas ao polimero por um periodo prolongado de tempo. A comparacdo entre o
namero de células viaveis presentes nas amostras do grupo controle e o nimero de células
viaveis presentes nos bionanocompositos tratados é indicativo da intensidade do efeito

antimicrobiano do 6leo incorporado ao polimero.

Depois do periodo de incubacdo das demais amostras, o numero de células
viaveis em cada bionanocompdsito foi calculado e redugdes logaritmicas foram realizadas a
fim de observar se os critérios da norma estavam sendo atendidos para que o teste fosse
considerado valido. O teste ANOVA foi utilizado para comparar a CFUcm™ entre os filmes

puros e os filmes incorporados com éleo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaio antibacteriano do 6leo de melaleuca

Os resultados do ensaio antibacteriano do 6leo de melaleuca com bactérias E.
coli e S. aureus estéo apresentados nas Figuras 11 e 12 , respectivamente. Os resultados foram
destacados por circulos pretos, pois outras amostras foram também analisadas na mesma
placa. Apo6s o periodo de incubacdo de 24 h, observa-se na placa com E. coli, Figurall, a
formacdo de um halo inibitério de 16 mm na amostra de disco que contém apenas o 6leo de
melaleuca (Figura 11b). Na placa com S. aureus, Figura 12, o disco com o 6leo apresentou
halo inibitorio de 18 mm (Figura 12b). Esses resultados mostram que as cepas analisadas

apresentam suscetibilidade ao 6leo de melaleuca de forma similar.

Figura 11: Amostra de 6leo de melaleuca com E. coliATCC25922a) antes e b) apds incubacao
de 24 h.

Figura 12: Amostra de 6leo de melaleuca com S. aureus ATCC29213 a) antes e b) ap6s

incubacéo de 24 h.
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4.2. Difratometria de raio-x(DRX) das amostras preparadas no

ultrassom

Os ensaios de DRX foram realizados nas amostras apresentadas na Tabela 3
para avaliar o efeito do uso do ultrassom de ponteira na esfoliagio da MMT. O ensaio
possibilitou avaliar o processo de esfoliacdoda argila pelo aumento da distancia interlamelar
(doo1), indicando assim a possivel incorporacdo do 6leo de melaleuca e do glicerol entre as
lamelas de argila.A Figura 13mostra os difratogramas obtidos para a MMT pura e para as
amostras preparadas no ultrassom com argila e glicerol (MMT+Gli), com argila e 6leo de
melaleuca (MMT+OE10 e MMT+OE20), e com a mistura de argila, 6leo e glicerol
(MMT+OE10+Gli e MMT+OE20+Gli).

Figura 13: Difratogramas de raio-x da a) MMT pura e das amostras preparadas no ultrassom e

b) ampliagéo dos difratogramas das amostras com maior percentual de OE.
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Analisando a Figura 13a, percebe-se que a argila original apresenta um pico de
difracio em 20 igual a 3,50°, correspondente a distdncia interlamelar de 2,55nm,
caracteristico da MMT Cloisite® 20A. De acordo com a literatura, a capacidade da argila de
receber moléculas organicas pode ser avaliada pelo aumento da distancia interlamelar
(ALBOOFETILEH et al., 2018; GARRIDO-MIRANDA et al., 2018; ZHU et al., 2019).
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Quando a argila é misturada com os componentes organicos (OE e Gli), nota-se a diminuicao
do angulo 20 para valores menores e, consequentemente, maiores valores de distancia
interplanar. Este fato deve-se a incorporacdo dos componentes organicos, 0leo essencial e
glicerol, entre as camadas de argila. A Tabela 4mostra os angulos de difragéo (26) medidos no
ensaio de DRX e os valores das distancias interlamelares(do1)), calculada pela Equagdo 1,das

amostras submetidas ao processo de ultrassom.

Tabela 4: Angulos de difragdo (20) e distancias interlamelares (doz)) das amostras submetidas

ao ultrassom.

Amostra 20[°] dooyy[nm]
MMT 3,50 2,55
MMT+Gli 2,80 3,15
MMT+OE10 2,50 3,53
MMT+OE20 2,20 4,01
MMT+OE10+Gli 2,10 4,20
MMT+OE20+Gli 2,10 4,20

Observa-se que a presenca de 6leo em menor propor¢do (OE10) e em maior
proporcdo (OE20) provocou o aumento da distancia interlamelar para 3,53nme 4,01nm,
respectivamente. Na amostra com apenas glicerol (MMT + Gli) a distancia interlamelar foi de
3,15nm. Assim, percebe-se que a adicdo de Gleo essencial promove melhores resultados de
intercalacdo do que o glicerol puro. Além disso, nota-se também que a maior propor¢édo de

6leo implica em um maior grau de intercalacgéo.

A combinacdo dos componentes organicos (OE e Gli) também acarretou no
maior deslocamento do pico do plano dgo1), cOmo pode ser evidenciado para as amostras
MMT+OE10+Gli e MMT+OE20+Gli (Tabela 4). Apesar da quantidade de 6leo ser distinta
nessas composi¢cdes, nenhuma alteracdo no grau de intercalacdo € observada, indicando que o
méaximo grau de intercalagéo foi atingido nessas amostras. Dessa forma, os ensaios de DRX
demonstram que o emprego do ultrassom e a combinacdo de dleo essencial e glicerol sdo

interessantes para promover melhores resultados de esfoliagéo da argila.
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4.3. Caracterizacdo dos bionanocompadsitos

A Figura 14mostra os corpos de prova dos bionanocompdsitos obtidos apds 0s
processos de extrusdo e de termoprensagem. A andlise visual dos CPs revela que a
incorporacdo de glicerol a argila propiciou uma melhor homogeneizacdo da amostra. J& nos
CPs com apenas MMT e 0leo, observa-se uma maior heterogeneidade do material dada a
aparicdo de dominios de argila ao longo da amostra. A amostra PLA+MMT+OE10 mostrou
nitidos aglomerados de MMT, indicando a ma dispersédo da argila na matriz polimérica. Sabe-
se que as variaveis de extrusdao como perfil da rosca, velocidade da rosca e taxa de
alimentacdo sdo importantes para promover uma boa interacdo entre polimero e argila
(TORNUK et al.,, 2018). Como a extrusora utilizada neste trabalho apresentava baixo
potencial de mistura, aglomeragdes foram observadas nesta amostra. Analisando os CPs sem
glicerol, percebe-se que a presenca de 6leo em maior proporcdo (OE20) implicou na melhor
distribuicédo e dispersdo da MMT no material do que a amostra com menor propor¢do de 6leo
essencial (OE10).

Figura 14: Corpos de prova dos bionanocompdsitos processados.

PLA PLA+MMT PLA+ PLA+ PLA+ PLA+ PLA+
MMT+ MMT+  MMT+Gli MMT+ MMT+
OE10 OE20 OE10+Gli OE20+Gli

4.3.1. Difratometria de raio-x

A técnica de difracdo de raio-x foi empregada a fim de identificar a possivel

esfoliacdo da argila dentro da matriz polimérica apds as etapas de extrusdo e
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termoprensagem.A Figura 15 apresenta os difratogramas dos bionanocompositos obtidos apds

0 processamento.

Figura 15: Difratogramas de raio-x dos bionanocompdsitos dea) PLA+MMT, b)
PLA+MMT+GlIi, ¢) PLA+MMT+OE10, d) PLA+MMT+EO20, ) PLA+MMT+OE10+Gli,e
f) PLA+MMT+OE20+Gli.
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Conforme mostrado na Tabela 4, a MMT pura apresenta um pico no plano
(001)ao redor de 26 = 3,50°, correspondente a distancia interlamelar de 2,55 nm. No
difratograma da amostra de PLA+MMT(Figura 15a) observa-seo deslocamento deste pico
para26 = 2,50°, indicando que a distancia interlamelar da argila aumentou de 2,55 nm para
3,53 nm devido a penetracdo das cadeias poliméricas no espacamento interlamelar da MMT.
Esse resultado sugere que as etapas de processamento promoveram a formacdo de uma

estrutura intercalada no bionanocompdsito de PLA+MMT.

Analisando os difratogramas da amostra com apenas glicerol

25
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(PLA+MMT+GIi), observa-se que a adi¢cdo desse composto promoveu o deslocamento do
pico do plano (001) de 26 = 2,80° para 26 = 2,36°, associado a um aumento na distancia
interlamelar de 3,15 nm para 3,74 nm. Esse resultado indica que o glicerol atua como
plastificante, favorecendo a obtencdo de uma estrutura ainda mais intercalada do que as
amostras de PLA+MMT. O mesmo fato foi observado no estudo de Visentini et al. (2015) o
qual descreve que a adicdo de glicerol diminui a aglomeracdo e favorece o aumento da

intercalacdo da argila na fase polimérica durante o processo de mistura.

Quando o 6leo essencial é adicionado a mistura, a distancia interlamelar do pico
(001) aumenta nos difratogramas dos bionanocompoésitos de PLA+MMT+OE10 (Figura 15c),
PLA+MMT+OE20 (Figura 15d), PLA+MMT+OE10+Gli (Figura 15¢) e PLA+MMT+OE20+Gli
(Figura 15f). De acordo com Zhu et al. (2019), a interacdo efetiva entre a argila e o 6leo essencial
promove um inchaco no empilhamento de lamelas de argila levando ao aumento da dispersao da
MMT na matriz polimérica. Além disso, 0 Gleo essencial pode atuar como plastificante no
bionanocompdsito. Visentini et al. (2015) afirma que esse tipo de composto favorece a
mobilidade das cadeias poliméricas por meio do enfraquecimento das interacdes
intermoleculares, permitindo assim, a penetracdo do polimero no espacamento interlamelar da
MMT. Nos difratogramas dos bionanocompdsitos de PLA+MMT+OE10 (Figura 14c) e
PLA+MMT+OE20 (Figura 15d) nota-se uma forte intensidade no pico (001), o que estaria
relacionada com a presenca de uma morfologia altamente intercalada e ordenada. Quanto aos
picos de segunda ordem ao redor de 20 = 4,58° ¢ 4,48°, Mclauchlin e Thomas (2009) afirmam
que estes aparecem devido a alta intensidade do pico de primeira ordem.

Ao comparar as amostras de PLA+MMT+OE20 e PLA+MMT+OE20+Gli,
percebe-se que a presenca de glicerol ndo promoveu nenhuma alteracdo significativa na
distancia interlamelar dessas amostras uma vez que ambas apresentaram doy) de 3,94 e 3,91
nm, respectivamente. No entanto, no difratograma do bionanocompdsito de
PLA+MMT+OE10+Gli nota-se uma perda de intensidade e um leve alargamento dos picos do
plano (001), além do desaparecimento do pico de segunda ordem da MMT. Segundo Molinaro
et al. (2013) e Pavlidou e Papaspyrides (2008), esse decréscimo na intensidade deve-se a
diminuigdo do grau de empilhamento das camadas de argila e a existéncia de um sistema mais
desordenado ou parcialmente esfoliado. Pode-se dizer que a presenca do glicerol nessas
amostras favoreceu a obtencdo desse tipo de morfologia. Esse fato corrobora com o trabalho
de Beauvalet et al. (2013) que avaliou a influéncia do glicerol na morfologia do

nanocomposito de PLA/MMT e constatou a melhora da dispersdo da argila na matriz
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polimérica ao adicionar esse composto organico.

Por fim, os resultados de DRX demonstram que a nanoargila esta
predominantemente em configuracdo intercalada nos bionanocompositos analisados, o que
estd de acordo com a literatura visto que a maioria dos nanocompdsitos poliméricos
apresentam nanoestruturas intercaladas ou mesmo a mistura das morfologias

intercaladas/esfoliadas.

4.3.2. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A Figura 16 mostra micrografias de TEM representativas obtidas para os
bionanocompdsitos com apenas argila e montmorilonita (PLA+MMT) e para as amostras de
PLA+MMT+Gli, PLA+MMT+0OE20 e PLA+MMT+OE20+Gli. O ensaio permitiu avaliar a

distribuicdo das lamelas de argila dentro da matriz polimérica dos bionanocompdsitos.

Figura 16: Micrografias de MET dos bionanocompédsitos de a) PLA+MMT, b)
PLA+MMT+Gli, c) PLA+MMT+0E20 e d) PLA+MMT+OE20+Gli.

Analisando a Figura 16, observa-se que as micrografias de todos os

bionanocompositos analisados apresentaram morfologias intercaladas uma vez que as lamelas
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de argila encontram-se separadas, paralelas e ordenadas, oque corrobora com os resultados de
DRX dessas mesmas amostras. Nos bionanocompdsitos de PLA+MMT+GIi (Figura 16b),
PLA+MMT+OE20 (Figura 16c), e PLA+MMT+OE20+Gli (Figura 16d) é possivel ainda
observar regides com lamelas de argila isoladas, destacadas por circulos pretos, indicando que
também houve a formagdo de uma estrutura esfoliada nesses bionanocompdsitos. Esses
resultados demonstram que a presenca de dleo essencial e glicerol contribuiram para uma boa
distribuicdo da argila no material. Além disso, a presenca de estruturas parcialmente
esfoliadas aumenta o efeito de tortuosidade, gerando propriedades de barreira que favorecem
a liberacéo controlada da difusdo do 6leo essencial, o que é fundamental para aplicacdo em

curativos antimicrobianos.

4.3.3. Analise térmica dindmico-mecanica (DMTA)

As Figuras 17a e 17b apresentam os méodulos de armazenamentos (E’)e a tand,

respectivamente, do PLA puro e dos bionanocompositos produzidos.

Figura 17: Curvas de a) moédulo de armazenamento (E’) e de b) tan(8) versus temperatura do

PLA puro e dos bionanocompositos.
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A Tabela 5 apresenta os mddulos de armazenamento das amostras com o ganho
e a perda percentual de E' em relacdo ao PLA puro na temperatura de 25°C, e os valores de

tand, dados pelo maximo do pico, do PLA puro e dos bionanocompositos produzidos.

Tabela 5:Moédulo de armazenamento (E”) e tanddo PLA puro e dos bionanocompdsitos. O

resultado entre parénteses indica o ganho (+) ou perda (-) de E’em relagdo ao PLA puro.

Amostra E’(GPa) tand (°C)
PLA 2,13 72,77
PLA+MMT 2,17(+1,88%) 72,69
PLA+MMT+Gli 2,30 (+7,98%) 67,72
PLA+MMT+OE10 2,03(-4,69%) 70,24
PLA+MMT+OE10+Gli 2,76 (+29,58%) 67,24
PLA+MMT+OE20 2,59(+21,60%) 67,21
PLA+MMT+OE20+Gli 2,40 (+12,68%) 62,70

Analisando a Figura 17a, percebe-se que na temperatura ambiente (25°C), a
adicdo de MMT alterou 0 modulo de armazenamento em relacdo a amostra de PLA pura,

mostrando a influéncia da argila na propriedade mecanica do polimero. Excecdo foi observada
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para a amostra PLA+MMT+OE10 que apresentou uma queda de -4,69% no modulo de
armazenamento, provavelmente devido a méa dispersdo da MMT nesse bionanocomposito.
Esse resultado corrobora com a analise visual dos corpos de prova (Figura 14).

Observa-se ainda uma diminui¢do no modulo de armazenamento a medida que
a temperatura aumenta, indicando o inicio da transi¢do da fase vitrea para a fase borrachosa.
Acima da temperatura de transicdo vitrea (Tg), o efeito de refor¢co da argila torna-se
inexistente e a rigidez dos bionanocompositos passa a ser dependente do médulo da matriz
polimérica. Esse mesmo resultado foi observado no estudo de Krikorian e Pochan (2003)que
comparou as propriedades mecanicas do PLA puro com as de nanocompésitos de PLA/MMT
com diferentes argilas modificadas organicamente. Pavlidou e Papaspyrides (2008) também

citam outros autores que relataram esse comportamento em diferentes nanocompasitos.

Os maiores mddulos de armazenamento foram obtidos nas amostras de
PLA+MMT+OE10+Gli, PLA+MMT+OE20 e PLA+MMT+OE20+Gli, apresentando
aumento de 29,58%, 21,60% e 12,68% em relacdo ao médulo do PLA puro, respectivamente.
Segundo Oliveira et al. (2015), o modulo elastico é o melhor indicador do grau de
intercalacdo/esfoliacdo da MMT uma vez que uma maior dispersao da argila propicia o
aumento da sua area superficial, implicando na melhora do efeito de reforco da matriz
polimérica. Nota-se que os bionanocompdsitos com maiores médulos de armazenamento s&o
0s mesmos que apresentaram morfologia intercalada e parcialmente esfoliada nos resultados

de DRXe MET, evidenciando o maior grau de intercalacao/esfoliacdo nessas amostras.

A presenca dos compostos organicos, OE e Gli, também parecem favorecer o
aumento de E’. Por atuarem como plastificantes, normalmente espera-se que esses aditivos
levem ao aumento do volume livre do sistema, causando a diminuicdo do mdédulo de
armazenamento. Porém, os bionanocompésitos de PLA+MMT+Gli, PLA+MMT+OE10+Gili,
PLA+MMT+OE20 e PLA+MMT+OE20+Gli apresentaram aumento no E’ se comparado com
as amostras de PLA puro e PLA+MMT (Figura 17a). Visentini et al. (2015) que estudou
nanocompositos de EVA/MMT com 1% em peso de glicerol explica que, na fase vitrea, 0s
dominios cristalinos restringem o aumento do volume livre, impedindo a diminuicdo do
maodulo de armazenamento. Além disso, Lavorgna et al. (2010)afirma que o glicerol modifica
as ligacOes de hidrogénio dentro do material, permitindo maior interagéo entre a argila e a
matriz, o que facilita a transferéncia de tensdo para a fase reforgo e, consequentemente,

melhora as propriedades mecanicas do bionanocompaosito.

A Figura 17b apresenta as curvas de tand em funcédo da temperatura, nas quais
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pode-se inferir a temperatura de transicdo vitrea das amostras, dada pelo pico de tand. A
presenca de MMT no bionanocompoésito de PLA+MMT praticamente ndo alterou a Tg da
matriz polimérica, o que também foi observado no trabalho de Krikorian e Pochan (2003). Por
outro lado, nos bionanocompdsitos com adicdo de 6leo e glicerol, a temperatura de relaxagédo
diminuiu em relagdo ao polimero puro. Esse dado indica maior mobilidade nessas cadeias

poliméricas, 0 que era esperado Visto que esses compostos organicos atuam como
plastificantes no material.

4.3.4. Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do 6leo de melaleuca (OE), das amostras de PLA puro e
dos bionanocompositos foi avaliada por meio da andlise termogravimétrica. A Figura
18mostra as curvas a) TG e b) DTG para as amostras analisadas.

Figura 18:Curvas dea) TG e b) DTG do OE, do PLA puro e dos bionanocompdsitos.
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A Tabela 6 mostra os dados obtidos com as andlises termogravimétricas das
amostras analisadas, indicando as temperaturas nas quais ocorrem o inicio (Tinicio) € @ maxima

(Tmax) de perda de massa, assim como a porcentagem de residuo a 550°C.

Tabela 6: Temperaturas de inicio (Tinicio) € Maxima (Tmax) perda de massa e percentual de

residuo.

Amostra Tinicio (°C) Tmax (°C) Residuo (%)
OE 55,94 104,29 0,72 (a 300 °C)
PLA 369,96 401,03 0,86
PLA+MMT 369,70 400,16 2,29
PLA+MMT+Gli 320,54 358,12 2,38
PLA+MMT+OE10 335,29 356,51 3,04
PLA+MMT+OE10+Gli 277,71 304,35 1,87
PLA+MMT+OE20 338,80 376,76 3,90
PLA+MMT+OE20+Gli 291,63 322,34 1,89

O resultado de TGA evidencia a alta volatilidade, mesmo a temperatura
ambiente, e a baixa estabilidade térmica do 6leo de melaleuca.A perda de massa ocorre na
faixa de temperatura de 25 — 120 °C. A curva de DTG (Figura 18b) revela ainda dois estagios
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maximos de perda de massa, sendo o primeiro a 77,20°C, e o segundo a 105,79°C; ambos
referentes a volatizagdo dos componentes do 6leo. Apesar da alta volatilidade observada nos
resultados do 6leo de melaleuca, a literatura tem mostrado que a utilizacdo da argila como
carregadora de compostos ativos pode fornecer protecdo as moléculas volateis durante as
etapas de processamento(GIANNAKAS et al., 2017). Analisando os resultados de DTG dos
bionanocompdsitos de PLA+MMT+OE10,PLA+MMT+OE10+Gli e PLA+MMT+OE20,
observa-se que nenhum pico significativo aparece na faixa de temperatura referente a
evaporacdo do o6leo essencial, Figura 18b amplificada, o que sugere que a argila tenha
melhorado a estabilidade térmica do OE presente nessas amostras. Excecéo foi observada no
bionanocompdsito de PLA+MMT+OEL10+Gli que apresentou reducdo de massa de
aproximadamente -3% em temperaturas inferiores a 100 °C, provavelmente referente a

volatilizacdo do excesso de OE ndo necessariamente incorporado na MMT.

Ao comparar as curvas TGA do PLA puro e do bionanocomposito de PLA com
adicdo de 3% em massa de MMT (PLA+MMT), nota-se que a incorporacdo de argila ndo
provocou nenhuma mudanca significativa na estabilidade térmica do bionanocomposito.
Ambas as amostras apresentaram uma Unica etapa de perda de massa com inicio em
aproximadamente 370°C, referente a decomposi¢do térmica do PLA. Apesar de a literatura
reconhecer que a incorporacdo de argila melhora a estabilidade térmica do nanocompdsito,
alguns estudos mostraram resultados diferentes. Molinaro et al. (2013), por exemplo,
observou uma diminuicdo de 3-4°C nas temperaturas de inicio de decomposicdo térmica em
nanocompésitos de PLA com 4% em peso de MMT Cloisite®20A. O autor citando Chang et
al.(2003) explica que a estabilidade térmica do nanocompdsito diminui em altas temperaturas
devido a baixa estabilidade do modificador organico da argila. Além disso, Paul et al. (2003)
também afirma que a presenca de MMT em baixo percentual na matriz polimérica favorece a
intercalagdo/esfoliacdo, porém a quantidade de lamelas esfoliadas ndo € suficiente para

melhorar a estabilidade térmica do nanocomp@sito.

Analisando as amostras com apenas 0leo de melaleuca, PLA+MMT+OE10 e
PLA+MMT+OEZ20, observa-se que a adi¢do de 0leo essencial diminui a estabilidade térmica
dos bionanocompdsitos. As temperaturas de inicio de perda de massa reduziram -34,41 °C e -
30,90 °C nas amostras de PLA+MMT+OE10 e PLA+MMT+OE20, respectivamente. Com
relacdo aos bionanocompositos que tiveram a adicdo de glicerol, PLA+MMT+GIi,
PLA+MMT+OE10+Gli e PLA+MMT+OE20+Gli, estas apresentaram dois eventos de perda
de massa, sendo o primeiro com inicio por volta de 150 °C, e o segundo proximo de 320 °C.
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Vieira (2016) afirma que a primeira perda de massa refere-se ao inicio da evaporagdo do
glicerol. J& a segunda deve-se a decomposicao termica do glicerol e do PLA.

Quanto ao residuo gerado apos a decomposicao térmica (Tabela 6), percebe-se
que a maior parte dos bionanocompdsitos apresentou quantidade residual préxima ou superior
a 2%,a qual esta relacionada principalmente com a presenca de argila no material. De acordo
com Souza et al. (2019), como a MMT atua como uma barreira térmica para os produtos
volateis gerados durante a decomposicdo, a perda de massa tende a ser dificultada,
aumentando a quantidade de residuo nas amostras em que esta é adicionada. O autor ao
estudar filmes de quitosana incorporados com oOleo essencial de gengibre relatou maior
percentual de residuo nas amostras que continham 2% em peso de MMT do que nos filmes
em que o Oleo foi diretamente incorporado ao polimero. Além disso, quando uma maior
quantidade de Gleo era adicionada nos bionanocompdsitos, o percentual de residuo nédo
necessariamente era superior que o de bionanocompositos com menor quantidade de 6leo
essencial. Isso mostra que ndo ha uma relacdo entre o percentual de residuo e as composicdes
utilizadas na confecgdo desses corpos de prova.

Analisando a Tabela 6, nota-se ainda que a quantidade residual foi menor nos
bionanocompdsitos de PLA+MMT+OE10+Gli e PLA+MMT+OE20+Gli. Isso pode ser
justificado pelo fato do glicerol atuar melhorando a dispersdo da MMT na matriz polimérica,
0 que resultaria em menor confinamento do 6leo e do glicerol entre as lamelas de argila. Com
IS0, esses compostos passam a interagir melhor com a matriz de PLA, causando reducdo da
temperatura de decomposicdo térmica. Esse resultado corrobora com o estudo de Shemesh et
al. (2015) que avaliou bionanocompdsitos de polietileno de baixa densidade e argila MMT
incorporados com Oleo essencial de carvacrol e compatibilizante. Este Gltimo composto
melhorava a dispersdo do hibrido de argila-6leo na matriz polimérica, levando a reducdo do
conteudo de 6leo incorporado ap6s o processamento. No entanto, a atividade antimicrobiana
dos filmes recém-produzidos ndo era comprometida, vindo apenas a apresentar baixa resposta

antimicrobiana ap6s um més de confecgéo dos filmes.

4.3.5. Medida da atividade antimicrobiana em superficies plasticas

O ensaio feito com base na norma 1S0221961 permitiu a avaliagdo quantitativa da
atividade antimicrobiana dos bionanocompositos analisados. As Figuras 19a e 19b mostram os
resultados de reducdo do ndmero de ceélulas vidveis por cm2obtidos para o0s
bionanocompositos inoculados com S. aureus ATCC 25923 e E.coli ATCC 25922,
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Figura 19: Reducdo do numero de células viaveis por cm? (CFU/cm?) nos bionanocompdsitos
inoculados com a) S. aureus ATCC 25923 e b) E.coliATCC 25922.
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Analisando asFiguras 19a e 19b,observa-se que o bionanocompdsito
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PLA+MMT apresentou praticamente 0 mesmo comportamento do grupo controle (PLA puro)
para ambas as bactérias testadas, o que ndo era esperado visto que a literatura afirma que a
MMT apresenta atividade antimicrobiana, ainda que em pequena quantidade. Resultado
semelhante foi obtido no estudo de Rhim et al. (2009). Os autores observaram a propriedade
antimicrobiana nos pés de MMT Cloisite®20A, porém ao combina-las com PLA nenhuma
atividade foi detectada contra os microorganismos testados. A explicagdo estaria relacionada
com o carater hidrofobico tanto da matriz polimérica como da prépria argila. Essa
caracteristica mantém as bactérias adsorvidas na superficie do material, reduzindo a atividade
antimicrobiana. Hong e Rhim (2008) perceberam também uma maior eficiéncia destas argilas
contra bactérias gram positivas (S. aureus) do que contra bactérias gram negativas (E.coli).
Esse fato pode estar relacionado com as diferentes estruturas celulares desses
microorganismos. Segundo os autores, bactérias gram positivas apresentam parede celular
espessa sem membrana externa, enquanto que as gram negativas possuem parede celular fina
e a maioria das camadas sdo membranas externas. Como a propriedade antimicrobiana da
MMT esté relacionada com o modificador organico da argila, cada tipo de bactéria reage de
uma forma a esse composto. Além disso, os autores observaram ainda que a MMT
Cloisite®20A apresenta efeito bacteriostatico contra bactérias gram positivas uma vez que esta
impedia a proliferacdo dos microorganismos, porém ndo os matava. Isso justifica o fato do
namero de células viaveis no bionanocomposito de PLA+MMT ser muito semelhante a do

grupo controle.

Com relacdo a amostra de PLA+MMT+OE10, o efeito antimicrobiano
percebido foi pouco significativo se comparado com os bionanocompdsito sem adi¢éo de 6leo
essencial (PLA+MMT). Em contrapartida, a amostra de PLA+MMT+OE20 apresentou 0
melhor resultado de atividade antimicrobiana nas amostras inoculadas com S. aureus. A
diferenca observada nessa propriedade pode estar relacionada com o nivel de disperséo e
orientacdo das camadas de silicato. De acordo com Lavorgna et al. (2010), quando as lamelas
de argila estdo mais alinhadas e floculadas, a reducdo da permeabilidade é maior do que
quando estas estdo orientadas aleatoriamente na matriz polimérica. Conforme visto no ensaio
de DMTA e na anélise visual da amostra de PLA+MMT+0OE10, a ma dispersdo da argila
nesse bionanocomposito pode ter contribuido para melhorar as propriedades de barreira,
dificultando a migracdo do oleo para a superficie do material. Assim, se comparado com as
amostras de PLA puro e PLA+MMT, praticamente nenhum ganho na atividade
antimicrobiana foi observado com a adicdo de O&leo essencial. J& no caso dos
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bionanocompoésitos de PLA+MMT+OE20 que apresentaram bons resultados de
intercalagao/esfoliagdo nos ensaios de DRX, MET e DMTA, a maior dispersdo da MMT na
matriz polimérica propiciou maior permeabilidade para a difusdo do 6leo dentro do material.
Dessa forma, a medida da atividade antimicrobiana nesta amostra foi melhor que no
bionanocomposito de PLA+MMT+OE10.

A mistura de Oleo essencial e glicerol nos bionanocompdsitos de
PLA+MMT+OE10+Gli e PLA+MMT+OE20+Gli acarretou na diminuicdo da populacédo
bacteriana de S. aureus ATCC 25923e E.coli ATCC 25922 para valores abaixo do limite de
deteccdo do ensaio. Novamente, a presenca do glicerol mostrou-se interessante para a
aplicacdo em curativos antimicrobianos uma vez que este composto favorece a dispersédo
aleatdria das lamelas de argila, permitindo melhor permeabilidade dos componentes organicos
dentro do material polimérico. Além disso, na revisdao de Fluhr et al. (2008) é demonstrado
que o glicerol apresenta atividade antimicrobiana pronunciada por volta de 35°C, temperatura
esta utilizada no ensaio da norma 1SO221961. Assim, é provavel que a combinacéo de dleo
essencial e glicerol promoveu um efeito sinérgico que implicou na eliminacdo de bactérias
gram positivas e gram negativas, melhorando satisfatoriamente a atividade antimicrobiana

desses bionanocompasitos.
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5. CONCLUSOES

O oOleo de melaleuca apresentou propriedades antibactericidas as cepas
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, formando halos inibitorios de 16 e 18 mm,

respectivamente.

Os resultados de DRX das amostras preparadas no ultrassom revelaram que
tanto o dleo de melaleuca como o glicerol foram incorporados com sucesso na estrutura da
argila uma vez que ocorreu o aumento da distancia interlamelar do pico caracteristico do) da
MMT, indicando assim, a presenca dos compostos organicos. Dessa forma, o método de

preparo utilizado foi eficiente para promover a incorporagdo das substancias ativas.

Os ensaios de DRX e MET indicaram que os bionanocompdsitos apresentam
predominantemente morfologias intercaladas/esfoliadas. Em geral, a maior dispersao das
lamelas de argila foi observada nas amostras com glicerol. Consequentemente, as
propriedades termo-mecénicas foram superiores nesses mesmos bionanocompositos. Quanto a
estabilidade térmica das amostras, observou-se que a presenca de MMT ndo afeta as
propriedades térmicas dos bionanocompdsitos, apresentando resultados similares as das
amostras de PLA puro. Ja a presenca de 6leo essencial e glicerol resultaram na diminuicdo da

estabilidade térmica dos bionanocompdsitos.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos bionanocompoésitos produzidos
mostrou que o Gleo essencial e o glicerol permaneceram presentes nas amostras mesmo apés
as etapas de extrusdo e termoprensagem. O ensaio revelou que a combinacdo desses
compostos € interessante para propiciar a eliminacdo das bactérias S. aureus e E.coli e até

mesmo inibir o crescimento desses microorganismos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando o0s resultados obtidos neste trabalho e as informagdes

encontradas na literatura, esta pesquisa pode ser incrementada investigando em futuros

trabalhos os seguintes topicos:

Quantificar o 6leo incorporado a argila por meio da solucéo sobrenadante;

Utilizar temperatura mais baixa para secagem da solucdo sobrenadante contendo 0s

hibridos de argila-6leo a fim de dificultar eliminacdo do composto volatil;

Tentar 0 uso de misturadores com maior potencial de mistura a fim de obter melhores

resultados de esfoliacdo e dispersdo da argila;

Realizar ensaio de disco difusdo nos bionanocompdsitos incorporados com o Gleo

essencial de melaleuca a fim de avaliar a atividade antimicrobiana;

Realizar ensaio de liberacdo controlada a fim de avaliar como o 6leo essencial é

liberado da argila.
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