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RESUMO

A crescente demanda por ingredientes naturais na conservagéo de alimentos, impulsionada
pela preocupacado com a seguranca alimentar e a resisténcia microbiana, tem direcionado a
pesquisa para o potencial de 6leos essenciais. O presente trabalho teve como objetivo a
caracterizacdo quimica e a avaliacdo da atividade bioldgica do 6leo essencial (OE) de
Elionurus muticus, bem como o desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas de
nanoemulsdes e filmes comestiveis para sua incorporacao, visando superar suas limitacoes
de uso e otimizar sua aplicagdo como ingrediente conservante. A analise da composicédo
quimica do OE por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
revelou a predominancia de monoterpenos, incluindo geranial e neral, cujos teores se
mostraram consistentes com a literatura para a espécie, reforcando sua assinatura
quimiotipica a nivel de compostos maioritarios. Variagdes quantitativas foram observadas
para 0 campeno e outros monoterpenos como linalol e geranial, quando comparados a
estudos prévios, atribuidas a fatores edafocliméaticos e metodolégicos. Na avaliacdo da
atividade antimicrobiana, o 0Oleo essencial demonstrou notavel eficacia contra cepas
bacterianas Gram-positivas como Bacillus cereus (MIC de 0,078%) e Bacillus subtilis (MIC
de 0,078%), apresentando também acdo bactericida (MBC < 0,156%). Em contraste, a
atividade contra Pseudomonas aeruginosa (MIC >5%) foi limitada. Para melhorar a
estabilidade e a aplicabilidade do OE de E. muticus, foram desenvolvidas nanoemulsdes
contendo 3% e 5% (v/v) de OE. A caracterizacdo fisico-quimica por microscopia optica
confirmou a auséncia de agregacdo, enquanto as andlises de potencial zeta (-41,32 a -42,34
mV) e tamanho de particulas (124,4 a 124,7 nm) demonstraram a formacdo de sistemas
coloidais estaveis e na faixa nanométrica. A incorporacdo do OE ndo comprometeu a
estabilidade das nanoemulsdes, indicando um potencial promissor para sua aplicagdo como
ingrediente conservante natural, oferecendo uma alternativa eficaz e segura para a industria
de alimentos. Adicionalmente, filmes comestiveis incorporando o 6leo essencial foram
desenvolvidos, demonstrando melhorias nas propriedades de barreira e mantendo a atividade

antimicrobiana contra as linhagens testadas.

Palavras-chave: E.muticus; 6leos essenciais; propriedade antimicrobiana; nanoemulséo;

filmes ativos.



ABSTRACT

The increasing demand for natural ingredients in food preservation, driven by concerns
about food safety and microbial resistance, has directed research toward the potential
of essential oils. This work aimed to characterize the chemical composition and
evaluate the biological activity of Elionurus muticus essential oil, as well as to develop
and characterize nanoemulsion systems and edible films for its incorporation, seeking
to overcome its usage limitations and optimize its application as a preserving
ingredient. GC-MS analysis of the EO revealed the predominance of monoterpenes,
including geranial and neral, whose contents showed consistency with literature for the
species, reinforcing its chemotypic signature. Quantitative variations were observed for
camphene and other monoterpenes such as linalool and geranial, when compared to
previous studies, attributed to edaphoclimatic and methodological factors. In the
antimicrobial activity evaluation, the essential oil demonstrated notable efficacy against
Gram-positive bacterial strains like Bacillus cereus (MIC of 0.078%) and Bacillus
subtilis (MIC of 0.078%), also exhibiting bactericidal action (MBC< 0,156%). In
contrast, activity against Pseudomonas aeruginosa (MIC >5%) was limited. To
improve the stability and applicability of the EO, nanoemulsions containing 3% and
5% (v/v) of E. muticus were developed. Physicochemical characterization by optical
microscopy confirmed the absence of aggregation, while zeta potential (-41.32 to -
42.34 mV) and particle size (124.4 to 124.7 nm) analysis demonstrated the formation
of stable colloidal systems within the nanoscale range. The incorporation of the EO did
not compromise the stability of the nanoemulsions, indicating a promising potential for
its application as a natural preserving ingredient, offering an effective and safe
alternative for the food industry. Additionally, edible films incorporating the essential
oil were developed, demonstrating improvements in barrier properties and maintaining

antimicrobial activity against the tested strains.

Keywords: E.muticus; essential oils; antimicrobial properties; nanoemulsion; edible films.
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1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais compreendem substancias produzidas no metabolismo
secundario de plantas medicinais e comestiveis, podendo ser extraidos de varias partes,
desde o topo (caule, flor, fruto) até a raiz (Chagonda et al., 2012; Veiga et al., 2019).
Devido a presenca de terpenos e terpenoides, e por vezes compostos fenolicos, os 6leos
essenciais sdo altamente aromatizantes, com propriedades antioxidantes,
antibacterianas e antiflngicas, sendo ingredientes geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS, Generally Recognized as Safe), permitindo sua aplicacdo em alimentos
(Bakkali et al., 2008).

Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze, conhecida como ‘“capim-cidreira-fino”,
“capim-limdo-fino”, “capim-carona”, entre outros, ¢ uma planta encontrada na regido
sul do Brasil, sendo o seu género encontrado em regides de clima tropical e subtropical
da América do Sul, Africa, Australia e Asia temperada (Hess et al., 2007; Toazza et al.,
2021). Dentre os compostos relatados na literatura para E. muticus destacam-se o citral
(geranial e neral), acetato de geranilo, linanol, mirceno, entre outros (Chagonda et al.,
2012; Toazza et al., 2021). Estes compostos bioativos, em especial o citral, que
compreende a mistura isomérica dos aldeidos monoterpénicos geranial e neral, sdo
frequentemente utilizados na industria de fragrancias e de alimentos (Toazza et al.,
2021).

Até ao presente momento foram encontrados poucos trabalhos na literatura que
relatam a composigéo e aplicagdo do E. muticus, ndo tendo sido encontrados trabalhos
gue estudam sua incorporagdo em sistemas tais como filmes ou microcapsulas. Porém,
foram encontrados multiplos trabalhos que relatam a composicdo de uma espécie
morfologicamente similar, o capim-cidreira ou capim-limao, Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf, a qual apresenta o citral também como o principal constituinte do seu 0leo
(Azeredo et al., 2013). O oOleo essencial de capim-limdo demonstrou acédo
antimicrobiana e atividade antioxidante quando aplicado diretamente em alimentos ou

compreendendo revestimentos comestiveis (Alencar et al., 2022).

Formular 6leos essenciais em emulsdes permite potencializar os seus beneficios em
alimentos (Acevedo-Fani et al., 2015). Essa técnica previne a degradacdo e permite a
estabilizacdo dos compostos ativos dos 6leos essenciais. Adicionalmente, as emulsdes

viabilizam uma liberagdo controlada e prolongada desses compostos, o que garante uma



cobertura uniforme e duradoura do produto alimenticio (Liang et al., 2012).
Nanoemulsdes com Gleos essenciais, incorporados em filmes de polissacarideos
comestiveis, oferecem uma estratégia inovadora para o0 desenvolvimento de
embalagens ativas com propriedades antimicrobianas, abrindo entdo novas perspetivas
para a industria de alimentos (Acevedo-Fani et al., 2017; Moeini et al., 2022). Nesta,
pequenas particulas ou goticulas sdo envoltas por um revestimento ou introduzidas
numa matriz (Sufredini, 2019), protegendo e garantindo o aumento de estabilidade
durante o processamento e armazenamento de alimentos (Darvish et al., 2020). Extratos
de plantas contendo substancias bioativas, como 6leos essenciais e polifendis, sdo
estudados devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, o que os tornam

viaveis para aplicacGes em embalagens ativas (Sanches- Silva et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814623015248#b0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814623015248#b0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814623015248#b0150
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814623015248#b0150

2 OBJETIVOS

E notdria a crescente busca por 0leos essenciais para diferentes finalidades,
incluindo para uso em terapias alternativas, para incorporacdo em alimentos para
prolongar a sua vida Util, e para o desenvolvimento de produtos livres de aditivos
artificiais (Berton-carabin et al., 2019). Adicionalmente, tém sido realizados varios
estudos com o objetivo de garantir que os 6leos essenciais sejam seguros e eficazes
quando usados para a substituicdo de aditivos convencionais (Falleh et al., 2019).

Diversos 0leos essenciais de plantas demonstraram ser agentes
antimicrobianos e conservantes, incluindo o capim-limdo (Cymbopogon citratus). No
entanto, ha poucos estudos realizados com o 6leo essencial de Elionurus muticus
(Spreng), conhecido como capim-limdo-fino, que permitam avaliar a sua atividade
antimicrobiana e conservante. Desta forma, o presente estudo tem como objetivo geral
o desenvolvimento de filmes a partir nanoemulsdes contendo 6leo essencial de capim-
cidreira-fino (E. muticus), avaliando as propriedades antioxidantes do 6leo essencial,
as propriedades fisico-quimicas das nanoemuls@es e dos filmes e antimicrobiana do
6leo essencial livre e filmes.

Para tal, consideram-se 0s seguintes objetivos especificos:

° Determinar a composi¢cdo quimica em compostos volateis do 6leo essencial
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS);

) Determinar o potencial antioxidante do leo por técnicas espectrofotométricas;

) Elaborar emulsGes contendo o 6leo essencial estabilizadas por saponinas;

° Avaliar as emulsdes obtidas por de infravermelho;

° Caracterizar as emulsdes por analise de microscopia o6tica, didmetro medio e

potencial zeta,
° Desenvolver filmes a partir da emulséo elaborada;

° Caracterizar os filmes por de infravermelho, UV-VIS, espessura, permeabilidade
ao vapor de agua;

° Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial, livre, emulsionado e dos
filmes funcionalizados pela determinacdo da concentracdo inibitoria minima
frente a estirpes Gram-positivo e Gram-negativo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos essenciais

A maioria dos alimentos processados sdo preparados e conservados com
conservantes artificiais para manter a sua estabilidade. Apesar dos aditivos utilizados
pela industria agro-alimentar serem aprovados pelas autoridades competentes, alguns
estudos sugerem que a sua utilizacdo excessiva pode representar riscos para a satde dos
consumidores e prejudicar o ambiente (Faleiro, 2020). Por isso, a crescente demanda
pelo uso de 6leos essenciais de plantas como uma alternativa para o uso em alimentos
é uma escolha promissora para consumidores que desejam produtos mais saudaveis,
mas ao mesmo tempo estaveis e seguros (Rehman et al., 2021). Por definicéo, os 6leos
essenciais sdo liquidos naturais, volateis e arométicos extraidos de plantas, possuindo
uma variedade de metabolitos secundarios (terpenos, terpendides, compostos fendlicos)
(Guenther, 1948), sendo classificados quimicamente em trés grupos principais:
terpenos, fenilpropanoides e hidrocarbonetose. Devido a presenca de compostos como
carvacrol, linamaldeido, eugenol, citral ou timol observa-se um potente efeito
antimicrobiano devido a presenca de alcoois terpénicos. Assim, os 6leos essenciais sao
frequentemente utilizados na industria alimentar para conservar produtos (Inouye et al.,
2001; Moghaddam & Mehdizadeh, 2017; Bizzo et al., 2009).

Atualmente, sdo conhecidos mais de 3.000 6leos essenciais, sendo que 10%
deles tém importancia comercial e econdmica (Nehme et al., 2021). Segundo um
relatorio da Federacdo Europeia de Oleos Essenciais, o setor de alimentos e bebidas
lidera a demanda por Oleos essenciais, seguido pelas industrias de perfumaria,
cosmeéticos e aromaterapia (Barbieri et al., 2018). Diversos estudos demonstram que,
no geral, os Oleos essenciais tém propriedades bioldgicas, como antioxidantes e
antibacterianas, que sdo comparaveis aos conservantes sintéticos mais comuns na
industria de alimentos (Jafarizadeh et al., 2022). Os 6leos essenciais sdo considerados
um dos derivados vegetais mais promissores no combate as pragas de gréos
armazenados, devido a sua ampla atividade contra fungos e artropodes (Campolo et al.,
2018). Tal deve-se as suas propriedades de repeléncia, dissuasdo alimentar e fumigante,

sendo usados como inseticida de contato (Ribeiro et al., 2020; Chaudhari et al., 2021),



sendo responsaveis pela inibicdo do crescimento micelial e producdo de toxinas de
fungos deterioradores de alimentos (Achar et al., 2020; Bomfim et al., 2020).

Os 06leos essenciais tém sido amplamente utilizados como aromatizantes nos
setores farmacéutico e de cosméticos, além de atuarem como agentes inseticidas,
antioxidantes, anti-inflamatorios, antialérgicos e anticancerigenos, destacando-se por
sua capacidade de prevenir danos oxidativos, por conta de oferecerem uma barreira
contra o estresse oxidativo (da Silva et al., 2022; Dima & Dima, 2015; Halliwell, 2000;
Wani et al., 2021). Apesar dessas qualidades, a aplicacdo direta de 6leos essenciais em
alimentos enfrenta desafios como odores e sabores intensos e/ou desagradaveis, alta
reatividade, volatilidade, vulnerabilidade as condi¢des ambientais e baixa estabilidade
(Diaz-Montes & Castro-Mufioz, 2021; Prakash et al., 2018). A encapsulacdo em
métodos apropriados, como nanoemulsdes, oferece uma solugdo viavel para superar
essas dificuldades, permitindo o seu uso eficaz em seguranca alimentar e embalagens
comestiveis ( Li et al., 2015; Prakash et al., 2018).

3.2 Capim-limao-fino (Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze)

Elionurus muticus, popularmente conhecido como capim-liméo-fino (Figura
1), pertence a familia das gramineas (Poaceae), é nativo do bioma Pampa, ocorrendo
em abundancia no Brasil, Argentina e Uruguai (Welker e Longhi-Wagner, 2007). Esta
espécie é frequentemente eliminada através de queimas regulares por criadores de gado,
pois quando ingerida por animais adiciona um gosto amargo ao leite (Deschamps et al.,
2013; Hess et al., 2007).

Figura 1- Capim-liméo-fino.



Contudo, E. muticus tem atraido grande interesse econémico devido a
presenca de citral, que, como referido corresponde aos isdbmeros geranial e neral (Figura
2), para além de outros componentes como acorenona (C15H240), iso-acorenona
(C15H240) e eucaliptol (C10H180) que Ihe confere propriedades antimicrobianas e
antioxidante. No entanto, ha poucos resultados sobre a sua atividade antimicrobiana,
usos e capacidade antioxidante, além de pouco progresso na otimizacao do processo de
extracdo (Castro e Ramos, 2003; Fller et al., 2010, 2017; Toazza, 2020).

Geranial

Figura 2- Geranial e Neral

(Adaptado de Adams, 2007)

Como referido por Toazza et al. (2021), o Gleo essencial de E. muticus
demonstrou conter um maior nudmero de compostos quando comparado com
Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon citratus, mas 0s principais compostos
identificados foram similares aos de C. citratus, nomeadamente geranial (42,64%),
neral (23,72%) e mirceno (11,18%). Toazza (2020) demonstrou que a variedade
brasileira de E. muticus exibe um 6leo essencial com composi¢do e propriedades
valiosas, exibindo maior atividade antioxidante e efeito conservante em morangos por
mais dias. Os resultados deste trabalho sugerem que pode ser aplicado em alimentos,
como agente antioxidante e antimicrobiano.

O ¢leo de E. muticus extraido por hidrodestilacdo indicou alta capacidade de
uso em tecnologias pés-colheita, como opg¢édo organica ideal para revestimentos. A
aplicacdo de solugdes diluidas (750 pL/L) de oleo essencial de E. muticus e de
Cymbopogon flexuosus, foram capazes de preservar morangos sem desenvolvimento

fangico durante 15 dias de armazenamento refrigerado, mantendo a qualidade geral



aceitavel e, inicialmente, melhorando a sua atividade antioxidante (até 3 dias). Devido
a sua biodegradabilidade, sua agdo antifingica, antibacteriana, antioxidante e nédo
possuir toxicidade, o 6leo essencial de Elionurus muticus merece mais atencéo cientifica
(Toazza et al., 2020).

3.3 Nanoemulsdes

No artigo de revisdo recentemente publicado por Sharma et al. (2024) sdo
demonstrados avang¢os no uso de revestimentos a base de nanoemulsdes de 6leos
essenciais como uma abordagem promissora para prolongar a vida atil de frutas e
vegetais. Este tipo de revestimento consegue liberar, de maneira controlada, compostos
bioativos, preservando a qualidade e o frescor de alimentos. Adicionalmente, através
da formulacdo de nanoemulsdes, é possivel enriquecer alimentos com diferentes
nutrientes, possibilitando a obtencdo de produtos funcionais e seguros para 0
consumidor (McClements et al., 2021).

As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais termodinamicamente instaveis e
cineticamente estaveis (Schreiner et al., 2022) compostos por duas ou mais fases
imisciveis, onde uma fase esta dispersa em forma de goticulas com diametro na faixa
nanométrica de 20-200 nm, caracterizados por sua transparéncia, isotropia e tamanho
de gota extremamente reduzido, sendo geralmente formadas por uma fase oleosa, uma
fase aquosa e uma mistura de surfactante ou cosurfactante (Kelidari et al., 2025 ; Jin et
al., 2016; Thakur et al., 2024). A estabilidade cinética das nanoemulsdes € atribuida ao
seu pequeno tamanho e a interacdo entre a interface Gleo- dgua e as substancias
tensoativas (Goodarzi & Zendehboudi, 2019).

No contexto da nanotecnologia, as nanoemulsées emergem como sistemas de
entrega inovadores, capazes de proteger uma ampla gama de ingredientes funcionais,
como minerais, vitaminas, compostos antimicrobianos e nutracéuticos, melhorando sua
biodisponibilidade e estabilidade em alimentos (McClements et al., 2021; Nile et al.,
2020). As nanoemulsdes, antes restritas a area farmacéutica, revelam-se como uma
tecnologia promissora para a induastria de alimentos, com potencial para revolucionar a
forma como embalamos e conservamos nossos alimentos (Mohamed et al., 2020;
Torres et al., 2019). Por conta de suas propriedades, sdo sistemas promissores que
podem ser utilizados para melhorar a eficacia de produtos alimentares, uma vez que

apresentam a capacidade de libertar compostos bioativos (McClements & Rao, 2011).



Para alem de serem amplamente utilizadas para encapsular e proteger
compostos bioativos lipofilicos, como vitaminas e antioxidantes, no organismo, as
nanoemulsdes oferecem diversas vantagens, como 0 aumento da solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade desses compostos (McClements & Rao, 2011). Além
disso, quando incluidas numa solucdo formadora de filme, as nanoemulses formam
um revestimento comestivel que atua como uma barreira eficaz, retardando a perda de
umidade, a troca gasosa e a contaminacdo microbiana, apresentando maior area de
contato o que prolonga a vida util dos alimentos (Hassan et al., 2018; W. Li et al., 2015;
Patrignani et al., 2020; Tripathi et al., 2021).

3.4 Preparacdo de Nanoemulsdes

Verséateis e eficientes, as nanoemulsfes apresentam um grande potencial para
revolucionar o processamento e a preservacgdo de alimentos. Suas propriedades unicas,
como alta tensdo interfacial 6leo-agua e biocompatibilidade, as tornam ferramentas
valiosas para o desenvolvimento de produtos com maior valor agregado e melhor
qualidade nutricional (McClements & Rao, 2011). As nanoemulsGes podem ser
preparadas por meio de duas abordagens principais: métodos de baixa energia e de alta
energia, que variam conforme fornecimento de energia ao sistema que estd sendo
emulsionado (Mushtaq et al., 2023a; Preeti et al., 2023).

3.4.1. Métodos de alta energia

A preparagdo de nanoemulsfes por métodos de emulsificagdo de alta energia é
realizada utilizando dispositivos mecanicos como homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores e geradores de ultrassom (Gupta et al., 2016). No método de
homogenizacdo de alta pressdo, a formacdo de nanoemulsdes ocorre atraves do
cisalhamento hidraulico e da cavitacdo, que fragmentam as goticulas de 6leo de uma
emulsdo pré-existente(Che Marzuki et al., 2019). A pressdo exercida por
homogeneizadores tradicionais varia entre 50 e 100 MPa. No entanto, em situagdes que
exigem maior fragmentacdo das particulas, a pressao pode ser intensificada, atingindo
valores de até 350 Mpa (Qadir et al., 2016). A técnica de ultrassonica¢do emprega ondas
sonoras de alta frequéncia (superior a 20 kHz) para a producéo de nanoemulsdes (Tang

et al., 2013). Uma sonda de sonicacdo, imersa na emulsdo, gera vibragcdes mecanicas



intensas, que resultam na formacéo e colapso de bolhas de cavitacdo. Esse fendmeno
fornece a energia necessaria para romper as gotas de 6leo de maior dimens&o, formando
nanoemulsdes (Espitia et al., 2019; Delmas et al., 2011). A microfluidizacdo é
caracterizada pela combinacdo de diversos mecanismos de reducdo de tamanho de
particulas, como atrito, impacto, cisalhamento hidraulico e cavitagdo. Esses processos
atuam simultaneamente, proporcionando uma fragmentac&o eficiente das goticulas de
6leo (Preeti et al., 2023).

3.4.2. Meétodos de baixa energia

A abordagem de baixa energia para a producdo de nanoemulsdes baseia-se
principalmente em dois métodos: emulsificacdo espontanea e inversao de fase (Cenobio-
Galindo et al., 2019; Mushtaq et al., 2023b). A emulsificacdo espontanea € um fenémeno
que ocorre quando dois liquidos imisciveis, ao serem misturados, formam
espontaneamente uma emulsdo devido a existéncia de um gradiente de potencial quimico
entre as fases. Esse gradiente impulsiona a difusdo das moléculas, levando a formacéo de
goticulas e a estabilizacdo da emulsdo (Solans et al., 2016). Os métodos de preparacao
por temperatura de inversdo de fase, composicao de inversdo de fase (PIC) e temperatura
de inversdo de fase (PIT) permitem a producdo de nanoemulsdes de forma suave e
eficiente, sem a necessidade de altas forcas de cisalhamento (Ostertag et al., 2012). O
método PIT utiliza a caracteristica de que a lipofilicidade de surfactantes ndo iénicos
aumenta com a temperatura para formar nanoemulsdes e a emulsifica¢do ocorre fixando
a composicao enquanto varia a temperatura para atingir o PIT(Gadhave, 2014; Shinoda
& Saito, 1968). Em vez de alterar a temperatura, o PIC induz a inversdao de fase

modificando as composic¢des da solucdo de emulsdo (Maali & Mosavian, 2013).

3.5 Incorporacgéo de nanoemulsdes de 6leo essencial em filmes ativos e
revestimentos

351 Filmes ativos e revestimentos comestiveis

As embalagens primarias compostas por ingredientes comestiveis sdo embalagens
primarias que podem ser aplicadas diretamente no alimento através de revestimento,
imers&o e pulverizagcdo. Contudo, a distin¢ao entre revestimento e filme comestivel reside

no fato de que os filmes sdo produzidos a partir de solucbes formadoras de filme e
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posteriormente utilizados para embalar em alimentos, ao passo que os revestimentos séo
aplicados na forma liquida diretamente na superficie do alimento (Espitia et al., 2014;
Falguera et al., 2011). Recentemente, tem sido proposto o desenvolvimento de filmes e
revestimentos que incorporem substancias ativas (por exemplo, agentes antimicrobianos
e/ou antioxidantes) os quais podem aumentar ainda mais as propriedades funcionais dos
filmes, mantendo a qualidade e seguranca dos produtos alimenticios (Liu et al., 2022;
Yeddes et al., 2020).

Um material de embalagem conhecido como filme comestivel é uma camada fina de
material comestivel colocada sobre ou entre componentes alimentares. A utilizacdo de
filmes comestiveis tem-se tornado cada vez mais popular devido a sua natureza ecoldgica,
seguranga alimentar e simplicidade de manuseio (Dou et al., 2018). As caracteristicas dos
filmes comestiveis naturais podem ser melhoradas com a inclusdo de componentes
aromaticos, intensificadores de sabor, substancias nutricionais, agentes antioxidantes ou
antimicrobianos (Mohamed et al., 2020). Os sistemas de entrega também podem ser
utilizados para a liberagdo controlada de componentes bioativos, nutrientes, e ingredientes
alimentares. Eles criam uma barreira semipermeavel em torno do produto alimenticio
embalado, melhorando suas caracteristicas de barreira ao diminuir a transferéncia de
umidade, lipidios, gases e volateis (Nair et al., 2020; Wongphan & Harnkarnsujarit, 2020).
Portanto, um filme ja formado pode ser empregado na embalagem de alimentos sem
modificar o processo de formacdo do revestimento e os materiais empregados (Galus &
Kadzinska, 2015).
Um revestimento é composto por camadas extremamente finas que, em seu estado

liquido, é aplicado diretamente na superficie de um alimento para sua protecdo e
aprimoramento da durabilidade. Eles s&o mais comumente aplicados para aprimorar a
integridade fisica do produto que esta sendo revestido (Kowalska et al., 2021; Panahirad
et al., 2021). Os revestimentos alimentares desempenham diversas fun¢des, tais como
alterar as propriedades funcionais dos alimentos, funcionar como uma barreira entre o
ambiente e os alimentos, e regular a umidade na superficie dos alimentos. Além disso,
podem conter diversos ingredientes ativos, tais como aromatizantes, corantes e adocgantes,
que aprimoram as caracteristicas nutricionais e sensoriais de diversos produtos
alimentares incluindo frutas e vegetais (Dhall, 2013; Kang et al., 2013). As técnicas de
aplicagdo dos revestimentos sdo variadas, incluindo imersdo(submerso totalmente),
pulverizacdo(“spray”), leito fluidizado(particulas suspensas em ar quente com jatos finos
da solucdo) e banhagem(igual a imerséo, porém em tambor rotativo). Essas técnicas sdo
selecionadas com base nas particularidades de cada alimento e da solugéo filmogénica
(Suhag et al., 2020).
Ao estender a vida til e reduzir o desperdicio, as embalagens ativas contribuem

para um sistema alimentar mais eficiente e respondem as preocupagdes globais sobre
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seguranga alimentar e sustentabilidade. Além de controlar a atmosfera interna e liberar
substancias especificas, retarda processos de deterioracdo, como a oxidacdo e o
crescimento microbiano, garantindo alimentos mais frescos por mais tempo e
diminuindo o descarte (Galanakis, 2012; Sani et al., 2021).

3.5.2 Materiais para formacéo de filme

Os polissacarideos tém sido recentemente utilizados como um recurso sustentavel
na criacdo de revestimentos e filmes comestiveis, uma vez que ndo sdo toxicos, estdo
amplamente presentes na natureza, e possuem uma permeabilidade seletiva ao dioxido de
carbono e ao oxigénio (Erginkaya et al., 2014; Mellinas et al., 2016). Polissacarideos, tais
como pectina, carragenina, alginato, amido e goma xantana, tém sido empregados na
producdo de revestimentos e filmes comestiveis para diminuir o uso de embalagens
plasticas convencionais, gracas as suas caracteristicas funcionais (Espitia et al., 2014; Liu
et al., 2022). As carrageninas e alginatos tém recebido muita atencdo na producdo de
filmes comestiveis. Segundo a FDA, esses materiais sdo classificados como GRAS,
podendo ser usados para o desenvolvimento de filmes e revestimentos para alimentos.
Alginatos e carrageninas possuem uma grande capacidade hidrofilica, funcionando como
obstaculo as gorduras e 6leos além de atuarem como bons blogueadores de oxigénio e
oferecerem protecdo contra a oxidacédo de lipidios (Cian et al., 2014; Varela & Fiszman,
2011).

Carragenina ¢ uma forma especifica de galactana sulfatada linear hidrofilica
presente nas paredes celulares de algas marinhas vermelhas (Rhodophyceae). As
carrageninas séo principalmente obtidas dos géneros Chondrus, Eucheuma, Gigartina e
Iridaea e existem 3 tipos principais de carrageninas que diferem na sua estrutura e
propriedades quimicas, nomeadamente a carragenina kappa (k-carragenina), carragenina
iota (1-carragenina) e carragenina lambda (A-carragenina) (Cosenza et al., 2014,
Jouanneau et al., 2010; Nanaki et al., 2010). A existéncia de pontes anidro em - € 1-
carragenina diminui a hidrofilicidade dos residuso de acucar e altera a estrutura da cadeia,
possibilitando que a carragenina tenha transi¢des conformacionais que favorecem as suas

caracteristicas de gelificacdo (Rhein-Knudsen et al., 2015).

Os polimeros de k-carragenina apresentam uma capacidade de gelificacdo elevada

proporcionando excelentes caracteristicas de formacao de filmes compactos, com boas
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propriedades mecanicas e de repeléncia a 4gua, além de uma elevada transparéncia (El-
Fawal, 2014; Nanaki et al., 2010; Paula et al., 2015). Devido a sua excelente capacidade
de formar filmes, biocompatibilidade, alta capacidade de gelificacdo, a carragenina tem
sido amplamente explorada no desenvolvimento de embalagens multifuncionais,
oferecendo uma alternativa mais sustentavel (You et al., 2022). Quando usadas como
revestimento comestivel, os filmes de carragenina podem manter a textura da fruta e
fornecer protecdo antibacteriana durante o armazenamento, podendo também podem
restringir a passagem de oxigénio, limitando a desidratacdo da superficie e funcionando
como estabilizadores (Hambleton et al., 2012; Plotto et al., 2010).

3.6 Incorporagédo de nanoemulsdes de 6leos essenciais em matrizes
poliméricas e suas aplicacdes na area alimentar

Em resposta ao aumento da procura por produtos naturais, tem-se observado a
substituicdo de aditivos sintéticos por elementos naturais, tais como 6leos essenciais,
polifendis e outros extratos naturais (Poojary et al., 2017). Os revestimentos comestiveis a
base de dleos essenciais sdo ideais para aplicacdo em alimentos, libertando gradualmente
compostos com atividade antimicrobiana e formando uma barreira protetora que inibe o
crescimento e a multiplicagdo de microorganismos. Além disso, estes revestimentos
antimicrobianos contribuem para preservar a qualidade dos alimentos, aumentar a
estabilidade durante o armazenamento, e reduzir as perdas pds- colheita em geral (Kong et
al., 2022; Otoni et al., 2014). Assim, considera-se que 0s revestimentos comestiveis a base
de oleos essenciais sdo uma estratégia eficiente e inovadora para preservar a qualidade
alimentar (Hanan et al., 2024).

Diversos métodos, como emulsificacdo ou homogeneizagdo, podem ser utilizados
para incorporar 0s 6leos essenciais na matriz do filme comestivel. Durante a formacéo de
emulsdes, os Gleos essenciais que contém polimero costumam-se apresentar de forma
dispersa em goticulas muito pequenas formando uma mistura homogénea. Quando se
produzem filmes, as goticulas de lipidios sdo incorporadas a composi¢do do polimero,
tornando-se parte do filme em vez de estarem dispersos em forma de goticulas individuais
(S. Sharmaet al., 2021). A incorporacao de 6leos essenciais em nanoemulsées potencializa
consideravelmente a sua atividade antimicrobiana, ampliando a sua disponibilidade e
garantindo uma distribuicdo homogénea do composto antimicrobiano (Perumal et al.,

2022). Este processo pode preservar os componentes de 6leos essenciais contra agentes
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externos que possam causar sua degradacdo, simplificar a liberagéo controlada, aumentar

sua estabilidade e aprimorar suas propriedades bioativas. (Magbool et al., 2011).

A nanoencapsulacao de 6leos essenciais € uma técnica inovadora que preserva a
capacidade de um composto de inibir ou eliminar microrganismos através de uma
dissolucdo melhorada, estabilidade e liberacdo controlada no sistema alimentar, além de
oferecer protecdo contra fatores ambientais (Hanan et al., 2024). Segundo a literatura, a
adicdo de nanoemulsdes de Oleo essencial em filmes revelou que o aumento da
concentracdo de Oleo essencial contribui para uma melhoria na rugosidade, diminuicéo
progressiva do médulo de elasticidade e resisténcia a tracdo, alongamento melhorado
apos a ruptura e atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli (Norcino et al., 2020).
Ademais, a nanoemulsdo potencializa a atividade antibacteriana quando utilizada em
filmes comestivieis. Desta forma, a incorporagdo de 6leo essencial nanoemulsionado em
filmes alimenticios é percebida como um método eficaz e inovador para a manutencédo da

qualidade dos alimentos (Kong et al., 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
O oleo essencial de Elionurus muticus (Spreng) foi adquirido comercialmente na

empresa Brasileira Harmonia Natural a partir de amostras colhidas no Parana, Brasil. Para a
producdo das nanoemuls@es foram utilizados saponina comercial extraida a partir de Quillaja
Bark (PanReac-AppliChem) como surfactante natural e o 6leo vegetal Myglyol® 812 N
Excipient (IOl Oleochemical). Para a produgdo dos filmes, foram utilizados K-carragenina
(Acros Organic) e glicerol (Merck).

4.2 Caracterizacao do 6leo essencial

4.2.1 Determinacdo de compostos volateis

A composicdo quimica dos compostos volateis presentes no 6leo essencial de capim-
cidreira-fino foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
MS), em um cromatégrafo Shimadzu GC-2010 Plus equipado com sistema injetor automatico
(AOC-20iPlus, Shimadzu, Kyoto, Japdo) e uma coluna de silica fundida SH-RXi (30 m x 0,25
mm, espessura da pelicula 0,25 pum (Shimadzu, EUA). A temperatura do forno da coluna
cromatografica foi programada inicialmente de 45 a 175 °C, com uma taxa de aquecimento de
3 °C-min™', seguida de um aumento de 15 °C-min" até atingir 300 °C, sendo entdo mantida
constante por 10 minutos. A temperatura do injetor foi ajustada para 280 °C, com volume de
injecdo de 1 puL. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280 °C e da fonte de ions,
220 °C. Utilizou-se hélio como gas de arraste, com velocidade linear ajustada para 30 cm-s™.
O split ratio foi de 1:40, com energia de ionizagdo de 70 eV, faixa de varredura entre 40-300 u
e tempo de varredura de 1 s de acordo com as condigdes descritas por Spréa et al. (2020). Os
compostos foram identificados comparando seus espectros de massa com 0s espectros da
NIST17, e nos indices de retencdo linear (LRI) determinados com base nos valores obtidos
com uma mistura de n-alcanos (C8-C40, ref. 40147-U, Supelco, Bellefonte, PA, EUA)
analisados sob condicdes idénticas. Os resultados foram expressos em percentagem relativa

considerando o somatorio das areas obtidas no cromatograma de ides totais (TIC).
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4.2.2 Capacidade de captura do radical DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo)

O método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi realizado por
espetofotometria em leitor de microplacas. Apds diluicdo seriada da amostra, adiciona- se 900
pL de solucdo etandlica de DPPH (6 x 10°mol/L) a 100 uL de cada diluigdo. Apos
homogeneizacdo, a mistura € mantida no escuro durante 1 hora e feita a medicdo da
absorvancia a 517 nm. A atividade captadora de radicais livres (ACR) é calculada em funcéo

da percentagem de descoloracdo de DPPH usando a equacao:

Abs DPPH —Abs Sol
%ACR = ———— x 100 (1)

onde: Abs Sol representa a absorvancia da solucdo na presenca de extrato numa
determinada concentragéo e Abs DPPH representa a absorvéncia da solugéo de DPPH (branco
de reacéo).

A concentragdo minima de antioxidante necessario para reduzir em 50% a
concentracdo inicial da atividade captadora de radicais (EC50) é calculada por interpolacdo a

partir do grafico de percentagem ACR em func¢édo da concentracdo da amostra.
4.2.3 Poder Redutor

A medida da atividade antioxidante por poder redutor foi realizada por
espetrofotometria utilizando um leitor de microplacas. Primeiramente foram preparadas
diferentes diluigdes da amostra (entre 2.5 mg/mL e 0.039 mg/mL). Para cada diluigéo, 500 puL
foram misturados com 500 pL de solucdo tampéo de fosfato de sodio (0.2 mol/L a pH=6.6) e
500 pL de solugdo de ferricianeto de potassio (1%, m/v). Apds homogeneizacéo, a mistura foi
incubada a 50 °C durante 20 minutos e, apos arrefecimento, foram adicionados 500 puL de
acido tricloroacetico (10%, m/v). Em seguida, homogeneizacédo e centrifugagdo (10000 rpm
durante 2 minutos), retirou-se 1 mL da fase superior da mistura anterior para um tubo de ensaio
e adicionou-se 1 mL de agua desionizada e 0.2 mL de FeCI3 (0.1%, m/v). A absorvancia da
mistura obtida é medida a 690 nm num leitor de microplacas para célculo do valor de ECsxo

(concentracdo de extrato correspondente a 0.5 de absorvancia).
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4.2.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E. muticus foi avaliada face aos
seguintes microrganismos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Proteus mirabilis (ATCC 14153), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus cereus
(ATCC 10876), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028)
Enterococcus faecalis (ATCC 19433). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método
da macrodiluicdo descrito pelo Clinical and Laboratorial Standards Institute (CLSI, 2009), que
consiste na preparacédo da diluicdo do agente antimicrobiano num meio de crescimento liquido
feito em tubos com um volume minimo de 2 mL. Inicialmente, a partir de um in6culo inicial
preparado em meio nutritivo (NA), preparou-se o indculo a 0,5 McFarland da bactéria a testar
em caldo Mueller-Hinton (MHB) utilizando um densitometro (DEN-1 McFarland, Grant-bio,
Reino Unido), o qual foi posteriormente diluido a uma concentragdo de 5 x 10° unidades
formadoras de coldnias por mL (CFU/mL). O 6leo essencial foi diluido seriadamente (1/2) em
tubos de vidro estéreis contendo MHB adicionado de tween 80 a 0.5%. A cada tubo contendo
um volume final de 1ImL com diferentes concentracdes de 6leo essencial (2.5% a 0.0078%,
v/v) foi adicionado 1 mL de indculo a 5 x 10° CFU/mL. Simultaneamente foi preparado um
branco contendo apenas MHB com 0.5% tween, sem adi¢do de dleo essencial. Depois de
incubacdo a 37 °C por 24 horas, a concentragdo minima inibitéria (MIC) foi determinada
visualmente como a concentra¢do mais baixa que inibe o crescimento visivel da bactéria. Para
confirmacdo foi adicionado sal de p-iodonitrotetrazolio (0,2 mg/mL) como indicador
colorimétrico da viabilidade de microorganismos e os tubos incubados a 37 °C por 30 min. A
concentragdo minima bactericida (MBC) foi determinada por sub-cultura de uma amostra
retirada com ansa descartavel em placas de petri contendo NA(Nutrient Agar), as quais foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. A MBC foi definida como a concentracdo de 6leo essencial
capaz de eliminar todas as bactérias no inoculo, evidenciada pela auséncia de crescimento
apos subcultivo em meio isento de antibidtico. A MIC e MBC foram determinadas, no

minimo, em duplicado para cada microrganismo.
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4.3 Preparacgéo das nanoemulsoes

A preparacdo das nanoemulsdes foi realizada usando o método descrito por
Schreiner et al.(2023), com adaptacdes. Os sistemas foram produzidos com uma razéo
0leo/agua de 10/90 (m/m), para uma massa total de 50 g. A saponina foi utilizada como
surfactante a 1.5% (m/m). As nanoemulsdes foram produzidas utilizando apenas Miglyol
812 e também com a mistura de Miglyol com 6leo essencial (OE). Diferentes fraces de
Miglyol/OE foram testadas, sendo elas 70/30 e 50/50, obtendo uma concentracdo de OE
total de 3 e 5% (m/m).

Para a preparacao das nanoemulsdes, inicialmente preparou-se a pré-emulsdo com
um Ultraturrax por 5 min e uma taxa de agitacdo de 11000 rpm. Seguidamente, para reducédo
do tamanho das gotas, a emulsdo foi submetida a homogeneizacgdo de alta pressdo (HPH)
(Avestin Emulsiflex C3) por 6 ciclos a 100 Mpa.

4.4 Caracterizacao das nanoemulsdes

4.4.1 Morfologia
A morfologia das emulsdes foi analisada por Microscopia Optica (Eclipse Ci
H550S, equipado com camera DS-Qi2, Nikon, Toquio, Japdo) conectado ao software NIS-

Elements. As analises foram realizadas com ampliacdo de 40 vezes.

4.4.2 Tamanho médio e potencial zeta

O tamanho medio das goticulas foi adquirido pela técnica de espalhamento de luz
dindmico (DLS) em um Zeta Sizer Ultra (WR14 1XZ UK, Malvern Instruments, Reino
Unido). Adicionalmente, foi determinado pelo mesmo equipamento o potencial zeta ({) das
amostras a fim de determinar a estabilidade das mesmas por forcas eletrostaticas de
repulsdo. Ambas as medic¢bes foram realizadas em triplicatas consecutivas a temperatura

ambiente.
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4.5 Elaboracéo dos filmes

A preparacdo dos filmes foi baseada na metodologia descrita por De Rezende et al.
(2025) com modificacGes, tendo-se usado K-carregenina a 2.5% (m/m), dissolvida em agua
destilada, a 70 °C sob agitacdo. Como plastificante foi adicionado glicerol a 30% (m/m)
considerando a massa do polimero utilizado. Foram testadas diferentes quantidades de
nanoemulsdo adicionadas as solugées filmogénicas, incluindo 2, 3 e 5 mL desse sistema em
uma solucdo total de 25 mL. Adicionalmente, foram produzidos filmes sem nanoemulséo,
atuando como controlo. O volume total de solucdo filmogénica (25 mL), com ou sem
nanoemulsdo, foi transferido para uma placa de Petri (9 cm de didmetro) e deixada secar a
temperatura ambiente durante 7 dias. Foram preparados uma série de filmes codificados
como “KC-X-Y”, onde “X” corresponde a quantidade de 6leo essencial na nanoemulsao (3

ou 5%) e “Y” ao volume de nanoemulsdo adicionada ao filme (2mL, 3mL e 5mL).

4.6 Caracterizacao dos filmes

4.6.1 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida utilizando um medidor Elcometer 456
(Reino Unido). Realizou-se uma calibracdo previamente as medi¢cdes e de seguida as

amostras foram medidas em quintuplicata em diferentes regies do filme.

4.6.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em modo

de refletancia total atenuada (ATR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) em modo de refletancia atenuada (ATR) foram realizadas para avaliar a presenca de
possiveis interacfes entre 0s materiais e 0 6leo essencial do capim-cidreira-fino no filme.
Os espectros FTIR-ATR foram determinados no intervalo de comprimento de onda de 4000
a 450 cm™ com 32 varrimentos e resolucdo de 4 cm™. Foram realizadas analises das
amostras individuais (K-carragenina e 6leo essencial de capim-cidreira-fino) e de todos os

filmes obtidos.
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4.6.3 Determinacdo de permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada seguindo o método ASTM
E96-95 com adaptacGes. Para isso, utilizou-se recipientes com diametro de 3 cm
preenchidos com &gua até % do volume e a amostra do filme cortada e fixada na boca do
recipiente utilizando um selante apropriado garantindo a vedacdo eficaz e evitando
interferéncias no ensaio.

Apos preparadas, as amostras foram colocadas em um exsicador contendo silica
gel. A perda de massa foi monitorada por pesagens de hora em hora ao longo de 8 horas e
apos 24 horas. A taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR) foi calculada conforme a

equacéo (2):

G
TR =— 2
wv I (2)

Onde: G/t representa a perda de peso por unidade de tempo (g/h); A (m2)
corresponde a area do filme testado.

A permeabilidade ao vapor de agua (WVP) foi determinada considerando a
espessura do filme e a diferenca de pressao parcial do vapor de agua em ambos os lados da

amostra por meio da equagéo (3):

wyp < WYTR XTh )
=—p (2)

Onde: Th(m) representa a espessura do filme; AP(kPa) refere-se a diferenga de

pressdo parcial do vapor de agua em ambos os lados do filme.

4.6.4 Transparéncia dos filmes por UV-VIS

A transparéncia dos filmes foi avaliada por meio de espectroscopia UV-Vis,
utilizando um espectrofotémetro UV-Vis Jasco V-730 (Toquio, Japdo). A transmitancia da
luz, expressa em percentagem, foi medida na faixa de comprimento de onda de 400-800

nm. A transparéncia foi definida como a percentagem de transmitancia a 600 nm,
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correspondendo a luz visivel.

4.6.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana dos filmes

Para os filmes foi utilizada a metodologia descrita por De Rezende et al. (2025)
que consiste em dois testes: reducgéo e inibicdo. A atividade antimicrobiana foi avaliada
face aos seguintes microrganismos: Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 29213). O inéculo foi ativado em incubadora (Raypa, Incut term, Barcelona,
Spain) por 24 horas a 37°C. Para o inicio dos testes foi medida a densidade celular utilizando
um densitometro (densitdmetro DEN-1 McFarland, Grant-bio, Reino Unido) regulado para
550 nm e a concentragdo do indculo corrigida para 0.5 McFarland que equivale a 1,5x10®
CFU/mL. Apo6s a concentracdo bacteriana corrigida em meio Brain heart infusion (BHI)
para inibicdo e em solucéo salina para reducéo, foi necessario diluir até concentragéol.5x10°
CFU/mL.

Para o teste de inibicdo foram utilizados o indculo com a concentragdo ajustada em
meio BHI, aplicando 250 pL dessa mistura nos filmes cortados com dimenséo 1.5 x 1.5 cm
e colocados em placas de petri estéreis. As placas foram incubadas a 37°C durante de 0, 60
e 120 minutos. Depois de cada tempo, os filmes foram lixiviados com 2 mL de &gua estéril
e o lixiviado retirado para realizar contagem de coldnias. Para tal, foram feitas diluicGes
decimais do lixiviado com solugéo salina a 0.9%. O lixiviado puro e as diluicdes seriadas
(0.1 mL) foram espalhadas em placas de Petri pelo método da incorporacao utilizando meio
Nutrient Agar (NA) mantido liquido a uma temperatura de 45°C. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 h antes da contagem de colonias. O teste de reducéo foi realizado de acordo
com as etapas descritas anteriormente, no entanto ao invés de caldo BHI, foi utlizada uma

solucéo salina a 0.9%.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos para as diferentes formulagdes serdo avaliados por meio da
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao de médias, considerando
um nivel de significancia de 5% (p < 0,05). As andlises serdo realizadas utilizando o

software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do 6leo essencial
5.1.1 Determinacdo da composi¢ao quimica volatil do 6leo essencial

A analise quimica realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) permitiu a identificacdo de 49 compostos distintos, sendo a maioria
monoterpenos e sesquiterpenos. Os principais componentes encontrados foram geranial e
neral conforme apresentado na Tabela 1. Essa abordagem analitica ndo s¢ facilita a
padronizacdo e o controle de qualidade dos 6leos essenciais, como também impulsiona o
desenvolvimento de aplicacBes em industrias alimenticia, farmacéutica e cosmeética,
fundamentando a relacdo entre a composicdo quimica e as propriedades bioativas
observadas.

O oleo essencial de E. muticus apresentou, em maior abundancia, os compostos
geranial, neral e linalol. Ademais, foram identificados compostos secundarios, como (Z)-
isocitral e (E)-isocitral, que contribuem para a complexidade da composic¢do. Segundo
Toazza (2020), resultados semelhantes foram observados para E. muticus, evidenciando a
presenca dos mesmos componentes maioritarios; no entanto, algumas discrepancias na
concentragdo de certos compostos foram notadas, possivelmente decorrentes das variages
climaticas, sazonalidade e da localidade de coleta da planta.

Ao comparar com maior detalhe a composigdo da amostra em estudo com os dados
previamente reportados por Toazza et al. (2021), notou-se que no presente trabalho obteve-
se uma maior quantidade de neral (29,23%) e linalol (5,17%), comparativamente com 0s
valores de neral (23%) e linalol (1,62%) relatados por Toazza et al. (2021). Por outro lado,
0 estudo de Toazza et al. (2021) apresentou uma concentracdo mais elevada de geranial
(42,6%) em comparacdo com os resultados obtidos. Essa discrepancia na composi¢ao
quantitativa, especialmente para os isdbmeros neral e geranial, pode ser atribuida a uma série
de fatores tais como variagGes no método de extracdo, pardmetros operacionais empregados
no GC-MS, que podem influenciar a recuperacgéo e a detecdo dos compostos. Além disso,

influéncias ambientais e fisiologicas inerentes ao material vegetal, como o estagio de
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maturacdo da planta, condic¢Ges climaticas e o tipo de solo, sd@o conhecidas por afetar a

biossintese e, consequentemente, a composicdo da planta nestes compostos (De Godoy
Penteado Bragado Puppin, 2018; Fller et al., 2015; Hess et al., 2007).

Tabela 1- Constituintes do 6leo essencial capim-limao-fino identificados por GC-MS.

Composto TR LRI cal LRI tedrico Media £ SD
Tricicleno 13.014 918 921 0.108+0.004
a-Tejeno 13.331 924 924 0.044+0.005
a-Pineno 13.636 930 932 0.45+0.03
Canfeno 14.362 944 946 0.60+0.04
Sabineno 15.704 970 969 0.098+0.008
B-Pineno 15.826 973 974 0.024+0.003
6-Metill-5-hepten-2-ona 16.435 984 981 1.3+0.1
2,3-Deidro-1,8-cineol 16.582 987 988 0.13+0.02
B-Mirceno 16.676 989 988 0.73+0.04
p-Cimeno 18.338 1021 1022 0.064+0.002
Limoneno 18.556 1026 1024 0.45+0.02
Cineol 18.657 1028 1026 0.75+0.03
cis-Ocimeno 19.108 1036 1032 0.63+0.02
trans-Ocimeno 19.634 1046 1044 0.72+0.05
Oxido de Linalol cis 20.842 1070 1067 0.14+0.02
Oxido de Linalool trans 21.654 1086 1084 0.16+0.02
Linalol 22.282 1098 1095 5.410.4
Nonanal 22.474 1102 1100 0.08+0.02
citronelal 24.92 1151 1148 0.36+0.03
(2)-1socitral 25.49 1163 1160 1.840.1
Epdxido de rosefuran 26.023 1173 1173 0.06+0.02
(E)-Isocitral 26.377 1181 1177 2.740.2
a-Terpineol 26.775 1189 1186 0.13+0.01
Metil-chavicol 27.138 1196 1195 0.28+0.04
decanal 27.482 1203 1201 2.440.2
Citronelol 28.699 1229 1223 0.17+0.02
Neral 29.345 1243 1235 30.4+2.5
Piperitona 29.845 1254 1249 0.44+0.03
Geraniol 29.913 1255 1249 0.75+0.08
Geranial 30.626 1270 1264 40.3+2.6
Acetato de bornila 31.339 1286 1284 0.29+0.04
Copaeno 35.365 1376 1374 0.140+0.009
Acetato de geranila 35.602 1382 1379 2.2+0.2
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B-Elemeno 36.056 1392 1389 0.12+0.03

Sativeno 36.262 1397 1390 0.18+0.02
dodecanal + acetato de decila 36.669 1406 1408 + 1407 0.72+£0.04
B-cariofileno 37.258 1421 1417 0.56+0.04
a-Humuleno 38.688 1455 1452 0.070+0.006
allo-aromadendrano 38.884 1460 1458 0.12+0.01
y-Muuroleno 39.621 1477 1478 0.044+0.002
curcumeno 39.823 1482 1479 0.12+0.02
Biciclogermacreno 40.467 1498 1500 0.57+0.07
a-Muuroleno 40.595 1501 1500 0.098+0.009
8-Cadineno 41518 1524 1522 0.11+0.01
Butirato de nerila 42.872 1559 - 0.255+0.008
Spatulenol 43.684 1579 1577 1.33+0.09
Oxido de cariofileno 43.91 1585 1582 0.72+0.06
Tetradecanal 44.887 1611 1611 0.25+0.02
Aromadendrano-4,10 diol 48.924 1719 - 0.33£0.02
Total
Né&o identificados 7.0+0.3
Monoterpenos hidrocarbonados 3.610.2
Monoterpenos oxigenados 81.0+0.4
Sesquiterpenos hidrocarbonados 2.0+0.2
Sesquiterpenos oxigenados 2.2+0.2
Outros 3.5+£0.2

LRI cal: indice de retencdo linear determinado em uma coluna de silica fundida SH-RXi-5 ms (Shimadzu) em relagdo a uma
série de n-alcanos (C8-C40); LRI tedrico: indice de retencéo linear relatado na literatura (Adams, 2007). Os ensaios foram
realizados em triplicata (n = 3), e os resultados estdo expressos como

média + desvio padréo.

Adicionalmente, observou-se que os teores de geranial e neral foram similares aos
reportados por Deschamps et al. (2013), reforcando o papel desses monoterpenos como
marcadores quimicos na caracterizacdo da espécie. De maneira andloga, os niveis de a-
pineno na amostra em estudo apresentaram resultados idénticos aos descritos por (Chagonda
et al., 2012), o que sugere a presenga deste componente em baixas quantidades como um
traco caracteristico do perfil volatil dessa planta. Entretanto, um diferencial do presente
estudo foi o teor de canfeno, que atingiu 0,60 — valor significativamente superior aos 0,30
reportados pelos autores referenciados.

Adicionalmente, o 6leo essencial de E. muticus demonstrou uma alta concentragdo
de linalool, que pode ser utilizado em cosméticos decorativos. Além do linalool, a atividade

antifungica do OE de capim-lim&o-fino pode ser atribuida & presenca de citral, que € a
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designacdo da mistura estereoquimica formada pelos isdmeros geranial (trans-citral) e neral
(cis-citral), a mesma aumenta a eficacia antimicrobiana geral do OE, pois 6leos que contém
citral possuem propriedades antimicrobianas e antifangicas (Bailly, 2020; Toazza et al.,
2021; Zeng et al., 2015). Além do uso do capim-limé&o ser considerado seguro, 0s compostos
geraniol, acetato de geranila, citronelal e limoneno apresentam atividades anticancerigenas
(Ashaq et al., 2024).

Na analise comparativa, o perfil quimico do 6leo essencial de Elionurus muticus
com espécies semelhantes do género Cymbopogon, como C. citratus e C. flexuosus, a
literatura revela variacdes significativas da sua composicao (da Silva Giindel et al., 2018;
Lin et al., 2024; Putra et al., 2025; Riaz et al., 2025). Neste estudo, foram identificadas
quantidades substancialmente maiores de linalool e (E)- isocitral em E. muticus enquanto
as especies de Cymbopogon relatadas no estudo de Toazza et al. (2021) ndo apresentaram
esses compostos. Da mesma forma, observou-se que E. muticus apresentou quantidades
inferiores de geranial e neral, que sdo comumente proeminentes em C. citratus e C.
flexuosus. Essas diferencas na composicdo majoritaria e minoritria podem ser

principalmente atribuidas a fatores intrinsecos a espécie.

5.1.2 Atividade antioxidante determinada pela Capacidade de captura do
radicalDPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) e Poder Redutor

A identificagdo da atividade antioxidante do OE de E. muticus foi determinada
através do método de captura do radical DPPH e determinacdo do poder redutor. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2.

O radical DPPH roxo se transforma em uma molécula amarela estavel e o nivel de
descoloracdo funciona como um indicador da eliminacdo de radicais livre. Dessa forma, o
grau de descoloracgdo pode ser interpretado como uma medida do potencial do composto em
relacdo a atividade antioxidante (Bardaweel et al., 2018; Farahmandfar et al., 2020). Na
determinacdo do poder redutor, quanto maior o poder redutor de uma amostra, maior a
quantidade de substancias reduzidas formadas, resultando em uma coloragdo mais intensa e

escura da solucéo.
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Tabela 2-Concentragdes eficazes de ECso (mg/mL): Concentracdo necessaria para atingir 50% da atividade

antioxidante do 6leo essencial e do padrdo Trolox nos ensaios de atividade antioxidantes: sequestro do radical DPPH

e poder redutor.

Amostra ECso DPPH(mg/mL) ECso Poder redutor(mg/mL)
E. muticus 23.9445,05 3.88+0,06
Trolox (Padréo) 0.039+0.001 0.0521+0.0004

Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e expressos como média + desvio padréo.

A composicao quimica dos 6leos essenciais € um fator crucial determinante da sua
capacidade antioxidante. Em grande parte, o efeito antioxidante dos 6leos essenciais deve-
se a sinergia entre metabolitos fendlicos e outros compostos secundarios. Entre 0s
ingredientes que podem contribuir para esse potencial, destacam-se o linalol, 1,8-cineol,
geraniol/neral, citronelal, isomentona, mentona e outros monoterpenos, 0s quais
desempenham papéis importantes na atividade antioxidante dos &leos essenciais
(Bhavaniramya et al., 2019).

Os resultados obtidos demonstraram que o 6leo essencial de E. muticus apresentou
atividade antioxidante avaliada por dois métodos distintos. No ensaio DPPH, o valor de
ECso foi de 23.94 + 5.05 mg/mL, indicando uma baixa eficacia antioxidante dada a elevada
concentracdo necessaria para neutralizar 50% dos radicais livres presentes na solucéo.
Adicionalmente o valor obtido foi muito superior quando comparado com o padréo trolox.
No ensaio de poder redutor, o dleo essencial apresentou um EC50 de 3.83 +0.06 mg/mL.
Em contrapartida, o padrdo trolox, utilizado para referéncia na atividade antioxidante,
demonstrou um valor de EC50 de 0.052 +0.0004 mg/mL, evidenciando sua alta eficacia
redutora. Apesar da escassa disponibilidade de estudos especificos sobre a atividade
antioxidante do 0Oleo essencial de E. muticus na literatura, os dados a apresentados sugerem
que 0s compostos bioativos presentes possuem uma capacidade redutora mensuravel

conferindo alguma atividade antioxidante ao 6leo essencial.
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Em vista da escassez na literatura sobre as propriedades antioxidantes do EO
estudado e especificas, torna-se fundamental que futuras pesquisas aprofundem o estudo
deste 6leo, ampliando a base de conhecimento e permitindo a comparacdo com outros

extratos ou compostos naturais.

5.1.3 Atividade Antimicrobiana do 6leo essencial

Na perspetiva da microbiologia, a busca por agentes naturais capazes de inibir o
crescimento bacteriano é fundamental para o desenvolvimento de terapias inovadoras e para
0 combate a resisténcia antimicrobiana. Nesse contexto, os resultados obtidos na Tabela 3
demonstraram que o Oleo essencial de E. muticus apresenta atividade expressiva,
evidenciada pelos baixos valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) e concentracao
bactericida minima (MBC) contra varias cepas testadas. Observa-se que tais valores indicam
ndo apenas a eficacia do extrato em interromper o crescimento bacteriano, mas também sua
capacidade de eliminar as bactérias sob determinadas condicGes, o que corrobora estudos

prévios que associam 0s componentes volateis a acdo antimicrobiana.

Tabela 3- Valores de concentra¢do Bactericida Minima (MBC) e Inibitéria Minima (MIC) em percentagem (%v/v)
do 6leo essencial E. muticus testadas frente a diferentes bactérias.

Bactéria MBC MIC

Escherichia coli 0.313% 0.313%
Staphylococcus aureus 0.156% 0.156%
Klebsiella pneumoniae 0.156% 0.156%
Enterobacter aerogenes 0.313% 0.156%
Proteus mirabilis 0.156% 0.156%

Pseudomonas aeruginosa 2.5% 2.5%
Bacillus cereus 0.078% 0.078%
Salmonella Typhimurium 0.156% 0.156%
Enterococcus faecalis 0.156% 0.156%
Bacillus subtilis 0.078% 0.078%

Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3).

Os dados ilustrados na Tabela 3 revelam que o 0leo essencial de E. muticus exibe
um perfil antimicrobiano distinto entre as cepas testadas, evidenciado tanto nos valores de

Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) quanto na Concentracdo Bactericida Minima
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(MBC). Em geral, as cepas Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtillis, demonstraram maior sensibilidade, com
valores de MIC inferiores, variando de 0.156% a 0.078%, sugerindo que concentragdes
baixas ja sdo eficazes na inibi¢do do seu crescimento bacteriano.

As bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa exibiram MICs similares ou mais
elevados comparativamente as bactérias Gram-negativas, variando entre 2.5% a 0.156%, o
que indica no geral eficacia inibitoria inferior as Gram-positivas. Esses resultados ressaltam
a relevancia de E. muticus como agente antimicrobiano e abre caminho para pesquisas
complementares. Adicionalmente ao potente efeito bacteriostatico, a analise dos valores de
MBC evidencia igualmente um efeito bactericida relevante do 6leo essencial de E. muticus
para a maioria das cepas testadas. Para varias bactérias o OE demonstrou atividade mesmo
em concentra¢Ges muito baixas, apresentando valores de MBC que variam entre 0.078% e
0.313%. A excecdo verificou-se para P. aeruginosa para a qual o OE ndo apresentou
capacidade bactericida nas concentragdes testadas.

Esses resultados sugerem que pequenas quantidades de o6leo essencial séo
suficientes para ndo apenas inibir, mas efetivamente eliminar essas bactérias, evidenciando
uma atividade bactericida. De fato, a eficicia antimicrobiana depende fortemente da
composicao quimica do OE. Os dados obtidos neste trabalho, conforme evidenciado na
Tabela 1 e Tabela 3, corroboram com as hipoteses de Teixeira et al. (2022) e Ekpenyong &
Akpan (2017) que destacam a elevada atividade dos monoterpenos oxigenados contra as
células microbianas, sendo geraniol, geranial e neral, melhores compostos antimicrobianos
de 6leos essenciais que exibem capacidade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas.

5.2 Caracterizagdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram obtidas de acordo com a metodologia Schreiner et

al.(2023), com adaptacdes conforme descrito no item 4.3.
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Figura 3- Nanoemulsdes produzidas sem 6leo essencial, denominada de controlo (EB), com fracdo 70/30 (EOE 3%) e 50/50

(EOE5%), respectivamente.

Foram testadas duas fracbes de Miglyol/OE e amostra branco sem 6leo essencial
(Figura 3), sendo elas EB (emuls&o branco), EOE3% (70/30) e EOE5% (50/50), obtendo
uma concentracdo de OE total de 3 e 5% (m/m). As formulagBes resultaram em
nanoemulsdes homogéneas, estaveis e de bom aspecto visual, atestando a eficiéncia do
método e da concentracdo do 6leo essencial. As fracGes 70/30 e 50/50 apresentaram uma
coloracgéo levemente acentuada em comparagdo com o controlo, o que indica a concentracédo

do 6leo essencial.

5.2.1 Morfologia

A analise das imagens obtidas por microscopia 6tica revela diferencas importantes
na estrutura das nanoemulsées formuladas com e sem 6leo essencial. Na amostra controle,
a visualizagdo tende a apresentar menor turbidez evidenciando a auséncia ou a presenga
reduzida de goticulas dispersas que interferem na passagem da luz. Em contrapartida, nos
sistemas contendo 3% e 5% de Gleo essencial, observa-se a presenca de pontos ou regides
de maior opacidade, os quais correspondem as goticulas formadas devido a incorporacao do

0leo essencial na matriz da nanoemulsao.
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Figura 4- Microscopia Optica da amostra controle (branco).

Figura 5-Microscopia optica da emulséo 70/30.
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Figura 6-Microscopia 6ptica da emulséo 50/50.

A presenca de Oleo essencial altera as propriedades Oticas da nanoemulséo.
Conforme os niveis de Oleo essencial aumentam, a maior quantidade de fase oleosa
disponivel gera uma intensificacdo de nivel de polidispersdo e tamanho de particula geral,
0 que resulta em uma dispersdo mais uniforme por toda a matriz sem quaisquer sinais de
agregacdo ou aglomeracéo, indicando um perfil de estabilidade extremamente alto para o
sistema (Zhang & Xia, 2025).

A anélise morfoldgica das nanoemulsdes apresentadas na Figura 5 e Figura 6
revelou que, independentemente da formulagdo, as goticulas apresentaram formatos
arredondados e bem definidos, demonstrando alta uniformidade na distribui¢do. Observou-
se que a nanoemulsdo sem a adi¢do de dleo essencial (Figura 4) exibiu goticulas com
dimensdes ligeiramente superiores as dos sistemas que continham OE. Essa diferenga
sugere que a presenca do OE pode influenciar a reducdo do tamanho das goticulas,
possivelmente devido a interacdo dos compostos presentes no 6leo com a matriz da
nanoemuls&o.

A analise comparativa entre as formulacGes com 3% e 5% de 6leo essencial ndo
revelou diferencas estatisticamente significativas no tamanho, revelando goticulas esféricas
bem dispersas dentro da faixa de tamanho nanométrico, conforme representado. Tal
constatacdo demonstra que, para maximizar a incorporagdo do 6leo essencial nos filmes, a

formulacdo com 5% se mostra mais vantajosa. Sendo assim, ao elevar a concentracéo para
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5%, é possivel aumentar o teor do OE nos filmes sem comprometer as caracteristicas

morfoldgicas fundamentais da nanoemulsao.

5.2.2 Tamanho médio e potencial zeta

O potencial zeta é um fator principal que representa a carga elétrica das particulas
e indica a estabilidade das nanoemulsfes. Os resultados obtidos para as diferentes
concentracdes de Oleo essencial mostraram que EB (sem a adicdo do Gleo essencial),
apresenta um potencial zeta de -41.68 mV e com 3% do Oleo essencial e 5% do Gleo
essencial o potencial zeta é de -41.32 mV e -42.34 mV, respetivamente. Os mesmos
mostraram que as nanoemulsfes apresentaram valores de potencial zeta negativos, que
podem ser associados ao surfactante (saponina) e a carga negativa dos 6leos essenciais (Tinh
et al., 2025).

Tabela 4- Tamanho médio de goticula e Potencial Zeta

Amostra Potencial Zeta (mV) Tamanho(nm)
EB -41.68 £ 0.6614 142 + 2.58

EOE 3% -41.32 £ 0.8728 124.4 + 0.89

EOE 5% -42.34 £ 0.2986 1247+ 0.35

Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3).
Valores expressos como média + desvio padréo.

Como reportado anteriormente, o tamanho médio das particulas em “EB” ¢
ligeiramente maior (142 nm) em comparagdo com aquelas contendo 3% e 5% de emulséo
(aproximadamente 124 nm). Esses dados sugerem que a incorporacao do 6leo essencial ndo
compromete a estabilidade e sim, influencia positivamente nas propriedades interfaciais,
indicando uma melhoria evidente na formulacdo com 5% de OE (Nunes et al., 2018; Zhang
& Xia, 2025). O potencial zeta permite avaliar a estabilidade das nanoemulsées formuladas,
tanto na amostra controle (sem 6leo essencial) quanto nas nanoemulsdes com 3 e 5% de
6leo essencial. Os resultados mostram que todas as amostras apresentam valores de
potencial zeta elevados em mddulo (em torno de -41 a -42 mV). Em sistemas coloidais,
quando o potencial zeta em modulo € maior do que 30 mV, isso geralmente indica uma forte
repulsdo eletrostatica entre as particulas, o que reduz a tendéncia de aglomeracgéo e confere
boa estabilidade (Chang et al., 2020; Showkat et al., 2025).
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Figura 7- Tamanho de goticula das nanoemulsdes a) controle, b) 70/30 e c) 50/50.

O potencial zeta é um pardmetro fundamental para avaliar a estabilidade das
emuls@es. Valores absolutos elevados nesse parametro indicam uma repulsdo eletrostatica
mais intensa entre as particulas e impede a floculacédo e a coalescéncia das goticulas (Zhu et
al., 2023).

Inicialmente, a amostra controle (Figura 7a) apresenta o volume maximo préximo
a 400 nm, evidenciando que poucas particulas maiores dominam o volume total. Esse
desalinhamento indica uma maior polidispersidade, o que pode reduzir a estabilidade da
formulacéo e alterar o perfil de liberagdo dos compostos ativos (Showkat et al., 2025). Além
disso, o pico observavel é mais amplo e menos definido que o das amostras contendo 6leo,
ainda que o valor de potencial zeta elevado (-41mV) sinalize boa estabilidade coloidal, ao
adicionar oleo essencial, esse pico estreitou-se, indicando uma distribuicdo homogénea e
uma estabilidade mais robusta. (Guerra-Rosas et al., 2017). Nesse sentido, as nanoemulsées
com Oleo essencial (Figura 7b e 7¢) sdo de forma geral, estaveis, uma vez que 0s picos estdo

proximos de 100 nm e esse valor indica uma boa estabilidade coloidal, o que pode ser
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relacionado a intensificacdo da repulsdo eletrostatica entre as goticulas ou nanoparticulas e
a melhoria da estabilidade coloidal que asseguram comportamento uniforme durante
armazenamento (Zhou et al., 2022).

A presenca de pico unico e relativamente estreito indica distribuicdo razoavelmente
homogénea das particulas. Contudo, em comparagdo com as macroemulsdes tradicionais,
as nanoemulsdes demonstram maior resisténcia a agregacao de particulas — envolvendo
processos como floculacdo e coalescéncia — atribuida ao seu reduzido tamanho de goticula
(McClements & and Rao, 2011; Tadros et al., 2004).

5.3 Caracterizacao dos filmes

Os filmes foram desenvolvidos baseado na metodologia por De Rezende et al.
(2025) com modificacbes descrito no item 4.5, tendo-se usado K-carregenina a 2,5% (m/m)

e como plastificante foi adicionado glicerol a 30% (m/m).
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Figura 8- Filmes de nanoemuls&o 70/30 com diferentes volumes adicionados, a) controle, b) 2mL, c) 3mL e d) 5mL de
nanoemulséo.

A Figura 8 apresenta os filmes correspondendes a quantidade de 6leo essencial na
nanoemulsdo de 3%. A Figura 8 a), corresponde ao controle, sem adi¢cdo de nanoemulsao,
apenas K-carregenina e glicerol. As demais figuras, b), c) e d) foi variado apenas o volume
de nanoemulsdo incorporado — 2mL, 3mL e 5 mL, respectivamente, o que justifica o

aumento progressivo da turbidez observada em cada filme.
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Figura 9- Filmes de nanoemulsdo 50/50 com diferentes volumes adicionados, a) controle, b) 2mL, c¢) 3mL e d) 5mL de
nanoemulséo.

A Figura 9 apresenta os filmes produzidos com nanoemulséo contendo 5% de 6leo
essencial. Na subfigura a), demostra o controle preparado com K-carragenina e glicerol sem
nanoemulsdo. Nas subfiguras b), ¢) e d) foram adicionados respectivamente, 2mL, 3 mL e
5mL de nanoemulsdo. Em comparagdo com as turbidezes observadas nos filmes contendo
3% de 6leo essencial (Figura 8), nota-se que os preparados com 5% exibiram opacidade
ainda mais acentuada, confirmando o impacto da concentracdo de 6leo essencial na

aparéncia dos filmes.
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5.3.1 Espessura dos filmes

Foram realizados testes para os filmes produzidos a partir das nanoemulsdes, sendo
eles nomeados “KC-X-Y”, onde “X” corresponde a quantidade de oOleo essencial na
nanoemulsdo (3 ou 5%) e “Y” a quantidade em mL da nanoemulsao utilizada na preparacéao
dos filmes, como referido na sec¢do de materiais e métodos. Os resultados de espessura
apresentados na Tabela 5 revelaram o aumento na espessura devido a adicdo da
nanoemulsdo. O filme branco (KC-0) apresentou 71.3 um, e um aumento gradual na
espessura foi observado com a adi¢do de emulséo contendo 6leo essencial de capim-liméo-
fino. A espessura do filme com concentracdo maxima de OE (KC-5-5) aumentou para 101
um, sendo possivel observar a mesma tendéncia para a amostra KC-3-5 que apresentou um

aumento de 38.7um em relagéo ao filme branco.

Tabela 5- Caracterizacéo da espessura dos filmes contendo EOE.

Codigo da amostra Espessura (um)
KC-0 71.3+3.8°
KC-3-2 92.4 + 6.17°¢d
KC-3-3 104.00 + 7.482P
KC-3-5 110 + 14.32
KC-5-2 81.9 + 3.06%
KC-5-3 86.3 + 5.32¢€
KC-5-5 101.00 + 7.78%¢

Valores expressos como média + desvio padréao.
Letras diferentes em cada coluna correspondem a diferencas significativas (o = 0,05).

A espessura é um dos atributos mais importantes em filmes e revestimentos, pois
ndo s6 define a sua cor e aparéncia, mas também influencia diretamente a resisténcia
mecanica e a capacidade de atuar como barreira contra o vapor de dgua e outros gases. Em
resumo, variaghes sutis nessa caracteristica podem transformar completamente o
desempenho e a durabilidade do material, afetando sua eficiéncia em diversas aplicaces
(Erfanifar et al., 2023). A espessura dos filmes varia de acordo com a quantidade de s6lidos
que permanecem apods o processo de desidratacdo. No estudo, observou-se que o filme

controle, sem adicdo de componentes extras, resultou na menor espessura, 0 que evidencia
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como o conteudo residual influencia essa propriedade.

Ao elevar a concentragdo de 6leo essencial e incorporar nanoemulsdes de OE, 0s
filmes ficaram visivelmente mais espessos. Esse resultado pode ser explicado pela presenca
de nanogotas que se integram a estrutura do filme, aumentando a densidade do material e a
quantidade de compostos. Vale ressaltar que, mesmo aplicando a mesma quantidade de
solucdo em cada placa de Petri, as variagdes na composicdo acabaram gerando diferencas
importantes na espessura final dos filmes. Além disso, as varia¢gdes ha composi¢do quimica
volatil do Oleo essencial podem ampliar a distancia entre as particulas na matriz,
promovendo a formacdo de camadas mais espessas (Jiang et al., 2020).

Segundo Shojaee-Aliabadi et al(2014) e Xue et al(2019) que investigaram o efeito
de incorporar emulsdes com 0leo essencial de orégano, limdo e toranja em uma matriz
formulada com isolados de proteina de soja e conjugados de goma acécia, essa adi¢do
resultou em um aumento marcante na espessura dos filmes, o que esteve diretamente
relacionado a um acréscimo na massa total de solidos da matriz. Este resultado evidencia
como a composicao dos 6leos essenciais pode influenciar as caracteristicas fisicas dos filmes
(Xue et al., 2019). Os resultados relatados por Shojaee-Aliabadi et al. (2014) em filmes de
k-carragenina contendo 6leo essencial de Satureja hortensis se alinham perfeitamente com
os resultados que obtivemos neste estudo, ambos apontando para tendéncias semelhantes

nas propriedades dos filmes.

5.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em
modo de refletncia total atenuada (ATR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho possibilitou identificar os principais
grupos funcionais moleculares da amostra, uma vez que o perfil espectroscopico estd
diretamente relacionado a sua composicdo (Kalschne et al., 2020). Nas Figuras 7, 8 e 9 sdo
apresentados os espectros FTIR-ATR do 6leo essencial de capim-limdo-fino, da k-
carragenina e dos filmes KC-3 e KC-5 — estes ultimos formulados a base de k-carragenina
como agente formador de filme e glicerol como plastificante.
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Figura 10- Anélise de espectroscopia de infravermelho dos ingredientes K-carragenina e 6leo essencial de Capim-limao-fino.

Em filmes de «-carragenina, a analise por FTIR revela diversos picos
caracteristicos que auxiliam identificacdo dos grupos funcionais presentes e permitem
inferir sobre as interagBes na matriz, observa-se uma banda larga entre 3200 e 3500 cm !,
atribuida ao estiramento das ligacbes O—H dos grupos hidroxilo, com um pico especifico
em 3361 cm™! reforgando essa presenga. Na regido dos hidrocarbonetos, picos entre 2800 e
2900 cm™! correspondem as vibragdes de estiramento C—H dos grupos CH: e CHs, tipicos
da cadeia de acUcares presente na carragenina (Yadav & Chiu, 2019). Uma banda em torno
de 1640 cm™, relacionada a vibragdo de flexdo O—H, evidencia a agua residual na amostra,
ressaltando a sua hidratacdo natural. Adicionalmente, um pico proeminente em torno de
1206 e 1220 cm ™ ¢ atribuido ao estiramento assimétrico do grupo sulfato de éster (O=S=0),
fundamentais para identificar a carragenina e distinguir entre seus tipos (kappa, iota e
lambda), sendo que na kappa essa banda é particularmente caracteristica (Jancikova et al.,
2020; Martins et al., 2012). Estudos recentes, como o de Martins et al.(2021) relataram
bandas semelhantes em filmes comestiveis a base de carragenina, corroborando a validade
desses achados. No espectro de FTIR do éleo essencial, destacam-se padrdes vibracionais
que elucidam a presenca e a natureza dos componentes lipofilicos, caracteristicos dos 6leos

essenciais. Inicialmente, os picos entre 3000 ¢ 2850 cm™ estdo associados a0s estiramentos

39



das ligacdes C—H em cadeias alifaticas longas, evidenciando a abundancia desses segmentos
presentes nos compostos lipofilicos. De forma complementar, bandas intensas na faixa de
29002800 cm™ representam as vibragdes de estiramento dos grupos CHz, CHs e CH,
reforcando a forte presenca das ligacGes alifaticas comuns nos componentes dos 6leos
essenciais. Ademais, as bandas localizadas entre 1600 e 1500 cm™ podem ser atribuidas aos
estiramentos das ligacdes C=C em estruturas aromaticas ou fenolicas, o que sugere a
presenca de terpenos ou de outros compostos fenolicos, frequentemente relacionados as
propriedades bioativas desses extratos. Essas caracteristicas, em conjunto, fornecem uma
visdo da composicdo molecular do sistema e das interacbes dos grupos funcionais,
contribuindo para uma melhor compreensdo da eficacia e do perfil dos componentes

incorporados.
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Figura 11- Analise de espectroscopia de infravermelho dos filmes KC-3 a partir de nanoemulsdes.

40



Transmittance (%o)

—KC-0

— KC-5-2
—KC-5-3
—KC-5-5

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (nm)
Figura 12- Anélise de espectroscopia de infravermelho dos filmes KC-5 a partir de nanoemulsdes.

Na analise dos espectros de FTIR dos filmes, evidencia-se uma complexa interacao
entre o polimero constituinte e 0s componentes presentes no 6leo essencial. Em ambos os
casos, destaca-se uma banda larga e intensa na faixa de 3200-3500 cm™, atribuida
principalmente aos estiramentos dos grupos O-H. Essa faixa é caracteristica dos grupos
hidroxilos abundantes no polimero, podendo também refletir vestigios de agua residual ou
até mesmo a contribui¢do dos componentes do 6leo essencial. Além disso, os picos situados
entre 2850 e 2950 cm™ sdo resultado dos estiramentos das ligagdes C—H alifaticas,
ocorrendo nos grupos metil e metileno. Essa regido do espectro € indicativa da presenca
marcante de constituintes lipofilicos, como os derivados do Miglyol, reforcando a
importancia dos componentes da emulsédo na composi¢do dos filmes (Simona et al., 2021).

Outro aspeto notorio € a presenga de um pico bem definido em torno de 1740 cm™,
associado ao estiramento das ligagdes C=0. Esse pico ndo apenas indica a presenca de
grupos carbonilo oriundos dos ésteres do Miglyol, mas também pode evidenciar as

interagGes intermoleculares entre o 6leo essencial e a matriz polimérica.
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A comparacao dos espectros entre os filmes KC-3-X (3% de 6leo essencial) e KC-
5-X (5% de oleo essencial) confirma que as amostras com maiores concentracdes de 6leo
essencial apresenta picos, especialmente na regido do carbonilo, com intensidade mais
acentuada. Em suma, os resultados de FTIR mostram que a presenga do 6leo essencial altera
significativamente o perfil espectral dos filmes, ressaltando a influéncia dos componentes
lipofilicos na definicdo das interacdes interfaciais e na modulacéo da estrutura do polimero.
Essas mudancas podem ter implicacfes importantes nas propriedades mecanicas e de
barreira dos filmes, potencializando seu desempenho em aplicagdes especificas.

Observa-se que os espectros medidos evidenciam claramente a presenca dos
componentes estruturais principais. No espectro da amostra de controle (KC-0), constata-se
a combinacdo das vibragdes caracteristicas da carragenina, principal formadora do filme,
com as do glicerol, que atua como plastificante. Dessa forma, é plausivel que a emulséo
contendo 6leo essencial incorporada nos filmes contribua para algumas das caracteristicas

espectrais.

5.3.3 Determinacdo de permeabilidade ao vapor de agua

Permeabilidade ao vapor de agua constitui uma propriedade fundamental na
avaliacéo da eficacia de um filme como barreira contra a umidade. Em se tratando de filmes
comestiveis, essa capacidade torna-se ainda mais critica, pois minimiza significativamente
a transferéncia de umidade entre o alimento e a atmosfera, preservando as caracteristicas
sensoriais e prolongando a vida util do produto (Saidi et al., 2025). Os gréaficos apresentam
a evolucdo da permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes, mensurada pela percentagem de
perda de massa ao longo do tempo (de 0 a 24 horas). Nele, sdo comparados quatro tipos de
filmes: trés com nanoemulsdes de 6leo essencial e um filme controlo sem a incorporagéo do
6leo (KC-0).
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Figura 13- Anélise de permeabilidade ao vapor de &gua ao longo do tempo (0 a 24 horas) dos filmes KC-3.
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Figura 14- Analise de permeabilidade ao vapor de agua ao longo do tempo (0 a 24 horas) dos filmes KC-5.



Tabela 6- Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes contendo 70/30 e 50/50 de emuls&o.

Codigo da Amostra WVP (10%g.m / h. m? .Pa)

KC-0 1.74 +4.21-10°
KC-3-2 2.91+5.67-10
KC-3-3 2.40 + 2.75-107
KC-3-5 2.30 +1.94-107
KC-5-2 1.80 +8.52-10®
KC-5-3 1.80 £9.23-10®
KC-5-5 2.52 +4.38-107

Os ensaios foram realizados em duplicata (n = 2).
Valores expressos como média + desvio padréo.

Inicialmente, todos os filmes registaram valores semelhantes, mas a partir de
aproximadamente 10 horas, observa-se uma queda mais acentuada na percentagem da massa
retida — ou, inversamente, um aumento na perda de massa — indicando o inicio de um
processo continuo de passagem do vapor de agua através do filme. Comparando os
diferentes sistemas, nota-se que os filmes incorporados com 6leo essencial demonstram uma
menor perda de massa ao longo do tempo em relacdo ao filme controle, 0 que pode estar
relacionado com o teor de 6leo essencial que impede a difusdo de agua (Mora-Palma et al.,
2024). Entre eles, o filme KC-3-5, que contém a maior concentracdo de 6leo essencial,
mantém valores mais elevados (isto €, menor permeabilidade), sugerindo que a presenca de
uma quantidade maior do componente hidrofébico atua significativamente como barreira a
transmissdo de umidade. Segundo Wang et al. (2023), o que resulta na diminui¢do da
permeabilidade ao vapor de agua (WVP) dos filmes, é a formacédo de barreira ao vapor de
agua, a hidrofobicidade reforcada e o entrecruzamento formam um caminho mais tortuoso
para as moléculas de H.O, diminuindo sua permeagdo através do filme. Esse comportamento
pode ser explicado pelo fato de que a incorporacdo de nanoemulsdes de 6leo essencial na
matriz polimérica preenche os poros e interfere na formagao de vias condicionantes para a
migracao do vapor (Saidi et al., 2025).

Em todas as amostras hd uma tendéncia de diminui¢do na percentagem de massa
retida conforme o tempo, evidenciando a passagem do vapor d’agua através da matriz do
filme. No entanto, € de destacar que a amostra KC-5-5 apresenta a queda mais acentuada na

percentagem de massa, 0 que indica que, para essa formulacéo, a incorporagdo maxima dos
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componentes da nanoemulsdo possivelmente comprometeu a continuidade da rede
polimérica. Essa situacdo pode ter gerado microestruturas ou canais que facilitam a
migracdo do vapor d’agua, resultando em uma barreira menos eficaz. Em contrapartida, as
amostras KC-5-3 e KC-5-2 demonstram uma perda de massa menos pronunciada, sugerindo
que uma dosagem moderada da emulsdo promove um melhor equilibrio entre a incorporacao
dos componentes lipofilicos e a manutencdo da integridade da matriz polimérica,
melhorando assim as propriedades barreira. De maneira similar, Daeialiakbar et al. (2025)
observaram que a adicdo excessiva de nanomateriais hidrofobicos em filmes de quitosana
resultava na formacdo de canais microscopicos, promovendo uma maior transmissao de
vapor. Adicionalmente, a incorporacéo de 6leos essenciais em filmes formulados a base de
polissacarideo pode intensificar as interacOes hidrofdbicas entre as cadeias polissacaridicas,
dificultando a passagem do vapor de &gua e, consequentemente, reduzindo a permeabilidade

ao vapor nesses filmes (Nazurah et al., 2022).

5.34 UV-VIS

A técnica de espectrofotometria UV-VIS foi empregada para investigar as
propriedades dpticas dos filmes, permitindo ndo s6 a identificacdo dos componentes ativos,
como os 0Oleos essenciais, mas também a avaliacdo das interacdes moleculares que ocorrem
na interface. Os efeitos das diferentes proporcdes de miglyol/OE na transparéncia dptica dos
filmes sdo demonstrados na Figura 15. A medida que contelido de nanoemulsdo foi
incrementado, notou-se uma reducdo na transparéncia, o que resultou em uma ligeira

opacidade nos filmes.
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Figura 15- UV-VIS filmes & base de k-carragenina com emulsdo 70/30 e 50/50 respectivamente.

Segundo os estudos realizados por Shojaee-Aliabadi et al. (2013) e Simona et al.
(2021) a adicdo de 6leos essenciais em filmes poliméricos, como no presente trabalho a base
de carragenina, revelou uma reducdo significativa na transparéncia dos filmes, atribuida ao
teor de compostos fendlicos presentes nos OEs. Além disso, com o aumento gradual da
quantidade de emulsdo, observou-se uma maior opacidade nos filmes, indicando uma
relacdo direta entre a transparéncia e a quantidade de emulsé&o.

A Figura 15 exibe a transmitancia (em %) de filmes a base de k-carragenina em
fungdo do comprimento de onda (de 400 a 800 nm). Observa-se que os valores de
transmitancia ficam em uma faixa baixa (0 a 12 %), o que sugere que os filmes apresentam
alta opacidade ou, alternativamente, um elevado grau de dispersédo e absor¢édo da luz. Essa
caracteristica pode estar relacionada a estrutura interna dos filmes, ondea incorporacéo de
emulsdo nos filmes pode reduzir a transmitancia da luz, em razdo das goticulas dispersas
presentes na emulsdo (Shen et al., 2021).

Sendo assim, quanto menor a concentracao de emulsdo, maior é a transparéncia do
filme. As amostras contendo emulsdo 70/30 designadas como KC-3-X, apresentaram uma
diferenca sutil na opacidade em comparagdo com as amostras da fragdo 50/50, denominadas
KC-5-X. Isso sugere que fracGes maiores de emulsdo resultam em uma transparéncia
reduzida. Esse comportamento é ainda mais evidente na comparagdo com a amostra
controle, KC-0, que exibiu maior transparéncia em relacdo aos filmes contendo OE em

diferentes concentracfes. Portanto, a diminui¢do da transmitancia indica um potencial
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aumento da capacidade do filme de absorver energia luminosa.

5.4 Determinacédo da Atividade Antimicrobiana
5.4.1 Atividade Antimicrobiana dos Filmes

A incorporagéo de nanoemulsdes contendo 6leos essenciais em filmes poliméricos
torna-se uma estratégia promissora para inibir a proliferacdo de microrganismos
patogénicos, contribuindo para a extensao da vida Gtil dos alimentos e para a reducdao dos
riscos de contaminacéo, pois permite uma liberacao controlada dos principios ativos. Foram
selecionados, para a analise de atividade antimicrobiana, os filmes com maior proporc¢éo de
6leo essencial na nanoemulséo, isto é 50/50. A nomenclatura passou a ser “KC-X”, em que
X representa 0 volume de nanoemulsdo incorporado ao filme (em mL). Assim, KC-0
corresponde ao filme sem nanoemulsdo, e KC-2, KC-3 e KC-5 referem-se aos filmes
contendo 2, 3 e 5 mL de nanoemulsdo, respetivamente. Para a avaliacao, esses filmes foram
testados contra bactérias Gram-negativo e Gram-positivo, nomeadamente Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, causadoras de infe¢des ou intoxicagdes alimentares, permitindo
verificar a eficacia do sistema ativo na inibicdo e reducdo desses microrganismos. As Figura
16 e Figura 17 apresentam a variacdo da contagem bacteriana (em log CFU/mL) ao longo
do tempo (0, 60 e 120 minutos), enquanto que as Figura 18 e Figura 19 demonstram a

reducdo bacteriana em %.
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Figura 16- Teste de inibicdo de Escherichia coli pelos filmes contendo nanoemulséo de 6leo essencial (proporcédo
50/50).
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Figura 17- Teste de inibicao de Staphylococcus aureus pelos filmes contendo nanoemulséo de 6leo essencial
(proporc¢éo 50/50).
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No gréfico de inibicdo da bactéria E. coli, inicialmente, todas amostras iniciam o teste
com contagens bacterianas semelhantes, evidenciadas pelos valores em log CFU/mL
uniformes. Essa homogeneidade confirma que as amostras possuiam uma carga bacteriana
inicial praticamente igual, garantindo a confiabilidade dos resultados subsequentes. Ap6s 120
minutos, o efeito inibitorio dos filmes se torna mais pronunciado, demonstrando uma eficacia
cumulativa ao longo do tempo. Destaca-se que a condicdo KC-5 apresenta a contagem de E.
coli mais baixa, indicando um desempenho superior na reducéo da populacgéo bacteriana. As
demais condicGes, embora também tenham mostrado diminuigdo, ndo atingiram a mesma
expressividade alcancada pelo KC-5. Ademais, para inibicdo do crescimento de S. aureus
apos 120 minutos de exposicdo, o efeito inibitério em log CFU/mL, do filme KC-5 se
intensifica, evidenciando uma eficacia cumulativa do tempo de contato. Essa progressao
temporal reforca o potencial dos filmes ativos para uma agéo prolongada e eficaz contra S.

aureus.
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Figura 18- Teste de Redugdo Bacteriana de Escherichia coli pelos filmes contendo nanoemulséo de 6leo essencial

(proporgdo 50/50).
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Figura 19- Teste de Redugdo Bacteriana de Staphylococcus aureus pelos filmes contendo nanoemulséo de éleo
essencial (proporgao 50/50).

A reducdo das bactérias Escherichia coli e S. aureus pelos filmes evidencia um
padrdo claro de efeito antimicrobiano cumulativo e dependente do tempo. Para ambos, no
inicio do experimento, praticamente ndo houve reducdo bacteriana, o que é esperado, pois
os filmes ainda ndo tiveram tempo suficiente para liberar os compostos bioativos
responsaveis pela inibicdo, em especial o filme controlo KC-0 que ndo apresentou nenhuma
reducdo bacteriana, mantendo 0% em todos os tempos. Aos 60 minutos, observa-se um
aumento na porcentagem de redugdo bacteriana para todas as formulagdes testadas,
indicando que a liberacdo dos agentes antimicrobianos ja iniciou sua acdo, resultando em
uma diminuigdo parcial da populagdo. No entanto, para E. coli aos 120 minutos, a
porcentagem de reducdo bacteriana é substancialmente maior em todas as condigdes,
demonstrando que o efeito antimicrobiano se intensifica com o prolongamento do tempo de
contato. Em particular, o tratamento KC-5 se destaca ao apresentar a maior porcentagem de
reducdo bacteriana, o que pode refletir uma liberacdo mais eficiente e continua do 6leo
essencial ou uma concentragdo de compostos bioativos mais elevada. Por outro lado, para

S. aureus ao prolongar o tempo de contato para 120 minutos, as formulagdes com maior
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proporcdo de dleo essencial, especialmente aquelas identificadas como KC-5 e KC-3,
atingem os maiores indices de inibigcdo. Isso sugere que, com o0 aumento do tempo de
exposicao, os tratamentos otimizados promovem a liberacdo continua e eficaz dos agentes
antimicrobianos, potencializando a redugdo da populagdo de S. aureus. Contudo,
particularmente no experimento de reducdo de S. aureus verifica-se que o préprio filme se
encontra associado a uma diminuicdo de bactérias, o que pode estar relacionado com um
efeito de adsorcéo do filme condicionando a eficacia da lixiviagdo das amostras.

Os filmes apresentaram um efeito inibitorio mais acentuado contra Staphylococcus
aureus, embora tenham demonstrado eficacia na reducdo bacteriana em ambas as espécies.
O filme KC-5 apresentou a maior redugdo no crescimento microbiano, exibiu atividade
antibacteriana excecional, reduzindo significativamente a viabilidade de E. coli e S. aureus.
Igualmente, KC-3 e KC-5 apresentaram eficacia antimicrobiana superior contra bactérias
gram-positivas em comparacdo com a acdo observada contra a bactéria gram-negativa, o
que esta de acordo com os resultados obtidos para 0 OE de E. muticus. Devido a auséncia
de uma membrana externa lipofébica adicional, as bactérias Gram-positivas permitem uma
penetracdo facilitada de compostos hidrofobicos (Otoni et al., 2014). Portanto, o acréscimo
na concentracdo de nanoemulsdo no filme resultou em um incremento proporcional do efeito
inibitorio, corroborando a hipotese de que doses mais elevadas conduzem a niveis superiores
de 6leo essencial e, por conseguinte, a um desempenho antibacteriano aprimorado. Essa
abordagem pode ser valiosa para o desenvolvimento de embalagens ativas que assegurem a
integridade dos produtos e a satde do consumidor.

Os sistemas de entrega baseados em nanoemulsdes possibilitam uma liberacdo
lenta e controlada, ampliando a atividade antimicrobiana devido a area de superficie
aumentada e a afinidade aprimorada das nanogotas com as células bacterianas, além disso,
os sistemas de liberacdo de revestimentos antimicrobianos baseados em nanoemulsfes

proporcionam uma liberacdo lenta e sustentada dos agentes ativos (Alshehri et al., 2024).

51



6 CONCLUSOES

Este estudo evidenciou a capacidade do Oloeo essencial capim-limédo-fino
(Elionurus muticus) como conservante natural, abrangendo sua caracterizacdo quimica até
sua incorporagao em sistemas de nanoemulsdes e filmes ativos. Por meio da anélise de GC-
MS foi possivel validar a composicdo quimica do 6leo, ressaltando compostos como,
geranial, neral e linalol que corroboram com o desempenho antimicrobiano do OE. As
analises de atividade antioxidante (EC50 DPP= 23.9 mg/mL; EC50 redutor=3.9 mg/mL) e
antimicrobiana (MIC/MBC de 0.078-0.313% (v/v) contra as bactéria:Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebisiella spp, Enterobacter spp, Proteus mirabilis, Bacillus
cereus, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis fortaceceram seu
perfil bioativo, embora com eficécia restrita contra Pseudomonas aeruginosa.

O desenvolvimento de nanoemulsdes de 3% e 5% de 6leo essencial produziu
goticulas estaveis e uniformes ( tamanho medio: 124-142 nm; potencial zeta: -41mV), sem
evidéncias de agregacdo. A adicdo das nanoemulsbes em filmes de k-carragenina resultou
em materiais com espessuras varidveis de acordo com a adi¢do nos filmes, sendo aqueles
que demostram maiores espessuras foram 0s que tiveram a maior concentracdo de
nanoemulsdes (71-1140 um), interagdes hidrofdbicas e presencas de grupos carbonilo, O-H
verificadas por FTIR-ATR. Além disso, apresentou uma consideravel diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua, que é fundamental para auxiliar a vida Gtil dos produtos.
Os filmes apresentaram efeitos postivos de inibicdo contra as cepas bacterianas testadas,
E. coli e S.aureus com reducao significativa durante o tempo de 120 minutos e melhor
desempenho no sistema com maior quantidade de 6leo essencial E. muticus.

Por fim, o proprio 0leo essencial E. muticus demonstrou eficacia antimicrobiana e
quando adicionado a nanoemulsdo e aos filmes, proporcionaram uma abordagem eficiente
para unir barreira fisica e liberacdo prolongada de agentes antimicrobianos. Essa
metodologia permite 0 avanco na criacdo de embalagens ativas destinadas ao setor de

alimentos, aptas a estender a durabilidade de itens e sem utilizar conservantes artificiais.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Nos préximos passos desta pesquisa, pretende-se avancar para a aplicacéo pratica
dos filmes contendo nanoemulsdes de 6leo essencial no setor alimenticio, por forma a
validar, em condigcdes reais, o potencial desses revestimentos antimicrobianos na
preservacdo e seguranca dos alimentos. Para isso, 0s projetos futuros se concentrardo em
duas frentes principais: a aplicacdo dos filmes diretamente em produtos alimentares e a
caracterizacdo detalhada desses filmes quando integrados a matriz dos alimentos.

Na vertente da aplicacdo, o objetivo é testar os revestimentos em diferentes tipos
de alimentos, como carnes, queijos, frutas e outros. Esses estudos permitirdo avaliar como
o filme se comporta em contato com o substrato alimentar, considerando aspetos como a
aderéncia do revestimento a superficie dos alimentos, sua estabilidade durante o
armazenamento e 0 impacto sobre as caracteristicas sensoriais. Essa abordagem pratica sera
essencial para entender a viabilidade comercial dos sistemas de embalagem ativa e sua
capacidade de prolongar a vida Util dos produtos.

Paralelamente, pretende-se aprofundar a caracterizacdo dos filmes aplicados aos
alimentos. Essa investigacdo abrangera a analise de propriedades fisico-quimicas
fundamentais, como a microestrutura, a resisténcia mecéanica e a eficiéncia na barreira contra
0 oxigénio. Além disso, é relevante realizar estudos com o intuito de monitorar o perfil de
liberagdo dos agentes antimicrobianos presentes na nanoemulsédo e a migragdo desses
compostos para a matriz alimentar, avaliando o desempenho do sistema sob diferentes

condicdes de armazenamento.
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