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RESUMO

Filmes de amido incorporados com Oleo essencial estdo sendo cada vez mais
estudados no cenario atual como uma alternativa ao uso dos materiais tradicionais em
embalagens. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da incorporacéo de
diferentes concentracdes de 6leo essencial nas propriedades térmicas, quimicas,
fisicas e antibacterianas de filmes de amido de milho. Para isso, em um primeiro
momento o 6leo essencial foi caracterizado quanto as concentrac¢des inibitoria minima
(CIM) e bactericida minima (CBM), a fim de avaliar a concentragdo necesséria para
os filmes adquirirem atividade antibacteriana. As formulagbes dos filmes foram
desenvolvidas através do método de casting, utilizando como matéria-prima principal
o amido de milho e como agentes plastificantes o glicerol e o sorbitol. O 6leo essencial
de capim-limédo (OECL) utilizado na formulacdo foi previamente escolhido apds a
revisdo bibliografica e foi incorporado ao amido através de um método de
cisalhamento desenvolvido pela autora. Para a caracterizacdo dos filmes foram
realizadas as analises de espessura, absorcéo de agua, solubilidade, degradacdo em
meio acido, alcalino e salino, analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e analise microbioldgica. As
analises da CIM e CBM demonstraram que o OECL foi eficaz para todas as bactérias
testadas, determinando as concentracdes de 1,6%, 3,2% e 6,3% utilizadas nos filmes
em base seca de amido. A espessura dos filmes variou entre 0,290 e 0,310 mm, sem
diferencas significativas entre formulacbes, e os filmes apresentaram superficie
homogénea, boa transparéncia e auséncia de particulas insoltveis. Como esperado,
a absorcdo de agua e solubilidade diminuiram de forma proporcional a adicdo de
OECL nas formulacdes. A TGA revelou que o filme com 6,3% de OECL apresentou
menores temperaturas de degradacdo em até 10% de perda de massa da amostra.
Ademais, foi observado uma maior massa residual nos filmes que continham o 6leo.
A partir da FTIR, foi possivel notar a boa homogeneidade dos filmes e a eficaz
incorporacdo do OECL. No entanto, na analise microbiolégica, nenhuma das
formulacdes inibiu o crescimento bacteriano. Dessa forma, concluiu-se que a
incorporacdo de OECL melhorou as propriedades fisicas, quimicas e térmicas dos

filmes, embora ajustes sejam necessarios para otimizar sua eficicia antibacteriana.

Palavras-chave: Filmes. Amido de milho. Oleo essencial de capim-lim&o.



ABSTRACT

Starch films incorporated with essential oil are increasingly studied as a potential
alternative to traditional materials in packaging applications. The present study aimed
to evaluate the influence of incorporating different concentrations of essential oil on the
thermal, chemical, physical, and antibacterial properties of corn starch films. Initially,
the essential oil was characterized to determine its minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) to assess the concentration
required for the films to exhibit antibacterial activity. Film formulations were developed
using the casting method, with corn starch as the primary raw material and glycerol
and sorbitol as plasticizing agents. Lemongrass essential oil was selected based on a
literature review and incorporated into the starch matrix through a shear method
developed by the author. The films were characterized by thickness, water absorption,
solubility, degradation in acidic, alkaline, and saline media, thermogravimetric analysis
(TGA), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and microbiological analysis.
MIC and MBC analyses demonstrated that lemongrass essential oil was effective
against all tested bacteria, establishing concentrations of 1.6%, 3.2%, and 6.3% in the
films on a dry starch basis. The thickness of the films ranged from 0.290 to 0.310 mm,
with no significant differences among formulations. The films exhibited a homogeneous
surface, good transparency, and an absence of insoluble particles. As expected, water
absorption and solubility decreased proportionally with the addition of lemongrass
essential oil to the formulations. TGA revealed that the film with 6.3% lemongrass
essential oil presented lower degradation temperatures with up to a 10% mass loss,
along with a higher residual mass in films containing the oil. FTIR analysis confirmed
the good homogeneity of the films and effective incorporation of lemongrass essential
oil. However, microbiological analysis indicated that none of the formulations inhibited
bacterial growth. Thus, it was concluded that the incorporation of lemongrass essential
oil improved the physical, chemical, and thermal properties of the films, although

further optimization is needed to enhance antibacterial efficacy.

Keywords: Films. Corn starch. Lemongrass essential oil.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento significativo no interesse pelo
estudo dos 6leos essenciais (OE) vegetais devido as suas propriedades funcionais e
ativas. Os Oleos essenciais sdo liquidos hidrofébicos e volateis, naturalmente
presentes em plantas ou ervas aromaticas, sintetizadas em estruturas glandulares das
células vegetais. Podem ser extraidos de varias partes das plantas, incluindo folhas,
caules, flores e raizes (Konfo et al. 2023; Su et al., 2024).

Estes metabdlicos secundarios correspondem a menos de 5% da matéria seca
vegetal e sdo constituidos por diversos compostos volateis, principalmente terpenos,
compostos aromaticos (alcool, fenol, aldeido, etc.) e componentes alifaticos, que
conferem a eles aromas distintos (Zhou et al., 2021; Konfo et al. 2023).

Por serem de uma classe de substancias bioativas naturais, os 0leos essenciais
podem ser aplicados nas areas médica, agricola, perfumaria e alimenticia, devido as
suas propriedades antibacterianas, antioxidantes e antifungicas (Bassolé; Juliani,
2012). Dessa forma, tornam-se uma alternativa promissora aos conservantes
sintéticos (Su et al., 2024). No entanto, sua aplicacdo direta tem algumas limitacoes,
pois a maioria dos compostos bioativos dos OE’s é altamente volatil e faciimente
desestabilizada quando exposta a luz, umidade, calor ou estresse mecanico,
ocasionando uma rapida degradacdo com alteracdo em suas propriedades (Hossen
et al., 2024; Almeida et al., 2020).

Diante desta problematica, diversos materiais porosos tem sido empregados
para a incorporacao de 6leos essenciais. Dentre eles, pode-se citar o amido, zedlitas,
estruturas metal-organicas e silica mesoporosa (Su et al., 2024). Materiais baseados
em amido possuem a vantagem de serem renovaveis, biodegradaveis, amplamente
disponiveis e baratos (Wang et al., 2021).

Em suma, o amido é uma substancia polissacaridica proveniente de fontes
vegetais e serve como reserva de energia produzida por algumas plantas. Sua
estrutura possui uma organizacdo semicristalina e é composta por amilose e
amilopectina, que consistem em moléculas de glicose unidas por ligacdes covalentes,
cuja composicao e proporcdo sdo responsaveis pelas propriedades fisico-quimicas
dos filmes a base de amido (Diniz, 2021; Malafatti et al., 2021; Srivastava et al., 2024).
Este material é escolhido para estudos de desenvolvimento de filmes devido a sua

boa estabilidade e sua caracteristica de gelatinizacdo, quando em contato com agua,
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a qual ocorre em baixas temperaturas (Padilha, 2019). No entanto, em comparacgéo
com outros polimeros sintéticos tradicionais, a presenca de quantidades abundantes
de grupos hidroxila na estrutura do amido o torna muito hidrofilico e soltvel em agua,
com alta permeabilidade ao vapor de &gua, o que limita sua aplicacdo (Ardjoum et al.,
2023).

Todavia, estudos recentes demonstram que a incorporacao de 6leos essenciais
em filmes de amido de diferentes fontes pode melhorar diversas propriedades dos
filmes, como sua resisténcia a tracdo (Chenchen et al., 2020; Ardjoum et al., 2023;
Martins et al., 2021; Syafiq; Sapuan; Zuhri, 2021; Zhou et al., 2021; Tian et al., 2024),
resisténcia a agua (Chenchen et al., 2020; Ardjoum et al., 2023; Pirouzifard et al.,
2019; Al-Hashimi et al., 2020; Syafiq; Sapuan; Zuhri, 2021; Zhou et al., 2021; Tian et
al., 2024), elasticidade (Martins et al., 2021; Mendes et al., 2020; Perdana et al., 2021)
e também diminuicdo de sua solubilidade e permeabilidade (Martins et al., 2021;
Mendes et al., 2020; Perdana et al., 2021; Pirouzifard et al., 2019).

Portanto, diante do exposto, este estudo teve como objetivo investigar a
incorporacdo de diferentes concentracdes do Oleo essencial de capim-liméo
(Cymbopogon flexuosus) em filmes de amido, escolhido a partir de revisao literaria em
comparacao com o 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia). A intencéo
deste estudo foi aprimorar as caracteristicas fisicas, quimicas e térmicas dos filmes

de amido de milho, além de promover acdo antibacteriana aos mesmos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da incorporacdo de diferentes concentracdes de 6leo
essencial de capim-limdo nas propriedades térmicas, quimicas, fisicas e

antibacterianas de filmes de amido de milho.

1.1.2 Objetivos especificos

a. Identificar um Oleo essencial para ser utilizado no desenvolvimento dos filmes,
de acordo com a relacdo entre a composicdo do 6leo e as propriedades
antibacterianas;

b. Determinar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial escolhido através da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM);

C. Desenvolver uma metodologia de adicdo de oleo essencial, em diferentes
teores, em filmes de amido;

d. Caracterizar os filmes de amido incorporados com 6leo essencial, através de
analises fisicas de espessura, absorcdo de agua e solubilidade, aléem de
analises quimicas de degradacdo em meio acido, alcalino e salino;

e. Avaliar, através da caracterizacao de termogravimetria (TGA), as propriedades
de decomposicdo térmica dos filmes de amido incorporados com o6leo
essencial;

f. Analisar, através da espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), a homogeneidade dos filmes quanto a incorporacédo dos 6leos
essenciais, e as interacfes entre 0s constituintes;

g. Verificar, por meio de analise microbioldgica, as propriedades antibacterianas

dos filmes de amido incorporados com 6leo essencial;
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMIDO

O amido, cuja férmula molecular € CsH100s5, € 0 polissacarideo natural,
renovavel e biodegradavel mais abundante e também € a principal fonte de
carboidratos, constituindo um importante suprimento de energia para 0S seres
humanos (Miao et al., 2012; Bertoft, 2017). Estando presente nas folhas de todas as
plantas verdes e na maioria das sementes, frutos, caules, raizes e tubérculos (Robyt,
2008), é produzido nos cloroplastos, durante a fotossintese, e utilizado no processo
metabdlico da planta (Perez; Agama-Acevedo, 2017), sendo acumulado durante o dia
e degradado a noite (Diniz, 2021).

Dentre as suas principais vantagens, estdo a rapida biodegradacao, baixo-
custo, a ndo-toxicidade e a abundancia (Yu etal., 2021). A producdo mundial de amido
€ predominantemente baseada em quatro matérias-primas: milho, trigo, mandioca e
batata, com mais de 75% do amido proveniente de milho (Vilpoux; Brito; Cereda,
2019). No Brasil, a extracdo de amido em escala industrial é realizada exclusivamente
com mandioca e milho (Santos et al., 2013). De acordo com a ReportLinker (2020),
estima-se que o mercado global de amido atinja 156,3 milhdes de toneladas métricas
até 2025.

O amido se apresenta na forma de granulos brancos, com dimensdes, estrutura
e forma diferentes para cada espécie vegetal, conforme mostra a Figura 1, e suas
propriedades séo influenciadas pela origem botanica, area de cultivo e clima (Bertoft,
2017; Castro et al., 2020). Em geral, os diametros variam entre 1 a 100 um e os
formatos podem ser tanto regulares como irregulares (Isotton, 2013).

Os granulos de amido sédo semicristalinos compostos por regiées amorfas e
cristalinas em camadas alternadas formadas pela associacao de dois polissacarideos:
amilose e amilopectina (Bertoft, 2017; Zhong et al., 2020; Alcazar-Alay; Meireles,
2015). A cristalinidade dos granulos de amido geralmente varia de 20 a 45%,
dependendo da proporcao desses dois polimeros e, consequentemente, da fonte e
idade do amido (Ojogbo; Ogunsona; Mekonnen, 2020). Na Figura 2, estéo

representadas as estruturas de ambas as moléculas.



Fonte: adaptado de Guinesi et al. (2006).

Figura 2 — Estrutura molecular da amilopectina e amilose.
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A amilose é um polimero essencialmente linear com uma estrutura helicoidal,

composta por unidades de glicose que estéo ligadas umas as outras por uma ligacéo

glicosidica a-1,4 (Lemos et al.,

2018). Ja a amilopectina é composta de glicose em

ligagdes glicosidicas a-1,4, conectadas por pontos de ramificacdo, correspondendo a

5% da molécula, e ligadas a a-1,6, resultando em uma estrutura complexa (Bertoft,
2017; Montero et al., 2017; Lemos et al., 2018).
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Devido a estrutura ramificada, a amilopectina apresenta maior solubilidade,
portanto, quanto maior a fracdo de amilopectina, maior a estabilidade do amido em
um meio aquoso, bem como a flexibilidade do filme. Por outro lado, uma fragdo maior
de amilose no amido pode formar filmes mais resistentes e mais firmes (Melo, 2018),
com menor tendéncia a se expandir e solubilizar, devido a um maior contetdo de
moléculas hidrofébicas (Alcazar-Alay; Meireles, 2015; Ojogbo; Ogunsona; Mekonnen,
2020).

Com excecdes, a amilopectina constitui o principal componente em massa do
amido, enquanto a amilose constitui de 15 a 30% (Bertoft, 2017). Pode-se observar,
por exemplo, que enquanto o amido de milho apresenta 28,0% de amilose, o amido
de mandioca possui 18,6%, levando a diferencas quanto a viscosidade e capacidade
de gelatinizagédo (Isotton, 2013; Gongalves et al.,, 2024). As fragbes de amilose e
amilopectina variam de acordo com a fonte de amido, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Amilose e amilopectina presentes em diferentes fontes de amido.

Fontes de amido Amilose, % Amilopectina, %
Araruta 20,5 79,5
Banana 17,0 83,0

Mandioca 18,6 81,4
Milho 28,0 72,0
Batata 17,8 82,2
Arroz 35,0 65,0
Trigo 20,0 80,0

Fonte: adaptado de Gongalves et al (2024).

As estruturas moleculares de amilopectina e amilose, assim como suas
respectivas fracdes, sdo criticas para as propriedades fisico-quimicas gerais do amido
(Zhong et al., 2020; Li et al., 2020). Por exemplo, Yong et al. (2018) realizaram uma
comparacao entre as propriedades fisicas e quimicas de sete variedades de batata-
doce. Diferencas significativas foram encontradas no tamanho dos granulos,
cristalinidade, teor de amilose e propriedades de gelatinizacdo entre as diferentes
variedades.

De acordo com Bobbio e Bobbio (2001), o amido é praticamente insolivel em

agua fria, absorvendo até 30% da sua massa. No entanto, quando aquecido entre
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65-90 °C na presenca de 4gua em excesso ou outros solventes que formam ligacdes
de hidrogénio, seus granulos absorvem &agua. Isso promove a quebra da matriz de
amilopectina e a liberacdo de amilose no meio aquoso através do espaco
intergranular.

Em decorréncia disso, a estrutura semicristalina é desorganizada, causando
inchaco, desordem molecular e solubilizacéo dos granulos de amido até alcancar uma
fase irreversivel conhecida como gelatinizacdo, conforme ilustrado na Figura 3
(Gongalves et al., 2024).

Figura 3 — A: llustracédo do processo de gelatinizagéo; B: MEV da microestrutura do
amido nativo; C: MEV da microestrutura do gel de amido.
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A gelatinizacdo depende das condicbes de processamento, como
disponibilidade de agua, tempo e temperatura (Alcazar-Alay; Meireles, 2015). Além
disso, a temperatura mais alta de gelatinizacdo observada nos amidos indica maior
capacidade de resistir ao inchaco e ruptura (Kumar; Singh; Khatkar, 2023). Na Tabela
2, pode-se observar as diferentes temperaturas de gelatinizacéo para variadas fontes

de amido.



21

Tabela 2 — Intervalo de temperaturas de gelatinizacdo para diferentes fontes de

amido.
Fontes de amido Inicial, °C Final, °C
Mandioca 58,0 70,0
Milho 62,0 72,0
Batata 56,0 66,0
Arroz 61,0 72,0
Trigo 52,0 63,0

Fonte: adaptado de Isotton (2013).

2.1.1 Amido de milho

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de cereais herbacea anual pertencente a
familia das gramineas. Acredita-se que tenha origem na Mesoamérica e agora é
cultivado globalmente em regides tropicais e temperadas, como as Américas, Asia
Oriental, Asia Meridional, Sudeste Asiatico e Uni&o Europeia (Wrigley et al., 2016). E
a principal e mais importante cultura de cereais do mundo, sendo os EUA os principais
produtores, seguidos da China e Brasil (Vilpoux; Brito; Cereda, 2019).

Cerca de 40% do amido de milho proveniente do processamento imido é usado
para a industria ndo alimenticia, como fabricacdo de papel, téxteis, lavanderia, placas
de gesso, adesivos e bioplasticos (Ranum; Pefa-Rosas; Garcia-Casal, 2014). Além
disso, com o desenvolvimento da biotecnologia, o amido de milho agora € o principal
material usado na producdo de bioetanol, pois pode ser facilmente convertido em
acucares simples (Lim, 2015).

O milho, como a principal fonte de amido, fornece mais de 85% do amido
produzido em todo o mundo. Os grdos de milho consistem em 61-78% de amido,
polissacarideos ndo amilaceos (cerca de 10%), proteinas (6—12%) e lipidios (3—6%)
(Zhang et al., 2021). O endosperma, regido esbranquicada do grdo, representa
aproximadamente 83% do peso seco do grdo, sendo constituido principalmente de
amido (88%), organizado na forma de granulos (Liu et al., 2024). Na Figura 4, esta a

representacao dos diferentes constituintes do grao de milho.
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Figura 4 — Corte transversal do grao de milho.
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Fonte: adaptado de Zhang et al. (2021).

2.2 AMIDO TERMOPLASTICO

O amido nativo possui propriedades desvantajosas para processamento e uso,
pois seu ponto de fusdo € acima de sua temperatura de degradacao (Jumaidin et al.,
2020). Portanto, para ser viavel para uso e processamento, pode-se adicionar
plastificantes na etapa de gelatinizacao.

Durante esse processo, a adicdo de plastificantes quebra as ligacdes de
hidrogénio inter e intramoleculares na estrutura original do amido (Chen et al., 2019),
estabelecendo assim novas interacfes por ligacbes de hidrogénio com grupos
hidroxila nas moléculas, o que resulta em uma reducédo na temperatura de transicao
vitrea e uma melhoria na processabilidade do amido (Gomes-Caturla et al., 2024;
Malafati et al., 2021).

Dessa forma, ocorre a formacdo de um amido termoplastico, do inglés
thermoplastic starch (TPS), que € obtido por meio da adi¢do do plastificante desejado
como glicerol (Larrea-Wachtendorff; Nobile; Ferrari, 2020), acido citrico (Shi et al.,
2007), formamida (Wang et al., 2008), sorbitol (Arezoo et al., 2020) e 6leo de soja
(Gao et al., 2020), em uma faixa de temperatura entre 80°C a 180°C (Malafati et al.,
2021), reduzindo a forca intermolecular entre as moléculas de amido e,
consequentemente, melhorando sua mobilidade.

Os plastificantes mais estudados em combinacdo com os filmes de amido séo
os polidis, como o glicerol e o sorbitol, materiais que interagem com as cadeias de
amido, aumentando a mobilidade molecular e, consequentemente, a flexibilidade dos

filmes. Outro efeito é o aumento da hidrofilicidade e permeabilidade ao vapor de agua
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dos filmes plastificados, ja que a maioria dos plastificantes empregados em filmes de
amido tem carater hidrofilico (Shimazu; Mali; Grossmann, 2007; Mali et al., 2004).

No processo de plastificagdo ocorre a adicdo de moléculas de baixa massa
molar miscivel no polimero. Essas moléculas ocupam o0s espacos entre as cadeias,
afastando-as e reduzindo as forcas secundéarias, levando a uma resisténcia mecéanica
menor, ou seja, uma reducdo no médulo elastico de tracdo e dureza. Esse efeito leva
a um aumento da elongagdo na ruptura, a0 mesmo tempo em que melhora a
resisténcia ao impacto e facilita o processamento (Canevarolo, 2006; Santana; Jose;
Rigoli, 2022).

Os plastificantes séo adicionados em propor¢des de 10 a 60 g por 100 g de
amido, variando conforme a rigidez do material. No entanto, em concentragdes baixas,
menores de 20 g por 100 g de amido, podem causar um efeito contrario chamado
antiplastificante, diminuindo a flexibilidade e hidrofilicidade. Isso acontece quando a
guantidade de plastificante ndo é suficiente para aumentar a mobilidade molecular, o
gue também depende das condi¢cbes de armazenamento (Shimazu; Mali; Grossmann,
2007).

O grupo hidroxila presente na estrutura da molécula de amido pode estabelecer
fortes ligacdes de hidrogénio com a agua (Gao et al., 2021), resultando em uma maior
hidrofilicidade. O tamanho pequeno e alta permeabilidade de moléculas de agua a
tornam um plastificante eficaz, levando ao inchamento e desdobramento completo das
cadeias de amido, dessa forma, facilitando a penetracéo de outros plastificantes (Yang
et al., 2024b).

O glicerol e o sorbitol, conhecidos como polidis, sdo aditivos comumente
utilizados e sédo populares devido ao seu baixo custo, mas principalmente porque
fornecem caracteristicas de flexibilidade aos filmes, reduzindo as ligacGes de
hidrogénio nas cadeias poliméricas e aumentando o espa¢o molecular, por sua vez,
adicionando uma melhor aparéncia visual (Gonzalez-Torres et al., 2021; Madhumitha
et al., 2018).

O glicerol € uma molécula organica que pode penetrar nas moléculas de amido.
J& o sorbitol € uma molécula parcialmente hidrofébica, com interacdo molecular mais
forte com as cadeias poliméricas (Hazrol et al., 2021). Ambos otimizam as
caracteristicas desejadas do filme (Gonzalez-Torres et al.,, 2021) e estédo

representados na Figura 5.
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Figura 5 — Estrutura molecular do glicerol e sorbitol.
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Fonte: adaptado de Orelma et al. (2019).

De modo geral, o glicerol confere aos filmes caracteristicas como alta
solubilidade, maior elasticidade e baixa resisténcia a tracdo, enquanto o sorbitol
contribui para o brilho, menor transmissdo de vapor para a agua e maior suporte
mecanico (Hu; Chen; Gao, 2009).

Gonzalez-Torres et al. (2021) produziram filme de amido de batata utilizando
glicerol e sorbitol como plastificantes, através da técnica de casting. Os autores
relataram uma melhora nas propriedades do filme. Com base nos testes de resisténcia
mecanica, os plastificantes aumentaram a flexibilidade dos filmes, promovendo uma
reducdo na resisténcia a tracdo. Isso contribuiu para evitar a ruptura, conferindo ao
material maior elasticidade. Wang et al. (2021), Syafiq, Sapuan e Zuhri (2021) e

Arezoo et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes.
2.3 OLEO ESSENCIAL

O termo 6leo essencial foi criado no século XVI e refere-se a teoria da "Quinta
essentia” proposta pelo famoso alquimista e meédico alemao-suico Paracelso
(1493-1541), que definia o papel da alquimia ao desenvolver extratos de plantas e
medicamentos a base de ervas. Ele acreditava que o processo de destilacdo extraia
a parte mais significativa da planta, ou seja, a "quintesséncia para a cura" ou "alma da
planta”, separando os constituintes "essenciais” dos demais (Sousa et al., 2023a;
Sadgrove; Padilla-Gonzalez; Phumthum, 2022).

Diversos autores tentaram fornecer uma definicdo para 6leos essenciais. De
acordo com a ISO 9235:2021, 6leo essencial € um produto obtido a partir de uma
matéria-prima vegetal de origem natural através de diferentes métodos, tais como
destilagcdo a vapor, extracdo mecéanica do epicarpo de frutas citricas ou destilacédo a

seco. Além disso, a ISO 9235:2021 afirma que apos a obtencao, o 6leo pode passar
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por processos fisicos para separar a fase aquosa e também pode ser tratado
fisicamente sem alterar sua composicao.

A maioria dos OE’s sao liquidos a temperatura ambiente (Konfo et al., 2023).
No entanto, sua pressao de vapor é suficientemente alta para que sejam encontrados
parcialmente no estado de vapor, nas condi¢cdes de temperatura ambiente e pressao
atmosférica (Dhifi et al., 2016).

Embora haja algumas excec¢des notaveis, como os 6leos de canela, sassafras
e vetiver, 0leos essenciais possuem uma densidade menor que a da agua (Dhifi et al.,
2016; Malik, 2019). Além disso, os componentes quimicos dos OE’s tendem a ter um
peso molecular relativamente baixo, geralmente inferior a 300 g/mol. Alguns desses
componentes sdo opticamente ativos e podem ser dissolvidos em solventes organicos
comuns, como éter, alcool e acetona (Dhifi et al., 2016, Malik, 2019). Além disso, OE’s
sédo hidrofobicos devido a sua natureza lipofilica, permitindo que eles atravessem
facilmente a membrana das células de microrganismos (Su et al., 2024), despertando
interesse pelo estudo desses compostos.

Em suma, os OFE’s estao localizados no citoplasma de certas secreg¢des de
células vegetais, que estdo presentes em um ou mais orgaos da planta (Dhifi et al.,
2016), correspondendo a menos de 5% da matéria seca vegetal (Konfo et al. 2023).
Estes metabdlitos secundarios sdo constituidos por 20 a 60 compostos aromaticos,
dos quais 85 a 99% sao de natureza volatil (Varghese; Siengchin; Parameswaranpillai,
2020) presentes em folhas, caules, flores e raizes de plantas ou ervas aromaticas (Su
et al., 2024).

Os constituintes volateis definem as propriedades bioldgicas do 6leo e séo
principalmente terpenos, compostos aromaticos (aldeido, alcool, fenol, etc.) e
alifaticos (Bassolé; Juliani, 2012; Konfo et al., 2023). O odor caracteristico dos 6leos
essenciais é atribuido aos alcoois, aldeidos e cetonas presentes no 6leo (Santos et
al., 2018).

A composicdo quimica dos OE’s é formada por geralmente dois ou trés
componentes que estdo presentes em propor¢des elevadas em comparagao a outros
constituintes presentes em pequenas concentracdes (Chouhan; Sharma; Guleria,
2017). Por exemplo, o limoneno (93,9%) é o componente principal do 6leo essencial
de laranja (Evangelho et al., 2019) e o cinamaldeido (68,6%) do 6leo essencial de
canela (Tian et al., 2024). Para o OE de tomilho, Luna et al. (2024) encontraram como

componente majoritario o cimeno (52,2%), no entanto para os autores Furlan,
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Silvestre e Baldasso (2023), foi o timol (33,0%). O rendimento dessas substancias é
influenciado por fatores como as condi¢cdes de cultivo da planta, a composi¢cao
guimica da espécie vegetal, a parte da planta da qual o 6leo foi extraido e os métodos
de secagem e extracdo (Angane et al., 2022).

Tipicamente, o0s principais componentes dos Oleos essenciais sdo 0s
responsaveis pelas suas propriedades bioldgicas. No entanto, compostos presentes
em menores quantidades também podem desempenhar um papel importante na
atividade biolégica, seja potencializando a acdo dos principais componentes ou por
meio de efeitos antagonistas ou aditivos (Bassolé; Juliani, 2012). De modo geral, 0s

principais constituintes dos OE’s estdo apresentados na Figura 6.

Figura 6 — Alguns dos principais componentes dos 6leos essenciais.
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Terpenos séo hidrocarbonetos produzidos a partir da combinacdo de varias
unidades de isopreno (CsHg) e, de modo geral, estdo presentes nos OE’s na forma de
monoterpenos (CioH1e) Ou sesquiterpenos (CisH24) (Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012;
Angane et al., 2022). Os terpenos nao representam um grupo de constituintes com
alta atividade antimicrobiana inerente. Por exemplo, o p-cimeno, um dos principais
constituintes do OE de tomilho, ndo € o principal composto que confere a atividade
antimicrobiana. No entanto, o p-cimeno melhora a atividade de outros agentes
antimicrobianos (Marchese et al., 2017).

Os terpenoides séo terpenos modificados por enzimas que adicionam oxigénio
e movem ou removem grupos metil. A sua atividade antimicrobiana esta relacionada
aos seus grupos funcionais e a presenca de elétrons deslocalizados. Os terpendides
s&o compostos antimicrobianos contra um amplo espectro de microorganismos, sendo
o carvacrol e o timol os mais ativos (Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012).

Ja os fenilpropandides sao sintetizados a partir do precursor aminoacido
fenilalanina em plantas e também possuem atividade antibacteriana comprovada
(Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012). Segundo Marchese et al. (2017), o composto
eugenol, um fenilpropandide, apresenta atividades antibacterianas poderosas contra
Helicobacter pylori, uma bactéria resistente a antibiéticos. Com o aumento das
pesquisas e publicagcdes na literatura, os OE’s estdo sendo amplamente utilizados em
diversos paises como medicamentos, perfumes, cosméticos e como conservantes de
alimentos (Bassolé; Juliani, 2012), principalmente devido as suas propriedades
antibacterianas (Bai et al., 2023; Sun et al., 2020; Amassmoud et al., 2022), inseticidas
(Fouad et al., 2023; Yang; Isman; Tak, 2020), antivirais (Silva et al., 2020a; Castro et
al., 2021; Baker et al., 2021) e antifungicas (Martins; Bicas, 2024; Rashed et al., 2021).

As propriedades mencionadas anteriormente tém sido explicadas pela
deterioracdo da integridade estrutural e funcional de membranas dos microrganismos.
De fato, devido ao seu carater lipofilico, os monoterpenos ciclicos preferencialmente
se distribuiriam da fase aquosa para o ambiente da membrana lipidica (lacovelli et al.,
2023). Dessa forma, ocasionando a degradacdo da membrana celular dos
microrganismos, vazamento dos constituintes da célula, danos as proteinas da
membrana celular, interrupcéo da forca préton-motriz e coagulacdo do citoplasma,
conforme a Figura 7 (Calo et al., 2015; Varghese; Siengchin; Parameswaranpillai,
2020).
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Figura 7 — Mecanismo de ac&o dos 0leos essenciais.
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Fonte: adaptado de Varghese, Siengchin e Parameswaranpillai (2020).

As propriedades antimicrobianas de varios Oleos essenciais tém sido
amplamente estudadas como aditivos em filmes biodegradaveis, porém seus efeitos
nas propriedades quimicas, fisicas e térmicas dos filmes ainda s&o pouco discutidos
na literatura. A natureza oleosa e volatil dos OE’s podem afetar a integridade dos
filmes poliméricos, alterando suas propriedades (Evangelho et al., 2019). Isso
dependera da composi¢cdo quimica do aditivo e de como ele interage com o filme
(Luna et al., 2024).

Portanto, sdo necessarios estudos para examinar o potencial de cada 6leo
essencial como agente antibacteriano, assim como sua interacdo com o material
utilizado para produzir os filmes de amido ativo. Os OE’s de Melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e Capim-Liméo (Cymbopogon flexuosus) sdo pouco estudados para a
presente aplicacdo e ndo ha relatos na literatura de incorporacao destes 6leos em

filmes de amido de milho.

2.3.1 Oleo essencial de Melaleuca (Melaleuca alternifolia)

A Melaleuca alternifolia € um arbusto do género Melaleuca, pertencente a
familia Myrtaceae e possui cerca de 230 espécies. Quando cresce naturalmente, a
Melaleuca alternifolia pode atingir uma altura de aproximadamente 5 a 8 m. As arvores
com mais de 3 anos costumam florescer nos periodos de outubro a novembro,
produzindo flores em cachos soltos de cor creme, conforme a Figura 8 (Carson;
Hammer; Riley, 2006).
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Figura 8 — Melaleuca alternifolia.

4

Fonte: Safari (2024).

Popularmente conhecida como “arvore de cha”, a Melaleuca alternifolia € uma
planta nativa da Australia que ndo ocorre naturalmente em nenhum outro lugar do
mundo (Carson; Hammer; Riley, 2006; Yue et al., 2020). Foi originalmente explorada
pelos povos aborigines do norte de Nova Gales do Sul, estado australiano, com o
intuito de ser utilizada como um antisséptico para tratar tosse, resfriado ou doencas
de pele (lacovelli et al., 2023). No entanto, o uso do proprio 6leo, ao invés do material
vegetal ndo extraido, so se tornou uma pratica comum guando 0s primeiros relatos de
sua atividade antimicrobiana foram relatados por Penfold nas décadas de 1920 e 1930
(Carson; Hammer; Riley, 2006).

Portanto, o principal produto da Melaleuca alternifolia é o 6leo essencial (OEM),
trivialmente conhecido como Tea Tree (lacovelli et al.,, 2023). O OEM é um 0leo
amarelo claro com um odor agradavel produzido por destilacéo a vapor das folhas e
ramos terminais da planta. De modo geral, o OEM consiste em uma mistura complexa,
com mais de 100 componentes, entre terpenos e seus alcoois associados (Silveira et
al., 2019).

A I1SO 4730:2017 nao especifica qual espécie de Melaleuca deve ser utilizada
para produzir o 6leo. Ao invés disso, ela estabelece a concentracdo minima e maxima

dos principais componentes do OEM, como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Perfil cromatogréfico do 6leo essencial de melaleuca.

Componentes Minimo, % Maximo, %
a-pineno 1,0 4,0
Sabineno <0,01 3,5

a-terpineno 6,0 12,0
Limoneno 0,5 1,5
p-cimeno 0,5 8,0
1,8-cineol <0,01 10,0

y-terpineno 14,0 28,0

Terpinoleno 15 5,0

Terpinen-4-ol 35,0 48,0

a-terpineol 2,0 5,0

Aromadendreno 0,2 3,0
Ledene 0,1 3,0

d-cadineno 0,2 3,0
Globulol <0,01 1,0
Viridiflorol <0,01 1,0

Fonte: adaptado de 1ISO 4730:2017 (2017).

Os principais constituintes do OEM da marca doTERRA (Barueri — SP),
analisados através de cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS),
estdo apresentados na Tabela 4. Pode-se observar que todos os componentes do
OEM estéo de acordo com os parametros da ISO 4730:2017.

O OEM possui eficiencia antimicrobiana comprovada entre uma ampla
variedade de microrganismos. Essa eficacia € corroborada por estudos recentes,
como os de Brun et al. (2019) e Haines et al. (2022), que relataram a atividade do
OEM contra as bactérias Candida glabrata e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente. Além disso, Nguyen et al. (2023) demonstraram que o OEM foi

eficaz na eliminacao das células de Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis.



Tabela 4 — Composi¢do quimica do 6leo essencial de melaleuca determinada

através de GC-MS.
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Componente Concentragao, %
Terpinen-4-ol 36,13
y-terpineno 23,44
a-terpineno 11,17
Terpinoleno 3,78
1,8-cineol 3,74
Outros 21,74

Fonte: doTERRA (2024).

O mecanismo antibacteriano se deve principalmente ao composto

terpinen-4-ol (Silveira et al., 2019), representado na Figura 4, que € um monoterpeno

gue possui aroma apimentado e argiloso, com um toque amadeirado (Neto et al.,

2022). No entanto, suponha-se que o0 mecanismo antimicrobiano do OEM resulte de

interacdes complexas entre seus diferentes componentes (Silveira et al., 2019).

Segundo os autores Nguyen et al. (2023), o terpinen-4-ol é o principal componente

gue exerce os efeitos antibacterianos do OEM, erradicando completamente as células

persistentes das bactérias E. coli e S. epidermidis apds apenas 1 h de tratamento. No

entanto, a-terpineno (Figura 9) também pode contribuir com a acéo antibacteriana em

pequeno grau.

Figura 9 — Principais componentes do 6leo essencial de melaleuca.
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Fonte: adaptado de Rahman et al. (2018).
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Na Figura 10 é apresentada a andlise termogravimétrica do OEM. E possivel

observar que a degradacdo ocorre, aproximadamente, entre 100 a
170 °C (Yue et al., 2020).

Figura 10 — Termograma do 6leo essencial de melaleuca.
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Fonte: adaptado de Yue et al. (2020).
2.3.2 Oleo essencial de Capim-Limao (Cymbopogon flexuosus)

Cymbopogon flexuosus, conhecida como capim-limdo, é uma grama perene
pertencente ao género Cymbopogon da familia Poaceae (Figura 11), conhecida por
seu Oleo essencial (OECL). Este género contém entre 102 e 104 espécies (Bhatnagar,
2020) e € amplamente cultivado em varios paises, incluindo China, Indonésia, México,
Madagascar, Brasil, Haiti e Republica Dominicana (Haque; Remadevi; Naeve, 2018),
sendo a india o maior produtor do mundo (Mukarram et al., 2022).

A india possui cerca de 4000 hectares de terras cultivadas com capim-liméo,
produzindo cerca de 250 toneladas de Oleo essencial (Gupta; Dhawan; Lal, 2015).
Durante a pandemia de Covid-19, a demanda por desinfetantes aumentou
significativamente, aumentando também a demanda por 6leo essencial de capim-
limédo em todo o mundo (Kumar et al., 2022a).
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Figura 11 — Cymbopogon flexuosus.

7 Fonte Annles Helrloom Seeds (024) i

A cultura de capim-limdo estd ganhando popularidade devido a sua
simplicidade de cultivo (Kumar et al., 2022b). No entanto, embora C. flexuosus possa
persistir em uma ampla variedade de condi¢bes climaticas e tipos de solo, o
crescimento 6timo é alcancado em solos arenosos bem drenados, caracterizados por
luz solar adequada e alta fertilidade do solo (Mwithiga et al., 2024).

O 6leo essencial de capim-liméo se acumula principalmente nas folhas através
de células especificas localizadas em tecidos parenquimatosos (Mwithiga et al., 2022)
e equivale entre 1-2% do peso seco total da planta (Ranade; Thiagarajan, 2015). O
Oleo geralmente € extraido por meio da extracdo por solvente, destilagdo a vapor ou
hidrodestilacdo. A escolha do processo de extracdo adequado depende, de modo
geral, da localizacéo histolégica dos 6leos na planta e de seus usos (Balti et al., 2018).

Em particular, o OECL contém citral (Balti et al., 2018), um aldeido
monoterpeno aciclico com aroma de limdo, composto por uma combinacdo racémica
de dois isbmeros, neral (B-Citral) e geranial (a-Citral) (Kumar et al., 2022a). O citral é
um componente vital que possui propriedades significativas anti-inflamatorias (Han;
Parker, 2017), antimicrobianas (Adukwu et al., 2016; Silva et al., 2020b; Farias et al.,
2019), antifungicas (Lee et al., 2020; Wan et al., 2019) e repelentes de mosquitos
(Bhatt; Kale, 2019). De modo geral, a presenca de neral e geranial no OECL é utilizada

como medida da qualidade dos 0leos essenciais (Balti et al., 2018).
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A 1SO 4718:2004 nao especifica qual espécie de capim-limao deve ser utilizada
para produzir o 6leo. No entanto, na Tabela 5, estdo apresentados os principais

componentes presentes no OECL e suas concentragdes minimas e maximas.

Tabela 5 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de capim-liméo.

Componentes Minimo, % Méximo, %
Limoneno 0,5 3,5
6-Metil-5-hepteno-2-ona 0,1 2,0
Cariofileno 0,2 3,5
Neral 25,0 35,0
Geranial 35,0 47,0
Acetato de geranila 0,5 6,0
Geraniol 15 8,0

Fonte: adaptado de ISO 4718:2004 (2004).

Os principais constituintes do OECL da marca doTERRA (Barueri — SP),
analisados através de cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS),

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Composicédo quimica do 6leo essencial de capim-limao determinada
através de GC-MS.

Componente Concentracao, %
Geranial 40,37
Neral 29,72
Geraniol 7,52
Acetato de geranila 5,26
4-Nonanona 1,76
6-Metil-5-hepteno-2-ona 1,73
Outros 13,64

Fonte: doTERRA (2024).

Pode-se observar que todos os componentes do OECL estdo de acordo com
0s parametros da ISO 4718:2004. Além disso, os componentes do OECL apresentam
diferentes niveis de potencial antimicrobiano, onde fendis e aldeidos apresentam as

atividades mais altas, enquanto ésteres e hidrocarbonetos apresentam as mais baixas
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(Mukarram et al., 2022). No entanto, a atividade antimicrobiana do OECL é
amplamente atribuida ao citral (aldeido) presente em seu 6leo (Adukwu et al., 2016;
Alagawany et al., 2021; Sharma et al., 2019). A estrutura dos principais componentes
do 6leo essencial de capim-liméo esta apresentada na Figura 12.

Figura 12 — Principais componentes do 6leo essencial de capim-limé&o.
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Fonte: adaptado de Shah et al. (2011).

De acordo com Al-Ghanayem (2022), o mecanismo de acédo dos componentes
do OECL funciona desestabilizando as ligacdes entre a bicamada lipidica e inibindo
as bactérias através da desintegracao da membrana. O 6leo essencial de capim-liméo
também pode causar mudancas estruturais em diferentes bactérias. Foi relatado que
causou completa desfiguracdo e distorcdo nas cepas de Pseudomonas spp.
(Aiemsaard et al., 2011).

Mangalagiri, Panditi e Jeevigunta (2021) comprovaram a eficiéncia
antibacteriana do OECL diante de 10 tipos de bactérias, sendo o 6leo essencial que
apresentou os melhores resultados comparado com os OE’s de eucalipto, geranio,
menta, citronela, cravo-selvagem e palma rosa. Segundo os autores, a atividade
antibacteriana provém do citral (81,84%).

Na Figura 13 € apresentada a analise termogravimétrica do 6leo essencial de
capim-limao. E possivel observar que a decomposicdo térmica inicia, de forma suitil
aos 107 °C e, de forma mais abrupta, de 170 a 240 °C. Ap6s isso, um segundo evento

de perda de massa é registrado aos 359 °C (Silva et al., 2023).
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Figura 13 — Termograma do 6leo essencial de capim-limao.
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Fonte: adaptado de Silva et al., 2023.

2.3.3 Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima
(CBM)

Dois parametros importantes para a escolha das concentracdes de OE foram
as analises de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). Em suma, a CIM é a menor concentra¢ao que inibe o desenvolvimento
bacteriano, mas nédo o elimina por completo. Por outro lado, a CBM refere-se a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano que é capaz de matar completamente uma
determinada bactéria (Silva et al., 2021).

Com base nestes parametros, as concentracdes escolhidas de 6leo essencial
foram o valor da CIM, um valor intermediario entre a CIM e a CBM e o valor da CBM.
A seguir, na Tabela 7, encontram-se os valores indicados pela literatura da CIM e
CBM do OEM e do OECL para as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli

e Salmonella enterica.



Tabela 7 — Valores de CIM e CBM do OEM e OECL para diferentes bactérias.

Estudo Oleo- Bactéria CIM CBM
essencial
Manzanelli et OEM S. aureus 3,50 mg/mL 7,00 mg/mL
al. (2023)
Kwiecinski, OEM S. aureus 0,50% (viv)  0,50% (v/v)
Eick e Wojcik
(2009)
Mazzarrino et OEM S. enterica 0,01 mg/mL 0,02 mg/mL
al. (2015)
Silva (2019) OEM S. aureus (Cepa b) 3,20 mg/mL -
S. aureus (Cepac) Sem inibicao -
E. coli (Cepa a) 1,60 mg/mL -
E. coli (Cepa b) 3,20 mg/mL -
E. coli (Cepa c) Sem inibicdo -
OECL S. aureus (Cepaa) 0,40 mg/mL -
S. aureus (Cepab) 0,10 mg/mL -
S. aureus (Cepac) 0,80 mg/mL -
E. coli (Cepa a) 0,40 mg/mL -
E. coli (Cepa b) 0,40 mg/mL -
E. coli (Cepa c) 0,80 mg/mL -
Silveira et al. OECL S. aureus 0,31 mg/mL 0,31 mg/mL
(2012) E. coli 0,62 mg/mL 0,62 mg/mL
Adukwu et al. OECL S. aureus 0,06% (v/iv)  0,13% (v/v)
(2016)
Gao et al. OECL S. aureus 0,08% (v/v) -
(2020)
Silval et al. OECL E. coli 1,19 mg/mL -
(2018) S. enterica. 3,08 mg/mL -
S. aureus 0,43 mg/mL -

Fonte: Autora (2024).

Apesar das variagcdes nos dados da literatura, causadas pelas diferentes

composicdes de cada 6leo e pelas cepas bacterianas, as referéncias indicam que o
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OECL necessita de uma menor concentragéo para inibir e matar completamente as
bactérias E.coli (gram-negativa) e S. aureus (gram-positiva), comparando-se com o
OEM que necessitou de uma menor CIM para a bactéria S. enterica (gram-negativa).

De acordo com Patterson, McElmeel e Wiederhold (2019) e Liu et al. (2020), a
maioria dos Oleos essenciais possuem maior eficicia antibacteriana contra bactérias
gram-positivas. De modo geral, as bactérias gram-positivas possuem uma parede
celular espessa composta por varias camadas de peptidoglicano (Silva et al., 2021).
No entanto, as bactérias gram-negativas possuem, além da camada de
peptidoglicano, uma membrana externa composta por lipopolissacarideos (Silva et al.,
2021). Portanto, as bactérias gram-negativas tendem a ser mais resistentes aos 6leos
essenciais, pois possuem uma membrana externa hidrofilica, impedindo a entrada de

compostos hidrofobicos dos OE’s (Valeriano et al., 2012).

2.4 TECNICAS DE OBTENCAO DE FILMES DE AMIDO

De acordo com Padilha (2019), os filmes de amido sdo formados devido a
capacidade de gelatinizacdo do amido quando em contato com a agua, 0 que ocorre
em temperaturas relativamente baixas em comparacdo com outros polimeros. Na
maioria dos casos, os filmes sdo obtidos por técnicas como casting (Ardjoum et al.,
2023; Perdana et al.,, 2021; Syafig; Sapuan; Zuhri, 2021; Zhou et al., 2021) e
termoformagem (Tian et al., 2024; Cruz-Tirado et al., 2020; Debiagi et al., 2014;
Ketkaew et al., 2018), resultando em materiais de baixa flexibilidade, natureza
hidrofilica e alta permeabilidade ao vapor de agua, sendo as propriedades mecanicas
geralmente inferiores as dos polimeros sintéticos (Brandelero; Almeida; Alfaro, 2015).

Segundo Moraes et al. (2013), a fabricacdo de filmes de amido usando o
método casting envolve o despejo de uma suspensdo em placas, controlando a
espessura do filme pela quantidade de suspenséo vertida. Nesse processo, o amido
€ gelatinizado através da adicdo de agua, aqguecido e agitado para garantir a
hidratacdo de suas moléculas (Lumdubwong, 2019). Isso assegura uma mistura
adequada dos componentes da formulacao, onde a absorcédo e o tempo de mistura
sdo parametros cruciais para uma dispersdo uniforme dos compostos na matriz
polimérica (Madhumitha et al., 2018). A Figura 14 exemplifica 0 passo a passo da

técnica de casting.
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Figura 14 — Técnica de casting.
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Fonte: adaptado de Vianna et al. (2021).

As principais limitacdes que tornam a técnica de casting inviavel em termos
industriais estéo relacionadas a sua dificuldade em ser dimensionada para producdes
maiores e a exigéncia de longos periodos de secagem (Moraes et al., 2013). Uma
variagdo desse método, conhecida como tape casting, permite que a suspensao
formadora de filme seja espalhada em grandes suportes e em esteiras
transportadoras continuas, possibilitando o controle da espessura dos filmes com
lamina ajustavel, uma técnica ja empregada industrialmente (Moraes et al., 2013;
Vianna et al., 2021).

Embora a maioria dos estudos sobre filmes a base de amido tenha sido
realizada utilizando o método casting, a termoformagem tem surgido como uma
alternativa para aumentar a escala e alcancar resultados em nivel industrial (Vianna
et al.,, 2021; Huntrakul et al., 2020). Esse processo envolve altas temperaturas,
pressao e forca de cisalhamento, o que resulta na quebra das ligacbes do amido,
levando a sua gelatinizacédo (Lumdubwong, 2019).

Berti et al. (2024) compararam as técnicas de casting e termoformagem para a
obtencao de filmes de amido. Segundo os autores, o método de processamento afetou
significativamente as propriedades do filme, sendo o método casting o mais indicado
por ndo ocasionar perda na funcionalidade dos filmes.

Ademais, Moraes et al. (2013) corroboram afirmando que os filmes de amido
preparados por processos de termoformagem nao apresentam boas propriedades,

devido as altas taxas de cisalhamento aplicadas. Além disso, de acordo com o0s
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autores, a técnica casting é ideal para a preparacdo de filmes de pequenas

dimensoes.

2.4.1 Incorporacao do Oleo essencial em filmes de amido

Chenchen et al. (2020) e Ardjoum et al. (2023) incorporaram OE de tomilho em
filmes de amido de milho para melhorar sua resisténcia a tracao e resisténcia a agua.
Martins et al. (2021) constataram que a incorporacao de OE de orégano aumentou a
resisténcia a tracdo e elasticidade de filmes de amido de arroz, além de reduzir a
solubilidade e permeabilidade.

Mendes et al. (2020) e Perdana et al. (2021) também obtiveram resultados
semelhantes ao adicionar OE de capim-limao em filmes de amido de mandioca.
Pirouzifard et al. (2019) adicionaram OE de Salvia officinalis em filme de amido de
batata para reduzir a solubilidade e conteudo de agua do filme, melhorando assim o
desempenho de resisténcia a agua.

Al-Hashimi et al. (2020) adicionaram OE de cravo ao filme de amido de milheto
para melhorar a hidrofobicidade do filme. Syafig, Sapuan e Zuhri (2021) prepararam o
filme composto adicionando OE de canela ao amido de palmeira agucareira e
descobriram que a adicdo de OE de canela poderia melhorar a resisténcia a agua e
as propriedades mecanicas dos filmes compostos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zhou et al. (2021) e Tian et al. (2024) que adicionaram OE de canela
em filmes de amido de mandioca e amido de milho, respectivamente.

De modo geral, a adicdo do OE pode se dar de duas maneiras: aplicacédo direta
na superficie do filme (Debiagi et al., 2014) ou adicdo na formulacdo, antes do
processamento (Cruz-Tirado et al., 2020; Debiagi et al., 2014; Al-Hashimi et al., 2020;
Ardjoum et al., 2023; Chenchen et al., 2020; Martins et al., 2021; Perdana et al., 2021,
Syafig; Sapuan; Zuhri, 2021; Tian et al., 2024; Zhou et al., 2021). A seguir, a Figura
15 apresenta uma ilustracdo da incorporagcdo do OE na matriz polimérica do amido,

diretamente na formulacéo do filme.
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Figura 15 — llustrag&o da incorporagéo de OE no filme de amido.
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Fonte: adaptado de Cruz-Tirado et al. (2020).

Em um estudo realizado por Debiagi et al. (2014), foi realizada uma
comparacao entre os dois métodos. Os resultados mostraram que a adicao direta de
OE na superficie levou a uma perda da sua atividade antimicrobiana, provavelmente
devido as condicfes de processamento.

Por outro lado, foi observado que os filmes produzidos a partir do segundo
meétodo apresentaram zonas de inibicdo durante a analise microbiologica.
Corroborando com isso, Cruz-Tirado et al. (2020) verificaram ac&o antibacteriana no
filme através da adicdo do OE direta na formulacdo e associaram a inibicdo das
bactérias a retencdo de gotas de OE nas primeiras camadas do filme, através da
formacao de ligacbes de hidrogénio entre amido, 6leo essencial e glicerol.

De acordo com Peng, Yin e Li (2013), a incorporacdo pode ser realizada com o
auxilio de um surfactante, a fim de se obter uma melhor incorporacdo do OE na
solucéo do filme, através do aumento da solubilidade do composto organico na fase

aquosa.

2.4.1.1 Incorporacao do OE sem surfactante

Um estudo de Song, Zuo e Chen (2018) sobre a incorporacéo de 6leo essencial
de limao em filmes de amido de trigo e milho mostrou que, sem surfactantes, os 6leos
essenciais tendem a formar gotas grandes, o que impacta negativamente a resisténcia
mecanica, a transparéncia dos filmes e a distribuicdo do OE na matriz do amido. No

entanto, diversos estudos que vém sendo relatados na literatura prezam pela
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simplicidade do processo e a manutencdo da naturalidade dos filmes, dessa forma,
evitando aditivos sintéticos na formulagéo.

Os autores Al-Hashimi et al. (2020) dissolveram 5 g de amido de milho em
150 mL de agua destilada em um agitador aquecido continuo a 75 °C até a solucdo
gelatinizar. Apds esta etapa, adicionou-se no agitador 2 mL de glicerol como
plastificante, aquecendo até 60 °C por 30 min. Em seguida, deixou-se a mistura
resfriar até 30 °C e, logo apos, OE de cravo foi adicionado lentamente a solugdo com
agitacao continua. A solucédo obtida foi despejada em placas de vidro e, em seguida,
cobertas com papel aluminio. Estas placas foram deixadas até a solucéo ficar firme
durante 5 h de secagem a 75 °C.

De forma semelhante, Martins et al. (2021) formularam os filmes com 3% de
amido de arroz (m/v), 30% de glicerol e diferentes concentra¢gbes de OE de orégano.
O amido foi dissolvido em agua destilada e a solucao foi aquecida a 80 °C sob agitacéo
mecanica. O glicerol foi adicionado e a solucédo foi agitada por 20 min. A solugéo
filmogénica foi resfriada a 35 °C e o OE foi adicionado e agitado por 20 min. A mistura
foi colocada em placas de Petri e seca em forno a 40 °C por 8 h. Apds a secagem, 0s
filmes foram mantidos por 24 h em dessecadores a 25 °C com umidade relativa de
52%.

Arezoo et al. (2020) descrevem um filme baseado em amido de sagu por
incorporacdo de OE de canela e nano diéxido de titanio (TiO2). Diferentes
concentragdes de TiO2 foram usadas para preparar dispersdes aquosas de amido de
sagu. Uma mistura de glicerol e sorbitol (1:3) em 40% (em peso) do total de amido de
sagu foi adicionada a dispersdo. Os nanocompositos de amido de sagu foram
aquecidos a 90 + 2 °C e mantidos por 45 min para realizar a gelatinizacdo do amido e
uma dispersdo homogeneizada. Em seguida, a dispersao foi resfriada para cerca de
45 °C e foram adicionadas diferentes concentracdes de OE de canela e misturadas
por 60 min @ mesma temperatura para obter dispersées homogeneizadas. Por¢cdes
das dispers6es homogeneizadas foram depositadas em placas. Todos os filmes foram

secos nas mesmas condicdes controladas de 40 + 2 °C e 50 + 5% de umidade relativa.

2.4.1.2 Incorporacao do OE com surfactante

Apesar de melhorar a solubilidade do OE na matriz do amido, a adi¢ao de

surfactantes pode aumentar a permeabilidade e solubilidade dos filmes,
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comprometendo sua resisténcia e durabilidade, o que limita seu uso em embalagens
gue necessitam de protecdo contra umidade (Cao; Song, 2019). Além disso, em altas
concentragdes, o surfactante pode aumentar a rugosidade dos filmes, afetando suas
propriedades oOpticas e sensoriais (Yang et al., 2024a). No entanto, surfactantes como
o Tween 80 e Span 80 sao amplamente relatados na literatura, sendo utilizados para
promover a dispersdo uniforme dos 6leos essenciais, a fim de melhorar a formacao
de filmes homogéneos.

De acordo com Wang et al. (2021), filmes a base de amido de milho foram
preparados, utilizando-se 6 g de amido de milho dissolvidos em 100 mL de agua
destilada, e em seguida o amido de milho foi completamente gelatinizado por 30 min
a 90 °C utilizando um agitador magnético (800 rpm). Em seguida, 25% de glicerol (v/v),
diferentes concentracdes de OE de Zanthoxylum bungeanum, e 1% de Tween 80 (v/v)
foram adicionados e misturados com a solucao gelatinizada a 90 °C. A solucao foi
constantemente dispersada com um homogeneizador a uma velocidade de
20.000 rpm por 10 min, e em seguida a solucéo de filme foi vertida em um molde e
seca em um forno a 30 °C por 48 h. Apds a secagem, o filme final foi removido do
molde e entdo armazenado a 25 °C e 60% de umidade relativa por 48 h.

Mendes et al. (2020) utilizaram uma metodologia semelhante a de Wang et al.
(2021). Porém, previamente, 0s autores prepararam uma solucdo aquosa de pectina
de éster metilico e 2% de glicerol, homogeneizando essa solucdo em agitador
mecanico (15.500 rpm) por 4 min. Posteriormente, 0,1% de Tween 80 e diferentes
concentracfes de OE de capim-limao foram adicionadas a solugcédo, criando uma
emulsdo. A emulsao foi adicionada, em uma proporcédo de peso 1:1, a uma mistura de
amido de mandioca, 8% de agua ultrapura e 20% de glicerol, previamente gelatinizada
e resfriada até 40 °C. ApOs a adicdo da emulsao, a solucéo foi agitada a 15.500 rpm
por 15 min. Os filmes formados foram depositados em placas de poliestireno e secos
a 90 °C em estufa até completa secagem.

O surfactante Span 80 é utilizado de forma semelhante ao Tween 80, como
relatam os autores Song, Zuo e Chen (2018). Solucdes filmogénicas de amido de
milho/trigo (6%, m/v) foram preparadas dissolvendo-se 36 g de amido de trigo e 24 g
de amido de milho em 1000 mL de agua destilada, aquecendo a 100 °C por 15 min
com agitacdo a 700 rpm para completa solubilizacdo e gelatinizagdo. Apos essa etapa,
foram adicionados 6 g de sorbitol, 25 g de acido citrico, 14 g de carboximetilcelulose

sédica e 14 g de alginato de sédio, e a mistura foi agitada por 1 h. Em seguida, 6leo
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essencial de limado (0,5%, 1% e 2%, v/v) foi adicionado & solucdo polimérica,
previamente dissolvido em Span 80 a 0,1% (v/v). As solu¢des foram homogenizadas
a 10.000 rpm por 4 min.

Como alternativa ao uso do Tween 80 e Span 80, Pinhelli et al. (2019) utilizou
etanol como surfactante para a incorporacdo do OE de capim-limédo em filmes de
amido de banana. Para que ocorresse a homogeneizacao entre o 6leo e a solucao do
filme, o etanol foi utilizado em uma propor¢éo de 2:1 (etanol:agua). Essa solucao foi
agitada por aproximadamente 10 min e, posteriormente, adicionada a solucao do filme

em temperatura ambiente.

2.4.2 Possiveis aplicacoes

Os filmes de amido incorporados com Oleo essencial sdo uma inovacgao
promissora no campo dos materiais biodegradaveis. Eles oferecem uma alternativa
sustentavel para diversas aplicacdes, em especial no ambito das embalagens para
alimentos. Ao combinar as propriedades biodegradaveis do amido com as
propriedades antimicrobianas e hidrofilicas do 6leo essencial, esses filmes tém o
potencial de atender as exigéncias atuais por materiais mais ecologicos e funcionais
(Li et al., 2018; Vianna et al., 2021).

A contaminacdo microbiana durante 0 processamento, transporte e
armazenamento pode causar a deterioracdo dos alimentos, resultando em perdas
econdmicas significativas e riscos potenciais para a saude humana (Vetchapitak et al.,
2021). Para prolongar a vida util dos alimentos e manter sua qualidade, varias
pesquisas ja estdo sendo publicadas na literatura.

Souza et al. (2023) objetivaram a producdo de um revestimento biodegradavel,
adicionado com 0leo essencial de manjericdo ao filme de amido, no intuito de
prolongar a vida util do requeijao em temperatura ambiente, reduzindo a multiplicacéo
microbiana e a deterioracdo do produto.

Fan et al. (2024) produziram um filme a base de amido de milho incorporado
com OE de cravo para investigar a vida util de paes, durante 15 dias. Notou-se que 0
filme manteve a integridade e ndo demostrou sinais de fragilidade durante o
armazenamento, além de demonstrar atividade antibacteriana, aumentando em 9 dias

a vida util do pdo em comparacdo com a amostra controle.
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O estudo realizado por Adame et al. (2024) desenvolveu uma embalagem
biodegradavel ativa para produtos de carne, utilizando Oleo essencial de Litsea
cubeba e amido de mandioca. O filme demonstrou propriedades significativas de
barreira, reduzindo a permeabilidade ao vapor de agua e ao oxigénio e aumentando
sua atividade antioxidante. Ademais, demonstrou atividade antibacteriana significativa
contra patdégenos transmitidos por alimentos como S. aureus e E. coli, preservando
efetivamente a qualidade da carne a 4 °C, evitando a deterioracéo e prolongando o
periodo de armazenamento, conforme evidenciado pelo crescimento bacteriano, pH,
cor e textura.

Assim como Adame et al. (2024), Caetano et al. (2018) mostraram que as
atividades antioxidante e antibacteriana dos filmes de fécula de mandioca com OE de
orégano apresentaram protecédo contra a oxidacdo da carne moida até o terceiro dia
de armazenamento. O uso de filmes de fécula de mandioca misturados com OE de
capim-limao também resultou em menor contagem microbiana da carne durante todo
0 armazenamento.

Enidiok et al. (2024) visaram desenvolver um filme de amido de gengibre
funcionalizado com 0leo de chia para aplicacdo como revestimento em tomates. Os
dados gerados a partir deste estudo revelam efeitos significativos em suas
propriedades fisico-quimicas, mecanicas, térmicas e conservantes. O revestimento foi
aplicado em tomates por 21 dias, atrasando o amadurecimento dos mesmos, em
comparacgdo com o0s tomates sem a protecao.

Outros estudos como Aquino, Blank e Santana (2015) estudaram os impactos
de revestimentos do amido de mandioca com OE de Lippia gracilis na preservacao de
goiabas apds 10 dias de armazenamento a 25 °C. Neste estudo, os flmes mostraram
ser eficientes na inibicdo do desenvolvimento da maioria das bactérias. Autores como
Filipe et al. (2022) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas e qualitativas da
manga utilizando filmes de amido contendo microcapsulas de OE de tomilho. Filmes
de amido com OE aplicados em mangas levaram a uma vida atil de 10 dias em

temperatura ambiente, indicando o potencial do filme para preservacdo de manga.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento dos filmes foi utilizado o amido de milho da marca
Adicel (Belo Horizonte — MG). De acordo com o boletim técnico, possui umidade
maxima de 14%, pH entre 4,5 — 5,5 e ndo apresenta sujidades. Como agentes
plastificantes, foram utilizados glicerol P.A. da marca Exodo Cientifica (Diadema - SP),
sorbitol da marca FilloVita Store (Penha da Franga — SP) e agua deionizada.

Para a incorporacao nos filmes de amido de milho foi utilizado o 6leo essencial
de capim-limdo da marca doTERRA (Barueri — SP) extraido das folhas da planta,
através da técnica de destilacdo a vapor. O OECL foi escolhido a partir do referencial
bibliografico, demonstrando necessitar de menores concentracdes para inibir e
aniquilar bactérias, aléem de ser mais resistente a degradacdo térmica, quando
comparado ao OEM. As matérias-primas utilizadas para a preparacdo dos filmes

podem ser vistas na Figura 16.

Figura 16 — Matérias-primas utilizadas na preparacao dos filmes de amido.

| =8 |

Oleo essencial de
capim-limao

Sorbitol

Glicerol P.A.

Fonte: Autora (2024).

Amido de milho

3.2 METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida neste estudo foi dividida em quatro etapas,
representadas na Figura 17. Primeiramente, foi realizada a caracterizacdo dos 6leos
essenciais de capim-limdo e melaleuca quanto a sua a¢do antibacteriana, com o
objetivo de confirmar os resultados descritos na literatura e determinar a CIM e CBM
para uso posterior na formulagdo. Na segunda etapa, o amido de milho foi
caracterizado em relacdo ao seu teor de umidade. Na terceira fase, os filmes de amido

foram desenvolvidos, utilizando plastificantes e o OE de capim-limao previamente
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incorporado no amido. Posteriormente, na quarta etapa, foi realizada a caracterizagéo

fisica, quimica, térmica e antibacteriana dos filmes.

Figura 17 — Etapas de estudo.
» Espessura
« Absorcao de agua
» Solubilidade
- Degradagao em meio acido,
alcalino e salino
« Termogravimetria {TGA)
» Espectroscopia (FTIR)

« Teor de umidade « Analise microbioldgica
Caracterizagado Caracterizacao
do amido dos fllmes

OO

Caracterlzagao do Desenvolvimento

dos filmes de
. Determinacio da CIM e CBM amido
« Incorporacao do OE
« Adicao dos plastificantes

Fonte: Autora (2024).

3.2.1 Caracterizacdo do OEM e OECL: Concentracdao Minima Inibitéria (CIM) e

Concentracao Bactericida Minima (CBM)

Estes ensaios foram conduzidos pelo Centro de Laboratério Regional IAL Santo
André (Santo André — SP). Os isolados foram avaliados em relacdo a suscetibilidade
por diluicho em caldo modificado, atendendo as diretrizes estabelecidas no
documento do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) M07-M10 de 2022. A
analise atende aos padrdes de desempenho para testes de suscetibilidade
antimicrobiana, conforme descrito na 322 edicdo do M100 do Instituto de padrdes
clinicos e laboratoriais, Wayne, PA.

Os testes de concentragdo minima inibitéria (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) foram conduzidos em triplicata, em microplacas com 96 pocos de fundo

plano, utilizando a técnica de diluicdo seriada. Em cada poco foram adicionados 100
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pL de Caldo Mueller Hinton (KASVI) com 20% de surfactante polissorbato (Tween®
20, da Sigma Aldrich). Foram utilizadas suspensdes bacterianas de Salmonella
enterica (ATCC 10708), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli
(ATCC 11229).

No primeiro poc¢o foram adicionados 200 pL de OE (100%). Em seguida,
100 pL (50%) deste volume foram transferidos para o 2° poco, e assim
sucessivamente até o 12° poco, para os 6leos essenciais de melaleuca e de capim-
limdo. As concentragbes de OE adicionadas em cada poc¢o estdo apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8 — Concentracao dos OE’s em cada poc¢o para a determinagao de CIM e
CBM.
Numero do poco Concentracao do OE (% v/v)

100
50
25

12,5

6,25

3,125

1,56

0,78

0,39

0,195
0,097
0,0488

© 00 N o 0o A~ W N B

e =
N B O

Fonte: Autora (2024).

3.2.2 Caracterizacdo do amido de milho: Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado em triplicata, pesando 1 g de amido de cada
amostra e submetendo-o a estufa a 100 °C por 24 h. Para essa analise, seguiram-se
0s parametros da norma ASTM E104-02 (2012). Apds a secagem, a massa foi medida,
e a umidade foi calculada pela diferenga entre a massa inicial (m;), contendo umidade,

e a massa final (mr), ap0s a secagem, conforme a Equacéo 1.
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m; —m
Umidade (%) = Tf % 100 (1)

i
3.2.3 Desenvolvimento dos filmes

A fim de desenvolver uma metodologia para a incorporacao do 6leo essencial,
visando melhorar o aspecto visual e a homogeneidade dos filmes sem a adicao de
surfactante, em um primeiro momento, 9,98 g de amido de milho em base seca foram
submetidos ao cisalhamento através de um moedor (Philco) durante 5 min até atingir
50 °C, com o objetivo de romper as cadeias de amilose e amilopectina para melhorar
a incorporacéao e distribuicdo do 6leo essencial nos granulos de amido.

Finalizada esta etapa, o OECL foi adicionado, lentamente, no moedor junto ao
amido de milho até completa homogeneizacéo (Figura 18). Nas duas etapas citadas,
a temperatura do processo foi controlada através de um termdémetro a laser digital
(Zyhum). A seguir, na Tabela 9, pode-se verificar o percentual de OECL utilizada em

cada formulacéo, calculado em base seca de amido.

Tabela 9 — Porcentagem de OECL em cada um dos filmes.

Cadigo OECL (%)

Branco 0,0
C1 1,6
C2 3,2
C3 6,3

Fonte: Autora (2024).

Apés a etapa de incorporacdo do OECL no amido de milho (Figura 18), as
formulacdes dos filmes foram desenvolvidas através do método de casting, sendo a
metodologia adaptada de Arezoo et al. (2020), Martins et al. (2021) e Al-Hashimi et al.
(2020). O amido de milho previamente incorporado com OECL foi misturado com
250 mL de agua deionizada para ocorrer a gelatinizacdo, permanecendo sob agitacao

mecanica (Centauro) por 10 min, em torno de 70 a 80 °C.
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Figura 18 — Fluxograma do processo de incorporagéo do 6leo essencial de
capim-limao.
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5 min 50 °C
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Fonte: Autora (2024).

Apos essa etapa, foram preparados os filmes de amido, conforme representado
pela Figura 19. Nesta etapa, foram adicionados na solucédo gelatinizada 1,96 g de
glicerol e 1,96 g de sorbitol como agentes plastificantes, o que corresponde a uma
relacédo de 1:1 entre os plastificantes (39% em massa de amido em base seca). A
solucéo permaneceu sob agitacdo mecanica por 5 min a 85 °C. Em seguida, a mistura
foi colocada em placas de Petri de poliestireno (8,5 cm de diametro) e seca em estufa
(Lucadem, SP) a 40 °C por 24 h. Apés a secagem, os filmes foram cuidadosamente

removidos, envolvidos em papel filme e armazenados em um local protegido da luz.
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Figura 19 — Fluxograma do processo de obtencao dos filmes de amido incorporados

com OECL.
(2) Glicerol + z
Sorbitol 8@.0
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(4) Secagem em 8
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24h  40°C
(5) Filme de
amido
incorporado com
OECL

Fonte: Autora (2024).

3.2.4 Técnicas de caracterizacao dos filmes

3.2.4.1 Espessura

A espessura dos filmes de amido foi medida com o auxilio de um micrémetro
da marca Cosa com escala de 0 a 0,25 mm e com precisédo de 0,001 mm. A espessura
final correspondeu a média aritmética de cinco pontos de cada amostra, conforme a

Figura 20.
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Figura 20 — Medida da espessura dos filmes nas posi¢oes determinadas.

Posicao da medigac

Fonte: Autora (2024).

3.2.4.2 Absorcéao de agua

A taxa de absorcdo de agua foi determinada, pois afeta as propriedades de
barreira, a resisténcia bacteriana e as propriedades mecéanicas das amostras
(Sanhawong et al, 2017). Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando filmes
com dimensdes de 1 x 1 cm. As amostras foram previamente pesadas e, em seguida,
imersas em agua destilada por 24 h. ApGs esse periodo, 0 excesso de agua foi
cuidadosamente removido com papel toalha, e o material foi novamente pesado. O
percentual de absorcao de agua foi obtido através da Equacéo 2, em que w; € a massa

inicial (g) e wr € a massa final (g).

Wr — W;
Abs.de agua (%) = fw " x 100 (2)

3.2.4.3 Solubilidade

A determinacdo da solubilidade dos filmes foi realizada a partir de uma
adaptacao de Liu et al. (2024). Os filmes foram cortados em dimensdes de 2 x 2 cm,
em triplicata para cada amostra, sendo secos por 24 h em estufa a 40 °C. Apos esse
periodo, a massa das amostras foi verificada, e os filmes foram submersos em
béqueres contendo 80 mL de agua deionizada por 24 h, com agitacdo manual branda

esporadica. Por fim, o excesso de 4gua foi removido, e as amostras foram secas em
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estufa a 60 °C até massa constante por 12 h. O percentual de solubilidade foi obtido

através da Equacédo 3, em que w; é a massa inicial (g) e wr € a massa final (g).

w; —w

Solubilidade (%) = T % 100 3)

i

3.2.4.4 Degradacdo em meio &cido, alcalino e salino

O teste de degradacao em meio acido, alcalino e salino foi realizado utilizando
solucdes de acido acético 10% (m/v), hidréxido de sodio 10% (m/v) e cloreto de sédio
10% (m/v), conforme relatado por Oliveira et al. (2023). A metodologia aplicada para
cada solucao consiste na verificacdo das massas e submersédo das amostras dos
filmes (com dimensdes de 1 x 1 cm, em triplicata) por um tempo total de 24 e 48 h nas
diferentes solucdes. Apos este periodo, as solucdes foram filtradas e as amostras dos
filmes foram pesadas para a obtencédo de sua massa final. A porcentagem de perda
de massa foi obtida conforme a Equacéo 4, em que w; € a massa inicial (g) e wr € a

massa final (g).

W; _Wf

Perda de massa (%) = x 100 (4)

L
3.2.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

Com o objetivo de avaliar a degradacéo térmica do 6leo essencial de capim-
limdo puro e das quatro formulacdes de filmes de amido de milho, foi realizada a
analise termogravimétrica (TGA) utilizando um analisador térmico (Perkin Elmer TGA,
EUA) no IFRS — Campus Farroupilha. Os testes foram conduzidos em atmosfera de
nitrogénio (50 mL/min) com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de

temperatura de 30 a 800 °C.

3.2.3.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o intuito de verificar as interagfes das diferentes concentracfes do 6leo

essencial de capim-liméo nos filmes de amido, utilizou-se a Espectroscopia de
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Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). O ensaio foi realizado em
espectrofotometro (Perkin Elmer FTIR, EUA), empregando a técnica de refletancia
total atenuada (ATR) no IFRS — Campus Farroupilha. Os espectros foram registrados
na faixa de regido entre 4000 e 500 cm™ com uma resolugdo de 4 cm™ e 16

varreduras.

3.2.3.7 Analise microbiolégica

A atividade antimicrobiana dos filmes contra Salmonella enterica e Escherichia
coli foi determinada pelo Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (Santo
André — SP), através do teste de difusdo em disco, realizado em triplicata. A
suspensao das cepas padrao bacterianas isoladas foi preparada com turbidez padrao
de 0,5 de McFarland, correspondendo a uma concentragcdo padrao de
1,5 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de col6nia por mililitro). Essas cepas foram
utilizadas para contaminar placas com agar Mueller-Hinton (KASVI). As amostras dos
filmes Branco, C1, C2 e C3, que apresentavam diametros de 10 mm, foram

adicionadas nas placas, inoculadas e incubadas em estufa a 37 °C por 24 h.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRAGCAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DO OEM E OECL

A CIM e CBM dos dleos essenciais de melaleuca e de capim-limdo foram
determinadas com o intuito de definir o OE a ser utilizado e sua concentracéo
apropriada, a fim de fornecer propriedades antibacterianas ao filme de amido. A
avaliacdo do crescimento das bactérias ocorreu através da deteccao de turbidez nas
diferentes concentracdes de OE testadas (Silva et al., 2021). As solucdes de cada um
dos 6leos essenciais, em diferentes concentracfes, foram adicionadas em placas de
Petri contendo os microrganismos. Os resultados dos ensaios em duplicata sao
apresentados na Figura 21 e na Tabela 10 para o OEM e na Figura 22 e Tabela 11
para o OECL.

A CIM se trata do po¢o com a menor concentracao que inibe o desenvolvimento
da bactéria e foi indicada por circulos amarelos. Por outro lado, a CBM é o poco que
se refere a menor concentracdo que é capaz de matar completamente a bactéria e foi
indicada por circulos vermelhos.

Conforme observado na Figura 21 e Tabela 10, o OEM foi eficaz contra a
Salmonella enterica e a Escherichia coli, porém foi incapaz de inibir e de matar a

bactéria Staphylococcus aureus.

Figura 21 — CIM (circulos amarelos) e CBM (circulos vermelhos) do OEM, apos 24h,
contra S. enterica (A), E. coli (B) e S. aureus (C).

Fonte: Autora (2024).
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Tabela 10 — CIM e CBM do 6leo essencial de melaleuca contra as bactérias S.
enterica, E. coli e S. aureus.

Bactéria CIM (%) CBM (%)
Salmonella enterica subsp.
Enterica serovar 0,39 0,78
Choleraesuis ATCC 10708
Escherichia coli ATCC 11229 0,39 0,78
Staphylococcus aureus

N&o houve inibicao N&o houve inibicao
ATCC 6538

Fonte: Autora (2024).

Os autores Sakkas et al. (2018) testaram os valores de CIM e CBM de diversos
Oleos essenciais contra a bactéria S. aureus. O OEM conseguiu inibir a bactéria com
valores de 0,25% (v/v) e elimina-la com uma concentragéo de 4,0% (v/v). No entanto,
os principais constituintes do OEM utilizado no estudo sé&o terpinen-4-ol e p-cimeno,
diferentemente do OEM do presente estudo, em que 0s constituintes majoritarios séo
terpinen-4-ol (36,13%) e y-terpineno (23,44%).

De acordo com Silveira et al. (2019), o mecanismo antibacteriano se deve
principalmente ao composto terpinen-4-ol. Este principal constituinte do OEM é capaz
de danificar a membrana plasmatica das bactérias, levando a disfuncdo e morte
celular. No entanto, segundo Marchese et al. (2017), o p-cimeno apesar de né&o
apresentar alta atividade antibacteriana, pode potencializar a acdo de outros agentes
antibacterianos, como o terpinen-4-ol.

De acordo com a Tabela 10, a CIM e CBM, para a bactéria E.coli foram de
respectivamente, 0,39 e 0,78% (v/v). Nguyen et al. (2023), encontraram um valor de
CBM de 0,5% (v/v) para a mesma bactéria com um OEM constituido majoritariamente
de terpinen-4-ol (42,59%), a-terpineno (9,12%) e y-terpineno (20,10%), os mesmos 3
principais componentes do OEM do presente estudo. Outras pesquisas corroboram a
eficacia do OEM contra a E. coli, assim como Silva (2019) e Liu et al. (2020), com a
variacdo do principal componente antibacteriano, terpinen-4-ol, variando de 43,1 a
37,29%, respectivamente.

Neste estudo, para a bactéria S.enterica, a CIM e CBM foram de

respectivamente, 0,38 e 0,78% (v/v), conforme indicado na Tabela 10. Vérias
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pesquisas, como as de Mazzarrino et al. (2015) e Kiymaci et al. (2023), reforcam a
eficacia antibacteriana do OEM contra essa bactéria.

Puvaca et al. (2021) utilizaram um 6leo essencial de melaleuca com o terpinen-
4-ol como principal composto (38,53%), de composicdo semelhante ao OEM do
presente estudo. Os autores observaram um efeito antibacteriano significativo contra
bactérias gram-negativas, como E. coli, S. Typhi e C. koseri, enquanto ndo houve
inibicdo contra a bactéria gram-positiva S. aureus. De maneira similar, 0 OEM da
marca doTERRA também demonstrou maior eficacia contra bactérias gram-negativas,
como S. enterica e E. coli, em contraste com seu desempenho limitado contra
bactérias gram-positivas, como S. aureus.

Em contrapartida, conforme observado na Figura 22 e Tabela 11, o OECL foi
eficaz contra todas as cepas bacterianas: Salmonella enterica, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, tendo menores valores de CIM e CBM para a bactéria gram-

positiva.

Figura 22 — CIM (circulos amarelos) e CBM (circulos vermelhos) do OECL, apés
24h, contra S. enterica A), E. coli (B) e S. aureus (C).

Fonte: Autora (2024).

Tabela 11 — CIM e CBM do 6leo essencial de capim-liméo contra as bactérias S.
enterica, E. coli e S. aureus.

Bactéria CIM (%) CBM (%)
Salmonella enterica subsp.
Enterica serovar 3,125 6,25
Choleraesuis ATCC 10708
Escherichia coli ATCC 11229 0,195 0,39
Staphylococcus aureus
0,097 0,195
ATCC 6538

Fonte: Autora (2024).
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O OECL do presente estudo possui 40,37% de geranial e 29,72% de neral, que,
segundo Adukwu et al. (2016), sdo os principais constituintes antibacterianos e juntos
formam o citral. Os mesmos autores obtiveram resultados semelhantes de CIM e CBM
para a bactéria S.aureus de 0,06 e 0,13% (v/v), respectivamente, com um OECL
constituido de 50,51% de geranial e 38,49% de neral. Resultados concordantes foram
obtidos por Gao et al. (2020).

Antara et al. (2013) testaram um OECL constituido majoritariamente de geranial
(37,85%) e citral (27,93%) contra as bactérias E.coli e S.aureus, tendo valores de CIM
de 1,0 e 0,8% (v/v), respectivamente. A menor eficacia antibacteriana observada, em
comparacao com o presente estudo, pode ser atribuida a concentracao reduzida de
geranial e neral no Oleo utilizado por Antara et al. (2013) em relacdo ao OECL deste
estudo. Carvalho et al. (2015) destacam que pequenas variagdes na composicao
guimica do Oleo essencial podem influenciar significativamente sua atividade
antimicrobiana.

Silva et al. (2017) avaliaram o 6leo essencial de capim-liméo contra diversas
bactérias que afetam tartarugas de estimacdo, incluindo S. enterica. O 0Oleo utilizado
continha 86% de citral, e os autores relataram valores de CIM e CBM de 0,125% (v/v)
para ambos. A maior eficacia observada pode ser explicada pela alta concentracéao
de citral, resultando em concentracdes significativamente menores para inibir o
crescimento bacteriano, conforme apresentado na Tabela 11, em comparacao ao 6leo
do presente estudo (70,09%).

De maneira semelhante a este trabalho, Kang e Song (2018) verificaram que o
OECL apresentou maior atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas,
com menores valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) em comparacao com
as bactérias gram-negativas testadas. Esse estudo esta alinhado com as observacfes
de Gutierrez-del-Rio, Fernandez e Lombd (2018) e de Antara et al. (2013) que indicam
uma tendéncia de resposta mais eficaz do OECL contra bactérias gram-positivas em
relacdo as gram-negativas.

As analises foram realizadas para patdogenos alimentares devido a possivel
aplicacao dos filmes de amido incorporados com OE em embalagens alimenticias, o
gue exige acdo antibacteriana eficaz contra patdgenos alimentares comumente
associados a infec¢des bacterianas no organismo humano. Com base nos resultados
descritos, escolheu-se preparar filmes de amido com concentrages de OECL de

1,6%, 3,2% e 6,3% em massa (calculado em base seca de amido), visando avaliar 0s
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efeitos de diferentes concentracdes de OE nos filmes. O 0Oleo essencial de capim-

lim&o foi escolhido por sua eficacia contra todas as bactérias testadas.

4.2 TEOR DE UMIDADE DO AMIDO DE MILHO

O amido de milho utilizado apresentou teor de umidade médio de
12,18 + 0,09%, valor préximo ao indicado no boletim técnico do produto (<14%). De
acordo com Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 711 de 1° de julho de 2022,
€ permitida a umidade maxima de 15% (g/100g) para amido de cereais, farelos e

farinhas. Sendo assim, os valores obtidos na analise estdo dentro do padréo.

4.3 ESPESSURA E ASPECTO VISUAL

O controle da espessura dos filmes é importante para avaliar a uniformidade,
repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade das comparacdes entre
os filmes (Oliveira, 1996). De acordo com Silva (2011), manter um padrdo de
espessura nos filmes € desafiador devido ao processo de casting. Nesse processo,
os filmes sé@o secos em suportes que, se nao forem perfeitamente planos, resultam
em filmes com espessuras desiguais. Além disso, a espessura final pode variar
conforme a quantidade de massa utilizada em cada placa.

A espessura dos filmes de amido variou de 0,290 a 0,310 mm e a incorporacao
de 1,6%, 3,2% e 6,3% de OECL quando comparado ao filme de amido sem 6leo néao
afetou significativamente a espessura dos filmes resultantes (p > 0,05). As espessuras

referentes a cada um dos filmes estéo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Espessura dos diferentes tipos de filmes.

Cadigo Espessura (mm)*

Branco 0,3102+ 0,033
C1l 0,2902 + 0,012
C2 0,2902 + 0,024
C3 0,3002 £ 0,031

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Autora (2024).
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Dessa forma, pode-se afirmar que os resultados foram satisfatorios, uma vez
gue apresentaram variacdo superficial insignificante, demonstrando a homogeneidade
dos filmes formados. Segundo Silva et al. (2019), flmes que apresentam espessura
variada em um mesmo lote, podem comprometer o desempenho funcional da
embalagem.

Atualmente, ndo ha uma legislacao especifica que determine valores exatos de
espessura para filmes de amido, especialmente no contexto de filmes biodegradaveis.
Wang et al. (2021) desenvolveram filmes de amido incorporados com OE de
Zanthoxylum bungeanum e obtiveram filmes de espessura de 0,285 + 0,05 mm. De
modo semelhante, Perdana et al. (2021) incorporaram OECL em filmes de amido de
mandioca com diferentes concentracbes (1%, 1,5% e 2%) e nado observaram
influéncia do Oleo na espessura dos filmes (0,260 + 0,01 mm).

De acordo com Ferreira (2014), a concentracdo das matérias-primas utilizadas
pode influenciar a espessura dos filmes formados, uma vez que solugdes mais
viscosas tendem a gerar filmes mais espessos. No entanto, o principal fator
responsavel pela variacdo na espessura entre os filmes, no método casting, € a
guantidade da solucéo filmogénica adicionada a placa.

Uma das propriedades mais importantes de um filme esta relacionada a sua
aparéncia, que pode ser avaliada por meio de observacdes visuais e tateis. Segundo
Castro (2020), o filme deve apresentar uma superficie continua e homogénea, sem
fissuras, particulas insolUveis ou poros abertos apos o processo de secagem. Além
disso, a coloracdo deve ser uniforme, sem areas com tonalidades mais escuras ou
mais claras.

Todas as formulacbes dos filmes preparadas apresentaram superficies sem
rupturas ou fraturas apos a secagem, e mostraram-se homogéneas, isentas de bolhas
e particulas insoluveis. Em relacdo as caracteristicas de manuseio, todos os filmes
foram facilmente removidos das placas de Petri de poliestireno apds a secagem, sem
risco de rupturas, conforme ilustrado na Figura 23.

Os filmes de amido de milho contendo OECL apresentaram cor ligeiramente
mais amarelada a medida que os niveis de 6leo essencial foram aumentados, embora
a transparéncia tenha sido mantida. Todos os filmes apresentaram brilho, boa
transparéncia e o aroma caracteristico do capim-limdo nas formulagbes que
continham o 6leo, enquanto a formulacdo sem 6leo permaneceu inodora. Ademais, 0s

filmes de amido de milho se mostraram mais brilhantes e lisos no lado em contato com
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a placa de Petri durante a secagem, em comparacdo com o lado exposto ao ar,

conforme observado por Basiak, Lenart e Debeaufort. (2018) e por Castro (2020).

Figura 23 — Aspecto visual dos filmes de amido em fundos branco e preto: (B)
Branco, (C1) 1,6% de OECL, (C2) 3,2% de OECL e (C3) 6,3% de OECL.

Fonte: Autora (2024).

Assim como obtido neste estudo, Ghasemlou et al. (2013) constataram que
todos os filmes preparados a base de amido de milho apresentaram superficie
homogénea, boa transparéncia e brilho, sem bolhas e auséncia de particulas
insoluveis e de fraturas, apresentando um leve amarelamento nos filmes contendo

Oleo essencial de Zataria multiflora e Mentha pulegium.

4.4 ABSORCAO DE AGUA

O amido é um biopolimero hidrofilico composto por duas fracdes principais:
amilose e amilopectina, ambas ricas em grupos hidroxila (-OH) que formam pontes de
hidrogénio com moléculas de agua, facilitando sua absorgéo pela matriz do filme. No
entanto, a incorporagcdo de 6leos essenciais, geralmente compostos por moléculas
hidrofobicas como terpenos, modifica essa interagdo (Zinoviadou; Koutsoumanis;
Biliaderis, 2009).

Segundo Ardjoum et al. (2023), os compostos hidrofébicos do 6leo se
dispersam na estrutura do filme, criando barreiras que dificultam a penetracdo da

agua, reduzindo a interacdo entre as moléculas de agua e os grupos hidrofilicos do
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amido, 0 que resulta em uma menor absor¢cdo de agua. A Figura 24 apresenta 0s
resultados de absor¢cdo de agua dos filmes de amido de milho incorporados com
OECL.

Figura 24 — Absorcédo de agua dos filmes.
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Fonte: Autora (2024).

Entre os filmes analisados, o filme branco, sem adicdo de OECL, apresentou
a maior absorcdo de agua, com um valor de 90,29 = 4,67%. O filme C1, contendo
1,6% de OECL, apresentou uma absorcéo de 83,09 + 3,70%, seguido pelo filme C2,
com 3,2% de OECL, que absorveu 78,40 £ 1,19%. O filme C3, com a maior
concentracdo de OECL (6,3%), teve a menor absorcdo de agua, registrando
69,05 + 2,60%. Além disso, observou-se que todos os filmes mantiveram sua
integridade apos o teste de absorcdo de agua.

De acordo com Martins et al. (2021), a adicdo do Oleo essencial aumenta
diretamente o carater hidrofébico da matriz polimérica dos filmes. Desta forma, como
observado pela Figura 24, os filmes contendo 6leo essencial absorveram menos agua,
com essa absorcdo sendo inversamente proporcional a concentracdo de Oleo
essencial adicionada ao filme. Portanto, a medida que a concentracdo de Oleo
essencial aumentou, observou-se uma reducdo na absorcdo de agua durante os

ensaios (Zinoviadou; Koutsoumanis; Biliaderis, 2009; Pires et al., 2011). Estudos
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como os de Ardjoum et al. (2023), Chenchen et al. (2020) e Al-Hashimi et al. (2020)
consolidam estes resultados.

Suput et al. (2016) desenvolveram filmes de amido de milho com diferentes
concentracdes de 6leo essencial de orégano. O filme sem a adicdo de 6leo essencial
apresentou uma absorcao de dgua de 231 + 2%. Com a incorporacao de 1% de dleo
essencial, a absor¢ao foi reduzida para 156 + 1%, enquanto a adicdo de 2% resultou
em uma absorcéo de 118 + 1%.

De acordo com Fan et al. (2024), a quantidade de absorcao de agua em filmes
de amido com 6leo essencial é influenciada por diversos fatores, relacionados tanto a
natureza do amido quanto a composicao e estrutura do filme apds a incorporacéo do
Oleo. Esses fatores afetam diretamente a capacidade do filme de reter ou repelir agua,
0 que é fundamental para aplicagcbes em embalagens biodegradaveis e outros usos
em que as propriedades de barreira a umidade séo importantes.

Por exemplo, a presenca de plastificantes, pode aumentar a absorcao de agua,
pois eles aumentam a flexibilidade e a mobilidade das cadeias de amido, facilitando a
entrada de agua na matriz do filme (Lima et al, 2007). Malafatti et al. (2021)
observaram gue a presenca de plastificantes aumentou a espessura e a retencéo de

agua, bem como a solubilidade.

4.5 SOLUBILIDADE

De acordo com Fakhouri et al. (2007), determinar a solubilidade é um parametro
de grande importancia e pode indicar a aplicacao dos filmes formados. Embalagens
com alta solubilidade em agua podem ser desejaveis em alguns casos, como
embalagens usadas para alimentos pré-preparados, de modo que durante a
preparacdo a embalagem possa ser solubilizada juntamente com o alimento. No
entanto, para aplicacbes em alimentos com alto teor de umidade, sédo indicadas
embalagens com baixa solubilidade em &agua, para que a embalagem proteja o
alimento e ndo se degrade devido ao contato com agua (Martins et al., 2021).

Pires et al. (2011) elucidam que a adi¢cao de 6leo essencial reduz a absorcéo
de 4gua pelos filmes, consequentemente reduzindo a solubilidade. Os resultados da

analise de solubilidade do presente estudo podem ser vistos na Figura 25.
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Figura 25 — Solubilidade dos filmes.
40

T
T

35 1

30 ~

[

25 -

20

Solubilidade (%)

Branco C1 C2 C3
Filme

Fonte: Autora (2024).

Assim como no teste de absorcdo de agua, observou-se uma tendéncia clara
de que, a medida que a concentracdo de 6leo essencial nos filmes aumenta, a
solubilidade diminui. O filme branco, sem adicdo de OECL, apresentou a maior
solubilidade, com um valor de 37,24 + 0,59%. O filme C1, contendo 1,6% de OECL,
teve uma solubilidade de 32,79 £ 1,36%, seguido pelo filme C2, com 3,2% de OECL,
gue apresentou solubilidade de 29,44 £ 0,46%. O filme C3, com a maior concentracao
de OECL (6,3%), registrou a menor solubilidade, com 25,79 + 0,81%.

Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Ghasemlou et al. (2013),
gue também observaram uma reducdo na solubilidade em filmes de amido de milho
com a incorporacado de 6leo essencial de Mentha pulegium. Com a adi¢do de 1% v/v
de 6leo essencial, a solubilidade em agua foi reduzida para 23,18 + 1,65%, enquanto
a adicdo de 3% v/v resultou em uma solubilidade ainda menor, de 19,55 + 0,78%. O
filme controle, sem a adicdo de Oleo essencial, apresentou uma solubilidade de
27,88 + 2,01%.

4.6 DEGRADACAO EM MEIO ACIDO, ALCALINO E SALINO

Segundo Behera, Mohanta e Thirugnanam (2022), o teste de efeito alcalino,

acido e salino verifica a resisténcia do filme a acdo quimica do meio, o que é
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importante para possivel aplicagdo em embalagens de alimentos, sendo fundamental
para avaliar a estabilidade e a durabilidade desses materiais em diferentes condi¢des
ambientais e de uso. No entanto, ndo foram encontrados estudos de filmes de amido
incorporados com 0leo essencial avaliando este pardmetro na literatura.

A seguir, na Figura 26, estdo as amostras de cada tipo de filme antes das 48 h
do teste de degradacéo nos meios &cido, alcalino e salino. Apds este tempo, pode-se

observar como cada filme respondeu a cada meio quimico através da Figura 27.

Figura 26 — Amostras dos filmes antes da etapa de degradacao.

Fonte: Autora (2024).

Figura 27 — Amostras dos filmes ap0s a etapa de degradacao: 1 — meio acido; 2 —
meio alcalino; 3 — meio salino.

Fonte: Autora (2024).

A partir da analise visual, nota-se que os filmes de amido submersos em
solucbes de acido acético (1) e cloreto de soédio (3) exibiram uma aparéncia

‘envergada”, especialmente na formulacdo sem Oleo essencial (Branco) e na
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formulagdo com menor concentracdo de 6leo essencial (C1). Com o aumento da
concentracdo de OECL, observou-se que os filmes submersos nas solugdes &cida (1)
e salina (3) apresentaram uma aparéncia progressivamente mais uniforme, sem a
envergadura nas pontas do filme.

Em relagcéo ao efeito alcalino, observou-se que todas as formulagdes néo se
mostraram resistentes a este meio, evidenciada pelo inchaco dos filmes. Resultado
semelhante foi observado em estudo de Oliveira et al. (2023), ao produzirem filmes
de amido de milho reforgcados com nanocristais de celulose.

Uma possivel explicagdo para o inchago dos filmes na presenca de hidroxido
de sédio (NaOH), de acordo com Behera, Mohanta e Thirugnanam (2022), € a ruptura
das ligacbes de hidrogénio devido a sua natureza altamente alcalina, que facilita a
dissociacado das moléculas de agua e a interacdo com substratos polares. O NaOH
rompe as ligagbes de hidrogénio entre as moléculas de amido, causando o
relaxamento da estrutura do polimero. Isso permite que as moléculas de agua
penetrem com mais facilidade, resultando no inchaco do filme. Por conta do estado
final das amostras submersas em solugcdo alcalina, ndo foi possivel realizar a
pesagem final, pois, ao retirar as amostras da submerséo, houve muita perda massa
durante o processo por estarem extremamente sensiveis.

A seguir, na Figura 28 estao relatadas as perdas de massa que ocorreram no
processo de submersdo das amostras nos meios acido e salino, respectivamente.
Corroborando com o que foi observado visualmente, notou-se que a perda de massa
das amostras em solucdo acida foi mais acentuada naquelas sem 6leo essencial
(Branco), apresentando uma perda final de 36,97 = 1,98%. Para a concentracdo de
1,6% de OECL (C1), a perda foi de 32,02 + 1,59%, seguida por 29,49 + 1,96% na
concentracdo de 3,2% de OECL (C2). A menor perda de massa ocorreu com a maior
concentracdo de 6leo essencial (C3), 6,3%, resultando em 27,97 + 1,14%.

Uma possivel explicacdo de acordo com Farias (2016) € que os Oleos
essenciais podem atuar como uma barreira fisica, dificultando a penetracédo de agua
e acidos no interior da matriz do amido. Dessa forma, reduzindo a exposicdo das

cadeias de amido ao acido e, portanto, diminuindo a degradacéo por hidrélise.
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Figura 28 — Degradacdo em meio acido (A) e em meio salino (B).
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Fonte: Autora (2024).

Conforme observado na Figura 28, os filmes de amido permaneceram integros
e estaveis na solucdo salina. O filme sem Oleo essencial (Branco) apresentou uma
perda de massa ligeiramente maior em comparacdo aos demais, com uma reducao
de 19,01 £ 1,77%. O filme com 1,6% de OECL (C1) apresentou uma perda de 17,97
+ 159%, seguido pelo fime com 32% de OECL (C2), com
17,56 £ 1,52%. O filme com a maior concentracdo de 6leo essencial, 6,3% (C3),
apresentou a menor perda, com 17,25 + 1,56%. Segundo Farias (2016), os 6leos
essenciais por serem hidrofébicos tendem a criar uma barreira para a absorcdo dos
filmes em meio aquoso. Essa € uma provavel explicacdo para a ligeira diferenca entre
a perda de massa de cada tipo de filme.

De acordo com Zortéa et al. (2024), os filmes de amido podem durar até 45 dias

em meio salino semelhante ao mar. Segundo o0s autores, a capacidade de degradacao
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dos biofilmes representa uma alternativa promissora para substituir polimeros
convencionais por materiais mais sustentaveis, que se decomponham mais
rapidamente em ambientes salinos. Esse aspecto é crucial para reduzir a poluicdo

plastica nos oceanos, ajudando a proteger os ecossistemas marinhos.

4.7 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise térmica fornece informacgdes essenciais sobre a temperatura maxima
gue uma embalagem pode suportar sem comprometer sua integridade, ajudando a
determinar as condi¢Oes ideais para embalar os alimentos de forma segura e eficiente
(Syafig; Sapuan; Zuhri, 2021).

As curvas de TGA e DTG, apresentadas na Figura 29, evidenciam que todos
os filmes produzidos exibiram perfis de decomposic¢édo térmica similares. As curvas de
TGA obtidas apresentam eventos térmicos sobrepostos, conforme ficou evidenciado
pelas curvas DTG, onde foi possivel verificar que a decomposi¢cdo ocorreu em dois
estagios. As principais informacdes estdo apresentadas na Tabela 13.

Na curva do 6leo essencial de capim-liméo foi observado apenas um evento de
perda de massa, entre 50 e 230 °C, com velocidade maxima de degradacdo na
temperatura de 206,2 °C. Esse evento esta associado a completa volatilizacdo de
seus diferentes constituintes (Oliveira, 2023). Silva et al. (2023) também realizou a
TGA para o OECL e obteve temperatura maxima de degradacédo de 210 °C.

Nas condicOes do teste, o primeiro evento de perda de massa para os filmes
ocorre entre 100 e 190 °C, devido a evaporacao gradual da agua residual, que
apresenta interacdes mais fracas com o amido (Teran et al., 2024). No entanto, ndo
se observa uma maior degradacdo proxima a temperatura de pico do OECL
(206,2 °C).

De acordo com Perdones, Chiralt e Vargas (2016), a ndo observacdo de
degradacdo na temperatura maxima de degradacdo do OE pode indicar que a maior
parte dos compostos do OE nédo ligados a matriz de amido evaporou durante a etapa
de secagem do filme pelo efeito de destilacéo a vapor associado a evaporacdo. Dessa
forma, conforme a agua se transforma em vapor, ela arrasta junto os compostos
volateis do 6leo essencial, fazendo com que sua evaporacao ocorra antes mesmo do

filme ser exposto as temperaturas elevadas da andlise térmica (Sullca et al., 2018).
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Figura 29 — Gréficos TGA (a) e DTG (b) para o 6leo essencial (OECL) e para 0s

filmes estudados.
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Fonte: Autora (2024).

Tabela 13 — Principais resultados da degradacéo térmica para os filmes estudados.
Temperatura de degradacéo (°C)

Amostra  Tpico (°C) Massa residual (%)
Ts% Ta0% Ta5% Ts0%
OECL 206,2 124,7 144,21 1709 193,6 0,01
Branco 328,3 108,8 168,1 303,2 325,3 4,16
C1l 328,5 109,9 169,7 303,7 3255 5,09
C2 329,4 110,3 170,0 303,9 326,0 5,20
C3 331,5 127,9 186,7 3053 327,8 5,62

Fonte: Autora (2024).

Através da Tabela 13 e da aproximacéo feita na Figura 29, observa-se que, no
primeiro estagio (5 a 10% de perda de massa), as maiores temperaturas de
degradacéao correspondem ao filme com maior teor de OECL (6,3%). Isso € atribuido
a natureza lipidica do 6leo essencial, que contribui para a reducéo do teor de umidade,
aumentando a estabilidade térmica dos filmes e prevenindo a degradacéo precoce,
resultando em maior durabilidade (Teran et al., 2024; Duarte, 2020). No entanto, nas
menores concentracdes de OECL (1,6 e 3,2%) essa diferenca € muito sutil.
Resultados semelhantes foram registrados por Castro (2020) que afirma que a baixa
concentracdo testada de OE de canela (2 e 3%) nao influenciou na estabilidade
térmica dos filmes.

Apdbs o primeiro estagio, todos os filmes apresentaram estabilidade térmica,

mantendo sua massa praticamente inalterada até 250°C. J& no segundo estagio de
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degradacdo para os filmes de amido, correspondente a maior perda de massa entre
250 °C e 400 °C, é referente ao processo de evaporacgao do glicerol presente no filme.
No entanto, este estigio deve-se principalmente a decomposicdo da amilose e
amilopectina no amido (Mendes et al, 2020), que, quando encontrado isoladamente,
apresenta um pico DTG simétrico em torno de 321 °C (Teran et al., 2024).

Ademais, no segundo estagio de perda de massa, a Tabela 13 mostra as
temperaturas que cada filme alcancou ao atingir degradacgdes de 25 e 50%. Nesses
pontos, ndo se observam mais diferencas significativas nas temperaturas de
degradacao, fenbmeno também reportado por Castro (2020). Por isso, através de
termogravimetria (TGA) e da derivada destes valores (DTG) ndo foi possivel
determinar de forma clara a eficiéncia de incorporacdo do 6leo essencial de capim-
liméo nos filmes de amido de milho, atraves da anéalise da temperatura de degradacéao.
Porém, o aumento da massa residual com a adicdo de OECL indica que os
componentes do 6leo essencial permaneceram no filme, possivelmente devido a
retencdo de compostos durante a decomposicao térmica (Zhou et al., 2021).

Resultados semelhantes aos deste estudo foram observados por Zhou et al.
(2021). A curva de DTG mostrou que, comparado ao filme sem oleo essencial de
canela, o filme com 1,5% de OE apresentou maior massa residual, juntamente com

um aumento na temperatura maxima de perda de massa.

4.8 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A caracterizacdo dos filmes de amido por Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) teve como objetivo evidenciar a presenca de grupos
funcionais que estédo presentes na estrutura dos filmes. Em especial, a presenca do
Oleo essencial de capim-limao, que pode ser avaliada através da comparagdo com a
analise do 6leo essencial puro, permitindo verificar sua incorporacédo nos filmes. Os
espectros FTIR sdo Uteis para investigar a miscibilidade dos componentes dos filmes
(Queiroz, 2022).

Na Figura 30, sdo mostrados os espectros de cada tipo de filme e do dleo
essencial de capim-limao puro, indicando quais séo as bandas presentes na amostra

de acordo com a transmitancia e o comprimento de onda.
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Figura 30 — Espectro FTIR nos filmes de amido sem 6leo essencial (Branco), 1,6%
OECL (C1), 3,2% OECL (C2), 6,3% OECL (C3) e do OECL puro.
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Fonte: Autora (2024).

As principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes de amido
estdo relacionados as suas caracteristicas moleculares, especialmente os grupos
funcionais presentes na estrutura do amido. O espectro de FTIR exibiu uma banda
intensa em 3291 cm™, atribuida as vibracdes de estiramento das ligacbes O-H, que
sdo indicativas das interacdes de hidrogénio no material, como por exemplo, a
presenca de agua nos filmes (Basiak; Lenart; Debeaufort, 2018). Além disso, de
acordo com Luchese (2018) e Torres et al. (2011), essa banda é mais intensificada
pela adicao dos plastificantes, como o glicerol (C3HgO3) e sorbitol (CsH1406).

Outra banda importante apareceu em 2928 cm™, caracteristica da deformacao
axial de ligacdes C-H do anel (Queiroz, 2022). As bandas em 1150 e 995 cm™
representam um conjunto de bandas associadas as vibracbes C-O-C e C-O-H, que
refletem a estrutura glicosidica do amido, sendo estas bandas caracteristicas dos
polissacarideos (Torres et al.,, 2021). A banda em 928 cm™ indica vibracdes do
esqueleto da glicose, associadas a conformacgdes helicoidais, ligadas ao estado
amorfo. Ja a banda em 860 cm™ esta relacionada as vibracdes C-H fora do plano,
indicativas de formas cristalinas (Basiak; Lenart; Debeaufort, 2018).

O o6leo essencial de capim-limdo é majoritariamente composto por neral e

geranial, que apresentam como grupos caracteristicos aldeidos e alcenos. Por meio



72

da andlise dos espectros FTIR do OECL puro, pode-se notar as trés bandas
identificadas em 2965, 2915 e 2858 cm™ atribuidas as vibra¢des de deformacéo axial
da ligacdo C—H em moléculas alifaticas (Antonioli, 2019). A banda com absor¢édo em
1672 cm™ ¢é tipica da vibracdo de deformacdo axial da ligagdo C=0O de aldeidos
a,B-insaturados, refletindo a estrutura conjugada presente no neral e no geranial (Silva
et al., 2023).

Jé a banda localizada em 1632 cm™ esta associada a ligacdo C=C (Antonioli,
2019). As bandas de intensidade média em 1443 e 1377 cm™ referem-se as ligacdes
-CH (Silva et al, 2023). Ja as bandas entre 1195 e 1106 cm™ estao relacionadas as
ligacdbes C-O de &lcoois e acidos carboxilicos, que fazem parte de alguns dos
compostos minoritarios encontrados no oleo essencial de capim-lim&o (Antonioli,
2019).

A seguir, na Figura 31, é apresentada uma aproximacao das areas destacadas
na Figura 30 por meio de retangulos pontilhados. O objetivo € permitir uma analise
mais detalhada das bandas caracteristicas de cada formulacdo, facilitando a
comparacao e interpretacdo dos resultados.

Na Figura 31 — 1, os espectros FTIR sdo apresentados na faixa de 3000 a
2880 cm™. Como mencionado anteriormente, essa faixa esta associada as vibracdes
de estiramento C-H nos anéis de glicose do amido (Queiroz, 2022). No entanto,
observa-se que, com o0 aumento da concentracdo de 0Oleo essencial de capim-liméao
nos filmes, a intensidade das bandas também aumentou. Esse incremento reflete as
vibracdes de deformacao axial da ligacdo C—H em moléculas alifaticas presentes no
0leo essencial, confirmando, assim, a efetiva presenca do OE nos filmes (Antonioli,
2019).

Corroborando com isso, a Figura 31 — 2, demonstra os espectros FTIR na faixa
de 1800 a 1500 cm™. Neste intervalo, esta a banda mais forte do OECL, em
1672 cm™, absorcao tipica da vibracdo de deformacéo axial da ligacdo C=0 que
reflete a estrutura conjugada presente no citral (Silva et al., 2023). Dessa forma, pode-
se notar a presenca deste componente nos filmes incorporados com 6leo essencial,

novamente, de forma proporcional a quantidade de OECL adicionada ao filme.
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Figura 31 — Areas destacadas da analise FTIR.
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Ja na Figura 31 — 3, pode-se observar de forma sutil a presenca dos compostos
minoritarios do Oleo essencial de capim-lim&o, como linalol, citronelol, nerol, geraniol
e acido geranico, nos filmes incorporados com OECL. Esses compostos sao
identificados pela absorcdo na faixa de 1400 a 1240 cm™, correspondendo as
vibragdes das ligacdes -CH de grupos metilicos (-CH3) e metilénicos (-CH,-), além de
vibracdes de estiramento C-O associadas a alcoois ou ésteres, que sao frequentes
em compostos terpenoides (Antonioli, 2019).

A fim de verificar a homogeneidade dos filmes de amido incorporados com 6leo
essencial, foram analisados trés pontos aleatorios de cada amostra para examinar a
distribuicdo dos componentes quimicos, com foco especial na avaliacdo da
distribuicdo do 6leo essencial de capim-limao. A Figura 32 apresenta 0s espectros
para cada filme contendo 6leo essencial, permitindo uma comparacao direta entre as
diferentes areas do filme, dessa forma, verificando a uniformidade da incorporacdo do
Oleo essencial.

A partir da Figura 32, observa-se que ha uma boa homogeneidade nos trés
tipos de filmes. Isso assegura que o 6leo essencial esta distribuido de forma uniforme
em toda a matriz do filme, o que é fundamental para garantir a consisténcia nas

propriedades esperadas. A falta de homogeneidade pode comprometer a
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reprodutibilidade dos resultados em experimentos ou aplicagcdes industriais, afetando,

assim, a confiabilidade e a eficacia dos filmes (Miguel, 2023).

Figura 32 — FTIR para verificar a homogeneidade do OE nos filmes: C1) 1,6% OECL;

C2) 3,2% OECL; C3) 6,3% OECL.
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4.9 ANALISE MICROBIOLOGICA

Comprimento de onda (cm’™)

T
1000

Os resultados das analises indicaram que nenhuma das formulacdes

apresentou capacidade de inibir o crescimento das bactérias testadas. Como

mostrado na Figura 33, ndo foi observado halo de inibicdo ao redor dos filmes em

nenhuma das amostras analisadas. No entanto, durante a realizacdo das analises

microbiolégicas, foram encontradas algumas dificuldades para manter os filmes

adequadamente posicionados na solucdo de agar. Em alguns casos, os filmes

acabaram se curvando, o que pode ter influenciado nos resultados obtidos.
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Figura 33 — Andlise microbioldgica dos filmes para as bactérias Salmonella enterica
e Escherichia coli.

S. enterica E. coli

Fonte: Autora (2024).

Vérios estudos investigaram a incorporacdo de 6leos essenciais em filmes a
base de amido para potenciais aplicacbes antimicrobianas em embalagens de
alimentos. No entanto, nem todas as tentativas resultaram em propriedades
antibacterianas bem-sucedidas.

Araudjo (2014) descobriu que filmes de amido com extrato de propolis ndo
apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli. Resultados
semelhantes foram observados por Sousa et al. (2023b), que desenvolveram filmes
de amido de trigo incorporados com 6leo essencial de eucalipto. Nesse estudo, nédo
houve inibicdo das bactérias S. aureus e E. coli, o que os autores atribuiram a
concentracdo de 0leo essencial utilizada (1,5%), considerada insuficiente para inibir

esses microrganismos.
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Por outro lado, estudos comprovam a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de capim-limao contra diversos microrganismos (Adukwu et al., 2016; Silva
et al., 2020b; Farias et al., 2019). Porém, essas investigacdes utilizaram diferentes
metodologias, predominantemente baseadas em métodos que aplicam o O6leo
essencial diretamente na solucao do filme, apds a gelatinizacdo do amido e adicéao
dos plastificantes.

Neste trabalho, o 6leo essencial de capim-limao esta incorporado ao filme
através do cisalhamento junto ao amido. Com isso, uma possivel explicacdo é que
parte do 6leo essencial ficou fortemente retido na matriz polimérica, o que impediu
sua migracao para a superficie do filme e, consequentemente, o contato necessario

com as bactérias, resultando na auséncia de inibicdo antimicrobiana.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel avaliar a influéncia da incorporacdo de diferentes
concentracbes de Oleo essencial de capim-limdo nas propriedades térmicas,
quimicas, fisicas e antibacterianas de filmes de amido de milho. Os resultados obtidos
confirmaram que a adicdo do 6leo essencial trouxe modificagdes significativas nas
caracteristicas dos filmes, atingindo parte dos objetivos propostos de maneira eficaz.

v Realizou-se uma pesquisa literéria a fim de encontrar 6leos essenciais
pouco estudados com potencial significante na aplicacéo de filmes de amido, entre
eles 0 OEM e o OECL. Através dos resultados dos estudos, o OECL demonstrava
possuir melhor estabilidade térmica e menores valores de CIM e CBM, sendo este 0
escolhido para aplicacao nos filmes de amido de milho.

v A fim de caracterizar os Oleos essenciais abordados no referencial
bibliografico, realizou-se a determinacdo da CIM e CBM de ambos os 0leos. Dessa
forma, foi possivel validar a escolha prévia do OECL pois ele foi eficaz contra todas
as bactérias testadas, ao passo que o OEM nao apresentou eficacia em relacdo a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. Através dos resultados desta
caracterizacao, estabeleceu-se as concentracfes de OECL a serem utilizadas nos
filmes, calculadas com base na massa seca do amido: 1,6%, 3,2% e 6,3%.

v Com todas as matérias-primas definidas, foi desenvolvida uma
metodologia para a incorporacao do OECL em diferentes teores nos filmes de amido.
Essa metodologia consistiu em submeter o amido e o 6leo essencial de capim-limao
em um processo de cisalhamento por meio de um moedor, visando romper as cadeias
de amilopectina e amilose, de modo a melhorar a incorporacéo e a distribuicdo do 6leo
essencial nos granulos de amido.

v A espessura dos filmes variou de 0,290 a 0,310 mm, sem diferenca
significativa entre as formulacfes. Todos filmes apresentaram superficie homogénea,
boa transparéncia e auséncia de particulas insoliveis. Nos filmes incorporados com
OECL, observou-se um leve amarelamento proporcional ao aumento da concentracao
de oleo essencial.

v Os testes de absorcdo de agua e solubilidade indicaram que, com o
aumento da concentracdo de OECL, houve redugdo da absorcdo de agua e da

solubilidade, atribuida ao carater hidrofébico do 6leo.
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v No teste de degradagdo em meio &cido, alcalino e salino nenhuma das
formulacBes foram resistentes ao meio alcalino. No entanto, para os meios 4cido e
salino, os filmes se mostraram resistentes e aqueles contendo OECL exibiram menor
perda de massa final.

v A andlise termogravimétrica revelou que o filme com 6,3% de OECL
apresentou menores temperaturas de degradacado até 10% de perda de massa das
amostras. Além disso, foi observado que a massa residual dos filmes que continham
o0 6leo foi maior.

v A partir da FTIR foi possivel notar a boa homogeneidade dos filmes e a
incorporacao do OECL em todas as formulacdes que o continham.

v E, por fim, a analise microbioléogica demonstrou que nenhuma das
formulagbes apresentou capacidade de inibir o crescimento das bactérias testadas.
Provavelmente, devido a falta de liberacdo do 6leo na matriz de amido.

Em suma, os resultados deste trabalho evidenciam que a incorporacdo do
OECL em filmes de amido de milho promoveu alteracdes significativas nas
propriedades térmicas, quimicas e fisicas dos filmes. No entanto, os resultados
microbiolégicos ndo indicaram atividade antibacteriana. Ainda assim, o estudo
destaca o potencial promissor desses filmes para o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis e funcionalizados, com aplicacfes na industria de embalagens. Os
resultados obtidos abrem novas perspectivas para pesquisas futuras sobre o uso de

biopolimeros e 6leos essenciais em uma variedade de aplicacoes.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este estudo apresentou resultados significativos na anélise de filmes de amido
de milho incorporados com 6leo essencial de capim-limao, mas algumas limitacdes e
oportunidades para melhorias foram identificadas:

v Para aprofundar a exploragéo do potencial do 6leo essencial de capim-
limdo em diferentes concentracdes, recomenda-se a investigacdo de teores mais
elevados, visando avaliar o impacto sobre as propriedades dos filmes.

v Embora a metodologia atual possibilite uma boa incorporacdo do 6leo
essencial na matriz do amido, ela ndo favorece a migracao do 6leo para a superficie
dos filmes. Assim, estudos futuros devem considerar a avaliacdo de metodologias
alternativas para a incorporacédo do o6leo essencial, visando melhorar sua eficacia
antibacteriana.

v Ademais, propde-se a realizagcdo de analises complementares néo
abordadas neste trabalho, como a avaliacdo da permeabilidade dos filmes para uma
caracterizacao detalhada das propriedades de barreira, além da aplicacéo de técnicas
de microscopia, como a microscopia eletrénica de varredura (MEV), para uma analise

aprofundada da superficie dos filmes.
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