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RESUMO
A presente tese teve como objetivo o desenvolvimento, caracterizagdo e aplicacao de
nanoemulsdo contendo 6leo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) em filmes
ativos biodegradaveis a base de carboximetilcelulose (CMC), visando a obtencdo de
materiais funcionais com potencial uso em embalagens alimenticias. O estudo foi
dividido em duas etapas complementares, resultando em dois artigos cientificos. No
capitulo 1, investigou-se a atividade antimicrobiana do O6leo essencial de Lippia
origanoides e de sua nanoemulsdo, bem como sua composi¢ao quimica e caracteristicas
fisico-quimica. O o6leo essencial foi extraido por hidrodestilacdo e caracterizado por
cromatografia gasosa, cuja composicao quimica apresentou carvacrol como composto
majoritario (41,56%). A NE-OELO foi obtida por emulsificagdo assistida por ultrassom
e caracterizada quanto ao tamanho de goticulas, indice de polidispersao (PDI) e potencial
zeta. Apresentando boa estabilidade fisico-quimica, tamanho médio de goticulas de 30,00
+ 1,70 nm, PDI de 0,25 + 0,03 e potencial zeta de —23,96 + 3,61 mV. A atividade
antimicrobiana foi avaliada por meio da determinac¢do da concentragdo inibitéria minima
frente a microrganismos de interesse alimentar. A avaliacdo antimicrobiana demonstrou
que a NE-OELO apresentou atividade significativamente superior ao 6leo essencial livre,
com valores de concentragdo inibitéria minima menores frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 00039), E. coli ETEC (ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028).
No capitulo 2, a nanoemulsdo desenvolvida foi incorporada a filmes biodegradaveis de
carboximetilcelulose, produzidos pelo método casting, em diferentes concentracdes da
NE-OELO (10%, 15% e 20%). Os filmes foram caracterizados quanto as propriedades
mecanicas, Opticas, térmicas, estruturais e de barreira, além da atividade antioxidante e
antimicrobiana. A adicdo da NE-OELO promoveu alteragdes estruturais e funcionais
relevantes no filme polimérico. Os filmes apresentaram espessura uniforme e superficie
homogeénea, além de propriedades Opticas adequadas, mantendo alta transparéncia e baixo
indice de varia¢do de cor, caracteristicas desejaveis para aplicagdo em embalagens
alimenticias. Observou-se aumento na opacidade sem prejuizo a aparéncia visual. Quanto
a funcionalidade, os filmes incorporados com NE-OELO exibiram atividade antioxidante,
com aumento proporcional a concentracdo da nanoemulsdo, o que estd associado a
presenca de compostos fenolicos. A atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que os
compostos volateis liberados pelos filmes foram eficazes na inibi¢cdo do crescimento de
Staphylococcus aureus, sendo observadas zonas de inibicao diretamente relacionadas a

concentragdo de NE-OELO. Os resultados demonstram que a NE-OELO potencializa sua
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atividade antimicrobiana e possibilita sua aplicagdo eficiente em matrizes poliméricas
biodegradaveis. A incorporacdo da nanoemulsiao em filmes de CMC resultou em
materiais ativos com propriedades fisico-quimicas e funcionais compativeis com as
exigéncias tecnologicas de embalagens alimenticias, destacando o potencial desses
sistemas como alternativa natural e sustentdvel para a melhoria da seguranca e
conservacao de alimentos.

Palavras-chave: Nanotecnologia, embalagem ativa, seguranga alimentar.



ABSTRACT
This thesis centers on the development, characterization, and application of a
nanoemulsion containing Lippia origanoides essential oil (NE-OELO) within
biodegradable active films composed of carboxymethylcellulose (CMC). The objective
is to create functional materials suitable for potential use in food packaging. The study is
structured into two complementary phases, culminating in two scientific articles. Chapter
1 explores the antimicrobial properties of both Lippia origanoides essential oil and its
nanoemulsion, and analyzes their chemical composition and physicochemical
characteristics. The essential oil was extracted by hydrodistillation and characterized by
gas chromatography, which revealed carvacrol as the major compound, accounting for
41.56% of the composition. The nanoemulsion of the essential oil (NE-OELO) was
obtained through ultrasound-assisted emulsification and was characterized in terms of
droplet size, polydispersity index (PDI), and zeta potential. It demonstrated good
physicochemical stability, with an average droplet size of 30.00 = 1.70 nm, a PDI of 0.25
+ 0.03, and a zeta potential of —23.96 + 3.61 mV. The antimicrobial activity of NE-OELO
was assessed by measuring the minimum inhibitory concentration (MIC) against food-
related microorganisms. The evaluation indicated that NE-OELO exhibited significantly
greater antimicrobial activity than the free essential oil, with lower MIC values against
Staphylococcus aureus (ATCC 00039), E. coli ETEC (ATCC 11105) and Salmonella
typhimurium (ATCC 14028). In Chapter 2, the developed nanoemulsion was incorporated
into biodegradable carboxymethylcellulose films using the casting method, at various
concentrations of NE-OELO (10%, 15%, and 20%). The films were characterized for
mechanical, optical, thermal, structural, and barrier properties, as well as antioxidant and
antimicrobial activities. The inclusion of NE-OELO brought about significant structural
and functional enhancements in the polymeric films. The films exhibited uniform
thickness and a homogeneous surface, along with favorable optical properties, retaining
high transparency and a low color variation index, qualities desirable for food packaging
applications. Although an increase in opacity was observed, it did not detract from the
films' overall visual appeal. With respect to functionality, the films containing NE-OELO
demonstrated antioxidant activity, which increased with nanoemulsion concentration, a
phenomenon linked to the presence of phenolic compounds. In vitro antimicrobial activity
studies revealed that the volatile compounds released by the films were effective in
inhibiting the growth of Staphylococcus aureus, with inhibition zones directly correlated

with NE-OELO concentration. These findings suggest that NE-OELO not only enhances
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antimicrobial activity but also facilitates its incorporation into biodegradable polymeric
matrices. The integration of the nanoemulsion into CMC films yielded active materials
with physicochemical and functional properties that meet the technological requirements
for food packaging. This underscores the potential of these systems as a natural
sustainable alternative for enhancing food safety and preservation.

Keywords: Nanotechnology, active packaging, food safety.
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INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas com propriedades terap€uticas configura-se como uma pratica tradicional
amplamente disseminada em diversos contextos e culturas (Pio et al., 2025). Este potencial
terapéutico estd intrinsecamente relacionado ao metabolismo secundario das plantas,
responsavel pela biossintese de compostos bioativos, como os 6leos essenciais, com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes ja descritas na literatura (Batiha et al., 2020;
Carvalho, 2023; Yasir et al., 2024; Kotwiski et al., 2024).

Estas propriedades vém sendo exploradas em outras areas, como na induastria de
alimentos para confec¢do de embalagens ativas. No entanto, a instabilidade, baixa
solubilidade e biodisponibilidade dos 6leos essenciais, limita o seu uso (Scapinello et al.,
2023), o que tém incentivado o desenvolvimento de novas estratégias tecnologicas como
as nanoemulsdes, uma abordagem promissora, devido a sua capacidade de encapsular os
Oleos essenciais em matrizes nanométricas, aumentando a estabilidade quimica,
promovendo uma liberagdo controlada e potencializando sua eficacia terapéutica (Liang;
Mckinnon; Rankin, 2020; Menezes et al., 2021; Tayeb et al., 2021; Taher et al., 2024).

Os oleos essenciais (OEs) sdo substincias originadas do metabolismo secundério
de diferentes partes de vegetais. Eles podem ser extraidos de vdrias partes das plantas,
como flores, raizes, sementes, folhas, cascas e frutos, apresentando composi¢ao quimica
complexa (Bakkali et al., 2008). Ainda, possuem aroma caracteristico € sio compostos,
majoritariamente, por substancias volateis, geralmente lipofilicas e liquidas, pertencentes
a diferentes classes de compostos terpénicos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
acidos, fenois, alcoois, cetonas, esteres, 0xidos, peroxidos (Simoes e Spitzer, 2007).

A variedade na composi¢ao quimica dos 6leos essenciais, tanto qualitativa como
quantitativamente, ocorre devido a fatores intrinsecos, relacionados a propria planta,
como o seu estagio de desenvolvimento, parte da planta utilizada e sua interagdo com o
ambiente; bem como fatores extrinsecos, como caracteristicas do solo, fatores
geograficos, técnicas pos colheita, armazenamento do material vegetal e o método
utilizado para a extracdo (Dhifi et al., 2016; Pimenta ef al., 2024).

Essa complexidade na composi¢do reflete diretamente nas propriedades
funcionais dos oOleos essenciais, amplamente descritas na literatura, dentre as quais se
destacam as atividades antimicrobiana e antioxidante, de grande interesse para aplicagoes
biotecnoldgicas e alimenticias.

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais estéd relacionada, principalmente, a

alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana (Lupia et al.,
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2024), além de interferir no metabolismo celular e inibir a formagao de biofilme (Ghazal
etal.,2022). Segundo Zhai et al. (2018) os 6leos essenciais apresentam uma composi¢ao
quimica diversa, o que minimiza o risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana,
(Khwaza e Aderibigbe, 2025) e estas caracteristicas sdo muito uteis para industria de
alimentos, especialmente quando se pensa em controle de contaminag¢do e seguranca
alimentar.

Dentre as plantas medicinais com atividade antimicrobiana, destaca-se a Lippia

2 e

origanoides (Kunth), conhecida popularmente como “alecrim-do-Nordeste”, “alecrim-
grande”, “alecrim-pimenta”, encontrada no bioma caatinga, cujo 6leo essencial extraido
de folhas e flores apresenta ampla diversidade de bioativos para o tratamento, dentre
outros, de infecgdes gastrointestinais e respiratdrias, com propriedades anti-inflamatéria
e como antisséptico oral (Siqueira et al., 2011; Trindade et al., 2021; Teixeira et al., 2023;
Moniz et al., 2023). O O6leo essencial de Lippia origanoides ¢é classificado em trés
quimiotipos principais (A, B e C), de acordo com o componente quimico majoritario,
sendo: quimiotipo A, aquele onde o composto p -cimeno € majoritario, o quimiotipo B
possuindo carvacrol como majoritario e quimiotipo C, timol (Frattini et al., 2024;
Kotwiski et al., 2024).

Apesar das propriedades bioldgicas presentes nos Oleos essenciais, estes bioativos
apresentam, também, propriedades indesejaveis, como instabilidade frente a fatores
ambientais (luz, calor e oxidacdo), alta volatilidade e potencial citotoxico em doses
elevadas, além de baixa solubilidade em sistemas aquosos (Taher et al., 2024) o que pode
limitar sua aplicagdo tecnologica. Para mitigar essas limitagdes, a utilizagdo de
nanoemulsoes tem se mostrado uma solucao eficaz.

As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais formados pela dispersao de dois liquidos
imisciveis, como 6leo e agua, com auxilio de agentes surfactantes, nos quais as goticulas
apresentam dimensdes nanométricas (Quintdo et al., 2013; Nascimento et al., 2020; Prado
et al., 2024). A incorporagdo de 6leos essenciais na forma de nanoemulsdes tem se
mostrado uma estratégia eficaz para melhorar sua dispersdo em matrizes aquosas,
aumentar a estabilidade fisico-quimica, reduzir a volatilidade e minimizar perdas por
degradagdo (Chinnaiyan et al., 2022). No contexto de matrizes poliméricas e filmes de
base aquosa, o uso de nanoemulsdes favorece uma distribuicdo mais homogénea do 6leo
essencial, além de possibilitar uma liberacdo gradual dos compostos ativos durante o
armazenamento, potencializando sua agdo antimicrobiana (Damodharan, 2021; Rehman

et al., 2021; (Das et al., 2021; Kaur et al., 2020). Dessa forma, a nanoemulsificagao
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contribui para o desenvolvimento de sistemas mais estaveis e eficientes para aplicagao
em embalagens alimentares.

Desse modo, o uso de nanoemulsdes se mostra uma abordagem promissora para
o desenvolvimento de formula¢des mais eficazes e sustentaveis, permitindo explorar o
potencial antimicrobiano do 6leo essencial e subsequente incorporagao em filmes para
embalagens alimenticias. Portanto, os OEs encapsulados podem ser substitutos
sustentaveis para conservantes sintéticos, com ampla aplicagdo nas industrias agricolas e
alimenticias (Mukurumbira et al., 2022), como o desenvolvimento de embalagens.

E crescente o interesse por embalagens de alimentos que além da funcgdo de
protecao possam interagir com o alimento potencializando a protecdo e que sejam
produzidas com materiais sustentaveis (Silva et al., 2022), neste contexto os filmes ativos
cumprem bem o papel.

Os filmes sao definidos como polimeros de fina espessira, pré-formados e
utilizados para envolver alimentos, atuando como barreiras mecanicas protetoras que
minimizam a interagdo com o ambiente externo, retardam a deterioragdo e contribuem
para prolongar a vida 1til de produtos pereciveis (Paidari ez al., 2021; Irimia et al., 2021).

Os filmes ativos apresentam a capacidade de incorporar diferentes tipos de
compostos ativos, incluindo biocompostos naturais e agentes inorginicos com
propriedades antioxidantes, antifingicas e antimicrobianas, permitindo interagir com a
matriz alimenticia e melhorar as caracteristicas organolépticas, tais como cor, sabor e
aroma dos alimentos (Singh et al., 2017; Oliveira Filho et al., 2021). Destacam-se por
exercer a fung¢do principal das embalagenns, mas também apresentar vantagens na area
de sustentabilidade em comparagcdo com os materiais sintéticos (Ganiari, Choulitoudi,
Oreopoulou, 2017). O desenvolvimento de filmes ativos a base de fontes renovaveis
tornou-se uma importante linha de pesquisa na area de alimentos (Umaraw ef al., 2020).

Os materiais empregados na produgdo de filmes ativos devem atender a diversas
exigéncias, como apresentar resisténcia a umidade e fornecer barreiras eficazes contra
vapor de agua e gases, assegurando melhores condi¢des de conservagdo dos alimentos
(Bezerra et al., 2024). Esses filmes podem ser elaborados a partir de polissacarideos,
como quitosana, alginato, celulose, carragenina, pectina e amido, bem como de proteinas,
lipidios ou da combinacdo desses compostos, conferindo-lhes flexibilidade, resisténcia
mecanica e integridade estrutural necessarias para sua aplicagdo como embalagens
(Mostafa et al., 2023; Mostafani & Zaeim, 2020; Zhao et al., 2023).

Entre os polissacarideos utilizados na producdo de filmes, destaca-se a
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carboximetilcelulose (CMC), um biopolimero derivado da celulose, com
biocompatibilidade e biodegradabilidade, custo relativamente baixo e capacidade de
formar filmes com boa transparéncia e flexibilidade (Wang et al., 2025). Utilizado como
material filmogénico em sistemas de embalagens atuando como suporte para a
incorporagdo de compostos ativos responsaveis pela acdo conservante de varios produtos
alimenticios, como carne, peixe, laticinios, frutas e vegetais (Li et al., 2024).

Pesquisas recentes demonstram que a adi¢do de nanoestruturas a filmes de CMC
pode melhorar as propriedades mecanicas, barreira contra umidade, reforgando a estrutura
do filme e potencializando a aplicacao em sistemas de embalagens ativas (Mohammadi
et al., 2024; Dabrowska et al., 2025).

Os filmes ativos podem ser desenvolvidos incorporando na solucdo filmogénica
compostos funcionais como nanoemulsdes de 6leos essenciais que apresentam atividades
antimicrobianas e antioxidantes que colaboram para estender a vida util dos alimentos e
monitorar a qualidade (Metha et al., 2024).

Em estudo conduzido por Hoque et al. (2024) sobre o desenvolvimento de filme
ativo com nanoemulsdo de o6leo essencial (NEOE) para aplicagdes em alimentos,
verificou propriedades fisicas adequadas e atividade antimicrobiana, com inibi¢cao do
crescimento de Escherichia coli e Bacillus cereus em 24 h, quando o filme entrou em
contato direto com alimento.

De forma semelhante, Zhang et al. (2024) relataram que filmes incorporados com
6leo essencial de orégano nanoemulsionado apresentaram atividades antioxidante e
antibacteriana, destacando seu potencial para o desenvolvimento de embalagens ativas
voltadas a preservacao de alimentos. Esses resultados evidenciam que a incorporagdo de
nanoemulsdes de oOleos essenciais em filmes poliméricos pode contribuir
significativamente para a melhoria da segurang¢a microbioldgica e da vida util de produtos
alimenticios.

Diante desse panorama, o presente trabalho propde o desenvolvimento de
nanoemulsdes a base de compostos naturais, utilizando o 6leo essencial de Lippia
origanoides, como uma alternativa inovadora e sustentdvel para aplicacdes em
embalagens ativas de alimentos. Embora estudos anteriores relatem a atividade
antimicrobiana desse 6leo € o uso de nanoemulsdes de Oleos essenciais, ainda sdo
limitadas as investigagdes que integram a caracterizacao fisico-quimica da nanoemulsao,
sua atividade antimicrobiana e sua incorporagdao em filmes poliméricos biodegradaveis

voltadas a conservacao de alimentos.
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Nesse contexto, esta pesquisa avanga ao desenvolver e caracterizar nanoemulsoes
de Lippia origanoides e avaliar sua aplicagdo em filmes poliméricos a base de
carboximetilcelulose, contribuindo para o aprimoramento de tecnologias de embalagem
ativa. Assim, o estudo ndo apenas amplia o conhecimento cientifico existente, como
também oferece subsidios aplicaveis a industria de alimentos, fortalecendo a interface
entre inovagao tecnoldgica, sustentabilidade e seguranca alimentar.

A tese foi estruturada em dois capitulos, apresentados conforme as normas das
revistas cientificas as quais foram submetidos.

O Capitulo 1, intitulado ‘“Nanoemulsion containing Lippia origanoides essential
oil: characterization, chemical composition, antibacterial activities”, apresenta a
caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides, a avaliagdo de sua
atividade antimicrobiana, o desenvolvimento ¢ caracterizagdo da nanoemulsido obtida a
partir desse 6leo, além dos testes de atividade antimicrobiana da nanoemulsao frente a
microrganismos contaminantes de alimentos.

O Capitulo 2, intitulado “Carboxymethylcellulose films integrated with
nanoemulsion of Lippia origanoides essential oil exhibit antimicrobial, photoprotective,
and antioxidant properties”, descreve o desenvolvimento e caracterizagdo da
nanoemulsdo e sua incorporacdo em filmes ativos a base de carboximetilcelulose. O
estudo inclui a avaliagdo das propriedades fisico-mecanicas, de barreira e Opticas dos
filmes, bem como a determinagdo da atividade antioxidante e antimicrobiana frente aos
principais microrganismos contaminantes de alimentos, demonstrando o potencial da
nanoemulsdo de Lippia origanoides como agente bioativo em embalagens alimenticias.

Ao final, sdo apresentadas as conclusdes gerais sobre os resultados encontrados

na tese, bem como sugestdes para trabalhos futuros.



CAPITULO 1

NANOEMULSAO CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE Lippia
origanoides: CARACTERIZACAO, COMPOSICAO QUIMICA E

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA
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RESUMO

Os oleos essenciais sao promissores para o controle do crescimento microbiano devido
as suas propriedades antimicrobianas, incluindo o rompimento das membranas celulares
bacterianas e inibi¢do de processos metabodlicos, prevenindo assim a formacdo de
biofilmes. Este estudo avaliou a eficacia antimicrobiana do o6leo essencial de Lippia
origanoides e sua composi¢cao quimica no desenvolvimento de uma nanoemulsao. O 6leo
essencial ¢ composto predominantemente por carvacrol (41,56%), timol (12,56%) e p-
cimeno (12,49%), com rendimento de extragdo de 2,13%. A nanoemulsdo foi
caracterizada por um tamanho de gota de 30,00 + 1,70 nm, um indice de polidispersao de
0,25 £ 0,03%, potencial zeta -23,96 + 3,61 mV, indice de brancura 27,93 £ 1,17 e indice
de refracdo 1,34 = 0,00. A concentracdo inibitoria minima (CIM) para o 6leo essencial
ndo encapsulado (OELO) variou de 1.360 pg/mL a 5.460 ug/mL, enquanto a
nanoemulsdo (NE-OELO) apresentou valores de CIM significativamente menores,
variando de 156 pg/mL a 1.250 pg/mL. Esses resultados indicam que a NE-OELO ¢ mais
eficaz que o OELO, enfatizando os beneficios das nanoemulsdes no aumento da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais. Esta pesquisa pode abrir caminho para produtos
inovadores que melhorem a seguranca alimentar, atuando eficazmente contra
microrganismos nocivos.

Palavras-chave: nanoemulsdo, antimicrobiana, carvacrol, nanotecnologia.

ABSTRACT
Essential oils are vital for controlling microbial growth due to their antimicrobial
properties, which disrupt bacterial cell membranes and inhibit metabolic processes,
thereby preventing biofilm formation. This study assessed the antimicrobial efficacy of
Lippia origanoides essential oil and its chemical composition in the development of a
nanoemulsion. The essential oil predominantly comprises carvacrol (41.56%), thymol
(12.56%), and p-cymene (12.49%), yielding a total of 2.13%. The nanoemulsion was
characterized by a droplet size 0of 30.00 = 1.70 nm, a polydispersity index of 0.25 £ 0.03%,
Zeta potential -23,96 + 3,61 mV, Whiteness index 27,93 + 1,17, Refractive index 1,34 +
0,00. The minimum inhibitory concentration (MIC) for the unencapsulated essential oil
(OELO) ranged from 1,360 pg/mL to 5,460 pg/mL, while the nanoemulsion (NE-OELO)
demonstrated significantly lower MIC values, ranging from 156 pg/mL to 1,250 pg/mL.
These findings indicate that NE-OELO is more effective than OELO, emphasizing the

benefits of nanoemulsions in enhancing the antimicrobial activity of essential oils. This
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research could pave the way for innovative products that improve food safety by
effectively targeting harmful microorganisms.

Keywords: nanoemulsion, antimicrobial, carvacrol, nanotecnology.

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com propriedades terapéuticas constitui uma pratica
tradicional amplamente difundida presente em diversos contextos e culturas (Pio et al.,
2025). O potencial terapéutico das plantas estd ligado ao seu metabolismo secundario,
que produz compostos bioativos como os 6leos essenciais (OE). Em sua revisao de
literatura de 2025, Khwaza e Aderibigbe descreveram as propriedades antimicrobianas,
anti-inflamatorias e antioxidantes dos OE.

Bordon et al. (2025) descobriram que certos componentes de 6leos essenciais
podem penetrar nas membranas bacterianas, alterando sua estrutura ¢ aumentando a
fluidez e a permeabilidade. Essa ruptura compromete a fun¢ao de barreira da membrana,
levando a morte da célula bacteriana.

Os o6leos essenciais oferecem propriedades bioldgicas benéficas, mas também
enfrentam desafios, incluindo instabilidade a luz, ao calor ¢ a oxidacao, alta volatilidade,
potencial citotoxicidade em altas doses e baixa solubilidade em dgua. Esses problemas
podem limitar suas aplicagdes tecnologicas (Taher et al., 2024).

Para superar esses desafios, as nanoemulsdes surgiram como uma soluc¢do eficaz.
Elas podem encapsular Oleos essenciais em matrizes nanométricas, aumentando a
estabilidade, permitindo a liberacdo controlada e melhorando a eficacia terapéutica
(Taher et al., 2024).

Nanoemulsdes sdo sistemas coloidais formados pela combinagdo de dois liquidos
imisciveis, como 6leo e agua, utilizando um surfactante. Essas goticulas nanométricas
aumentam a estabilidade cinética e a solubilidade dos 6leos essenciais, preservando sua
composicdo quimica (Quintdo et al., 2013; Chinnaiyan et al., 2022). Isso leva a uma
melhor biodisponibilidade e a liberagao eficaz de compostos ativos em locais especificos,
garantindo os efeitos celulares desejados (Damodharan, 2021). Além disso, esse método
reduz o risco de efeitos adversos, como toxicidade, aumentando assim a seguranca € a
eficécia terapéutica (Kaur et al., 2020).

Portanto, este estudo teve como objetivo explorar a composi¢do quimica € a
atividade antimicrobiana do Oleo essencial extraido de Lippia origanoides, planta

medicinal nativa do bioma Caatinga, no Brasil, reconhecida por suas propriedades
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antimicrobianas. Além disso, a pesquisa buscou desenvolver e caracterizar uma
nanoemulsdo do o6leo essencial de Lippia origanoides para avaliar se essa formulagcao

poderia potencializar a eficacia antimicrobiana do 6leo.

2 MATERIAIS E METODOS

A planta medicinal Lippia origanoides foi coletada no municipio de Riachdo do
Jacuipe, situado nas coordenadas 11,75062° S e 39,48387° O, em maio de 2024. A coleta
ocorreu no periodo da manha, entre 10h00 e 11h30, em condi¢des climdaticas secas. Um
especialista identificou visualmente o material botdnico com base nas caracteristicas
distintivas das folhas e da inflorescéncia. O acesso ao patrimonio genético foi autorizado
apds o registro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Saberes
Tradicionais Associados (SisGen) sob o codigo A4F716D.

As partes aéreas das espécies selecionadas, incluindo folhas e flores, foram
cuidadosamente separadas e secas a temperatura ambiente em local designado, ao abrigo
da luz, durante uma semana. Apds a secagem, as amostras foram acondicionadas em
novos sacos e enviadas ao Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade Estadual de
Feira de Santana para a extra¢do do 6leo essencial.

2.1 Extracao de dleo essencial

O dleo essencial das partes aéreas de Lippia origanoides (OELO) foi extraido pelo
método de hidrodestilagcdo, utilizando-se aproximadamente 200 gramas de material
vegetal. O processo de extracdo durou trés horas, a partir da condensag¢do da primeira
gota.

Ao final do processo de extragdo, o volume de 6leo essencial foi medido utilizando
o aparelho de Clevenger. Os 6leos foram armazenados em frascos de vidro ambar, com
adicao de sulfato de sédio anidro para remover qualquer residuo de 4gua. Em seguida,
foram acondicionados em frascos ambar de 2 mL, etiquetados e armazenados em freezer
comercial a -20 °C até a andlise quimica. A extracdo foi realizada seis vezes,
resultando em um total de 1.220 gramas de material vegetal seco. O rendimento de 6leo
essencial foi calculado utilizando a seguinte equagao:

Rendimento (%) = (volume obtido (mL) / massa seca (g)) x 100 (Equagdo 1).
2.1.1 Determinacio da composicio quimica do 6leo essencial

A composicao quimica dos 6leos essenciais foi analisada no Centro Analitico do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, utilizando cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Essa andlise foi realizada em um
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cromatografo Agilent 7809A (Agilent Technologies), acoplado a um detector de triplo
eixo Agilent 5975C e uma coluna capilar ZB-5 (Phenomenex; dimensdes: 30 m x 0,25
mm) com espessura de filme de 0,25 mm. A temperatura do injetor foi ajustada para 250
°C e o hélio foi utilizado como gas de arraste a uma vazdo de 1 mL/min. Tanto a
temperatura da interface quanto a temperatura da fonte de ionizagdo foram mantidas a
250 °C. A energia de ionizacdo foi configurada para 70 eV, com uma corrente de
ionizacdo de 0,7 kV. A temperatura do forno comecou em 45°C por 1 minuto, antes de
ser elevada para 300°C a uma taxa de 10°C por minuto, onde foi mantida por mais 5
minutos.

2.2 Preparaciao da nanoemulsao

Uma nanoemulsao de 6leo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) foi criada
utilizando ultrassom de alta energia. A formulacdo consistiu em 1% (m/m) de OELO
combinado com uma propor¢ao de 1:3 (m/m) de OELO para Tween 80, suspensos em
agua deionizada. O processo de preparagdo compreendeu trés etapas principais: A mistura
inicial foi submetida a sonicacdo em um banho ultrassonico (Q3.0/40 - Eco-Sonics) a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, a mistura foi agitada com um
agitador magnético por 30 minutos a 1000 rpm, também sem aquecimento, para produzir
uma emulsdo precursora grosseira (Nie et al., 2023). Por fim, a emulsdo grosseira foi
sonicada por 10 ciclos de 3 minutos cada em banho de gelo, utilizando um aparelho
ultrassonico (Ultronique — Eco-Sonics) equipado com uma sonda de 4 mm de diametro,
operando a uma frequéncia de 20 kHz e uma poténcia de saida de 550 W. Apds essas
etapas, a nanoemulsdo resultante foi caracterizada.

2.3 Caracterizacio de Nanoemulsio

A nanoemulsdo OELO (NE-OELO) foi caracterizada pela avaliagdo do tamanho
das goticulas, indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (ZP), indice de brancura (WI)
e indice de refragao (RI).

O tamanho das goticulas (em mm), o indice de polidispersdao (PDI, em %) e o
potencial zeta (em mV) foram medidos utilizando o Zetasizer Nano ZS da Malvern
Instruments (Reino Unido). Para minimizar os efeitos de dispersdo multipla, a
nanoemulsdo foi diluida na proporcdo de 1:100 com agua deionizada. Todas as medigdes
foram realizadas em triplicata. Para avaliar a estabilidade, as medi¢des de tamanho e PDI
foram repetidas ap6s 30 dias de armazenamento refrigerado. A turbidez da nanoemulsao
foi analisada medindo-se sua absorbancia utilizando um espectrofotometro UV-Vis (K37,

KASVI) em um comprimento de onda de 600 nm (Ghosh et al., 2014). O indice de
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refracdo foi determinado com um refratdmetro .

As medigcdoes de cor foram realizadas utilizando um colorimetro (CR-400,
KONICA MINOLTA) que operava sob iluminante padrao D65. A analise de cor utilizou
o sistema CIE L*a*b*, estabelecido pela Comissdo Internacional de Iluminagao (CIE).
Nesse sistema, L* representa a luminosidade, enquanto a* e b* correspondem ao
vermelho e ao amarelo, respectivamente. Apos a determinacao dos valores CIE L*, a* e
b*, o indice de brancura (WI) foi calculado utilizando a Equagao 2 (ASTM, 2010):

WI =100 - V((100 - L*)? + (a*)? + (b*)?) (Equagdo 2)

2.4 Ensaio de atividade antimicrobiana

Cepas padrao de microrganismos contaminantes de alimentos foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC) por meio do National Institute for Quality
Control in Health (INCQS/FIOCRUZ), incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 00039),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 016), Enterococcus faecalis (ATCC 234), Shigella
dysenteriae (ATCC 13313), Escherichia coli ETEC (ATCC 11105), Escherichia coli
EPEC (CDC 0111 AB) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi avaliada utilizando a técnica de
microdilui¢do em caldo em placas de 96 pogos, seguindo a metodologia descrita no
Manual do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), com pequenas
modificagdes. Para o ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), o OELO foi
diluido em Tween 80 a 10% até uma concentragao inicial de 175 mg/mL, enquanto o NE-
OELO foi preparado a 10 mg/mL. Ambas as solu¢des foram esterilizadas com filtros de
0,22 pm.

Uma dilui¢do seriada resultou em concentragdes de OELO de 175 mg/mL a 0,04
mg/mL e de NE-OELO de 10 mg/mL a 0,0024 mg/mL. As cepas bacterianas foram
cultivadas em agar nutritivo por 20 horas e, em seguida, homogeneizadas em solugdo
salina estéril para atingir a turbidez equivalente ao padrio 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5 x 10® YF¢ /mL). Leituras espectrofotométricas a 625 nm
confirmaram a concentragdo, ajustando a absorbancia para 0,08 a 0,1.

Uma diluicao de 1:100 em solugdo salina estéril resultou em uma suspensao de
1,0 x 10 UFC/mL para os ensaios. Foram incluidos controles de viabilidade para os
microrganismos e controles de esterilidade para o meio de cultura, 6leo, solvente e
nanoemulsdo. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, com os testes
realizados em triplicata.

Ap6s o periodo de incubagdo, 30 pL de resazurina a 0,01% foram adicionados a
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cada poco, ¢ as placas foram incubadas novamente por 3 horas para facilitar a anélise
colorimétrica do crescimento microbiano. A CIM (Concentracao Inibitéria Minima) foi
definida como a ultima diluicdo que ndo apresentou crescimento microbiano.

O teste de determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) foi
realizado em todos os pogos onde o teste de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
demonstrou inibi¢ao do crescimento bacteriano. Para realizar o teste, cinco microlitros do
conteudo de cada poco foram inoculados em placas de 4gar Miiller-Hinton, que foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Se o indculo ndo produziu crescimento microbiano, a
concentracgao inibitoria minima do pogo amostrado foi considerada bactericida. Por outro
lado, se ocorreu crescimento microbiano, a CIM do pogo amostrado foi classificada como

bacteriostatica.

3 RESULTADOS

A composi¢do quimica do o6leo essencial obtido de Lippia origanoides esta
detalhadamente descrita na Tabela 1, que enumera os constituintes quimicos juntamente
com suas respectivas porcentagens. Um total de vinte compostos distintos foram
identificados no o6leo, sendo os constituintes dominantes o carvacrol (41,56%), o timol
(12,56%) e o p-cimeno (12,49%). Além disso, o B-cariofileno e o y-terpineno também
foram componentes notaveis, representando 6,61% e 6,27%, respectivamente. Ademais,
o processo de extragdo rendeu um total de 2,13% de 6leo essencial, destacando a
eficiéncia do método de extracdo utilizado para esta planta aromatica e medicinal.

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial obtido de Lippia origanoides

Pico RT (min) Composto GC-MS (%)
1 5,548 a-tujeno 1,23
2 5,707 a-pineno 0,49
3 7,137 mirceno 2,18
4 7,802 Y- terpineno 1,43
5 8,021 p-cimenoc 12,49
6 8,175 limoneno + eucaliptol 3,23
7 8,954 Y- terpineno 6,27
8 9,215 Sabineno hidratado 0,34
9 10,145 linalol. 0,59
10 12,324 terpineno-4-ol 0,69
11 13,897 Timol, éter metilico 5.09
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12 15,727 timol 12,56
13 16,009 carvacrol 41,56
14 16,677 elemento y 0,48
15 18,845 (E)-cariofileno 6,61
16 19,336 aromandendreno 0,86
17 20,745 viridifloreno 1,85
18 20,840 NI 0,64
19 22,749 espatulenol 0,98
10 22,836 Oxido de cariofileno 0,43
Total 100

RT: Tempo de Retencao; GC-MS: Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa

A nanoemulsdo apresentou tamanho médio de goticulas de 30,00 + 1,70 nm,
indicando boa uniformidade e contribuindo para a estabilidade do sistema. O indice de
polidispersidade (0,25 + 0,03) reflete uma distribuigdo estreita do tamanho das goticulas,
enquanto o potencial zeta (—23,96 + 3,61 mV) sugere adequada estabilidade eletrostatica
da emulsdo. Além disso, o indice de brancura (27,93 + 1,17) indica baixa opacidade,
compativel com o aspecto translicido observado, e o indice de refracao (1,34 = 0,00)
fornece informagdes sobre a propagacao da luz através da nanoemulsdo. Em conjunto,
esses parametros caracterizam as propriedades fisico-quimicas e a estabilidade do sistema
nanoemulsionado.

Os testes de concentragdo inibitéria minima (CIM) demonstraram
conclusivamente que o 6leo essencial derivado de Lippia origanoides (OELO) e sua
nanoemulsdao (NE-OELO) apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra
todas as cepas padrao avaliadas, conforme resumido na Tabela 2. As amostras de controle,
compostas por uma solu¢do de Tween a 10% e uma nanoemulsdo sem o 6leo essencial
ativo, ndo apresentaram efeitos inibitdrios, reforcando a eficacia das formulagdes
testadas.

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) do 6leo essencial e da nanoemulsdo de Lippia origanoides contra diferentes cepas
padrao de microrganismos contaminantes de alimentos .
Microorganismo (ATCC) MIC (ug/mL 1)* MBC (ng/mL 1)
OELO NE-OELO OELO NE-OELO
Staphylococcus aureus (00039) 1.360 625 43.700 2.500
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Staphylococcus epidermidis (016) 5.460 312 21.870 1.250
Enterococcus faecalis (234) 5.460 1.250 21.870 N/D
Shigella dysenteriae (13313) 5.460 156 21.870 1.250
Salmonella typhimurium (14028) 680 156 5.460 625
Escherichia coli ETEC (11105) 5.460 625 21.870 2.500
Escherichia coli EPEC (cdc 0111 2.730 625 21.870 2.500
ab)

* A solugdo de Tween a 10% ndo mostrou inibi¢ao

Os valores de MIC para OELO variaram de 1.360 pg/mL a 5.460 pug/mL nas
diversas cepas padrdo, indicando seu potencial antimicrobiano. Em contraste, os valores
de MIC para NE-OELO situaram-se em uma faixa consideravelmente menor, de 156
pg/mL a 1.250 pg/mL, para as mesmas cepas. Esse padrao consistente destaca que o NE-
OELO nao apenas superou o0 OELO em eficacia, como também enfatiza as vantagens do
uso de nanoemulsdes como uma estratégia superior para combater patdgenos

microbianos.

4 DISCUSSAO

A nanoemulsdo derivada do oleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO)
apresentou ndo apenas um tamanho de particula ideal, mas também uma estabilidade
notavel, tornando-a uma candidata promissora para diversas aplicagoes. Testes
abrangentes de atividade antimicrobiana conduzidos contra uma variedade de cepas
padrdo de microrganismos contaminantes de alimentos revelaram que essa nanoemulsdo
exibiu concentragdes inibitorias minimas (CIMs) significativamente menores em
comparagao com o OELO.

Neste estudo, o rendimento de extracdo do oleo essencial de Lippia origanoides
foi de 2,13%. A andlise do rendimento de extracdo de oOleos essenciais (OE) fornece
informacgodes cruciais para aplicacdes biotecnoldgicas. Diversos fatores podem afetar o
rendimento de extracdo e a composi¢ao quimica dos OE, incluindo a época da colheita, a
localizacdo geografica, a parte especifica da planta utilizada, o tratamento do material
colhido, o solvente escolhido e 0o método de extracao aplicado (Kamal et al., 2023). Outras
influéncias podem incluir ritmos circadianos e variagdes sazonais (Ribeiro et al., 2021).

Por exemplo, Alonso et al. (2021) relataram o rendimento de dleo essencial de

Lippia origanoides em diferentes estacdes do ano na regido do Cerrado brasileiro. Eles
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descobriram que as coletas realizadas as 10h da manha apresentaram maior porcentagem
de oleo essencial quando a planta foi colhida em agosto (3,21%), enquanto em fevereiro,
o rendimento foi de 2,45%, valor préximo ao observado no presente estudo. De Melo et
al. (2020) também constataram que o rendimento de 6leo essencial de L. origanoides foi
maior pela manha, sugerindo que as 10h da manha ¢ o horario ideal para a colheita.

Uma compreensao abrangente da composicdo quimica ¢ vital para avaliar o
potencial antimicrobiano de varias substancias. De acordo com Nocchi et al. (2017), a
producdo de metabdlitos secundarios em plantas atinge o pico sob altos niveis de radiacao
solar, facilitando as reacdes biossintéticas impulsionadas pela fotossintese.

O ¢leo essencial de L. origanoides pode ser classificado em trés quimiotipos
distintos com base em seus principais componentes quimicos. O quimiotipo A ¢
caracterizado pelo p-cimeno como composto predominante. O quimiotipo B ¢
identificado principalmente pelo carvacrol, enquanto o quimiotipo C ¢ definido pelo timol
como seu principal constituinte (Stashenko et al., 2010). Neste estudo, o 6leo essencial
analisado se enquadra no quimiotipo B, pois contém 41,56% de carvacrol em sua
composi¢ao.

Santos Filho et al. (2023) investigaram espécies de Lippia e relataram que os
principais constituintes do 6leo de L. origanoides incluiam timol (47,2%), p-cimeno
(16,0%) e E-cariofileno (11,3%). Além disso, estudos de Menezes et al. (2018)
identificaram o carvacrol como o principal composto, representando 56% da composi¢ao
quimica do dleo essencial.

As variagdes observadas entre os estudos podem ser atribuidas a diversos fatores
que influenciam os constituintes quimicos dos 0leos essenciais. Esses fatores abrangem
condig¢des climéaticas, disponibilidade de agua, altitude, caracteristicas do solo, niveis de
nutrientes, ritmos circadianos, praticas de cultivo, técnicas de colheita, métodos de
processamento e a diversidade genética das plantas (Mugao et al., 2004).

Investigar as propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais ¢ vital para o
desenvolvimento de alternativas naturais no combate a microrganismos patogénicos.
Esses 6leos sdo ricos em diversos compostos bioativos que demonstram eficacia contra
agentes infecciosos. Este estudo explorou as propriedades antimicrobianas do o6leo
essencial extraido de Lippia origanoides , com foco em sua eficdcia contra varios
microrganismos que representam risco de contaminacdo de produtos alimenticios,
destacando o potencial de aplicagdo desse produto natural no aprimoramento da

seguranga alimentar.
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Valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) para 6leos essenciais abaixo de
2.500 pg/mL indicam seu potencial de atividade antimicrobiana. Por outro lado, valores
de CIM superiores a 2.500 pg/mL sugerem que esses 0leos podem ndo ser adequados
para investigacao adicional ou aplicagdo pratica (Scapinello et al., 2023). Considerando
esse ponto de referéncia, os resultados apresentados indicam que o 6leo essencial em
estudo possui significativo potencial biotecnoldgico para o desenvolvimento de produtos
antimicrobianos.

Em um estudo relacionado, Gallardo et al. (2022) avaliaram a eficacia
antimicrobiana do o6leo essencial de orégano na inibicdo do crescimento de cepas
resistentes de E. coli e S. aureus isoladas de alimentos. Os autores relataram
concentragdes inibitorias minimas de 2.000 pg/mL e concentragdes bactericidas minimas
de 6.000 pg/mL, respectivamente.

Em um estudo de Pinheiro et al. (2022), foi explorada a atividade antimicrobiana
do o6leo essencial de L. origanoides (OELO) contra bactérias Gram-negativas. Os
resultados revelaram que a concentragdo inibitoria minima (CIM) do OELO foi de 625
ug/mL para E. coli e Klebsiella pneumoniae , ¢ de 2.500 ng/mL para Pseudomonas
aeruginosa . Notavelmente, os valores da concentragdo bactericida minima (CBM) em
seu estudo foram inferiores aos valores da CIM, contrastando com o presente estudo, no
qual os valores da CBM foram superiores aos da CIM.

A diversidade e a concentracdo de metabolitos desempenham um papel crucial na
determinagdo da atividade biologica dos Oleos essenciais (OE), o que explica os
resultados variaveis observados em estudos semelhantes. Os 06leos essenciais (OE) sao
compostos por substancias quimicas altamente lipofilicas, o que lhes confere uma forte
afinidade pelas membranas plasmaticas. Essa afinidade pode levar a rupturas na
integridade da membrana (Man et al., 2019).

Esses compostos interagem com o nucleo hidrofébico das bicamadas lipidicas,
resultando em alteracdes nas propriedades fisico-quimicas das membranas celulares. Tais
interacdes podem causar rupturas na membrana, vazamento do contetdo celular,
deformacao e inchaco celular, indicando um processo reconhecido como permeabilizagao
da membrana (Bordon et al., 2025). Um estudo que investigou os efeitos dos OEs utilizou
microscopia eletronica para revelar uma perda completa da integridade tanto da
membrana plasmatica quanto da parede celular da bactéria E. coli (Gallardo, 2022).

Os o6leos essenciais demonstram propriedades antimicrobianas promissoras, no

entanto, sua aplicagdo enfrenta desafios significativos, incluindo alta volatilidade, baixa
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solubilidade em 4gua e instabilidade em sistemas alimentares. Essas limitagdes dificultam
sua eficacia (Marin et al., 2024). Para superar esses obstaculos, o desenvolvimento de
nanoformulacdes contendo compostos bioativos derivados de oOleos essenciais pode
oferecer uma solugdo pratica.

Pesquisas sugerem que nanoemulsdes de Oleos essenciais aumentam a
solubilidade desses compostos, melhorando assim sua biodisponibilidade e eficacia
antimicrobiana, particularmente para 6leos essenciais ricos em compostos lipofilicos
como o carvacrol (Zhang et al., 2024). Portanto, para aumentar a eficicia ¢ a
biodisponibilidade do o6leo essencial, uma nanoemulsdo do o6leo essencial foi
desenvolvida, testada e caracterizada utilizando tamanho de gota, indice de polidispersao,
potencial zeta (PZ), indice de brancura (BI) e indice de refracao (RI).

Os resultados demonstram que a técnica de emulsificacdo de alta energia,
especificamente utilizando um homogeneizador ultrassonico, foi eficaz na produgao de
nanoparticulas de dleo essencial, conforme indicado pelo tamanho médio das goticulas
(30,00 + 1,70 nm) da nanoemulsdo desenvolvida (NE-OELO). O tamanho das goticulas
¢ crucial para a bioatividade, absor¢do e estabilidade das nanoemulsdes (Bolgen et al.,
2025).

A reducdo no diametro das goticulas pode ser atribuida ao papel essencial dos
emulsificantes, o que pode ser compreendido pelo principio do excesso de area
superficial. A camada emulsificante que envolve as goticulas atua como uma barreira a
coalescéncia, reduzindo efetivamente a tensdo interfacial entre o 6leo e a 4gua. Além
disso, a aplicacdo da homogeneizagdo ultrassonica de alta energia aumenta a
fragmentagdo das fases dispersas, incrementando a area superficial disponivel. Como
resultado, as emulsdes tornam-se ndo apenas altamente estaveis, mas também exibem
uma distribui¢do mais uniforme do tamanho das goticulas (Chouaibi, 2022).

A homogeneizagao ultrassonica ¢ um processo estatico no qual uma sonda emite
energia acustica em uma emulsdo precursora, atuando como meio de transmissdo de
vibragdes mecanicas. Essas vibragdes levam a formacao e ao colapso de microbolhas de
ar ou gas por meio de um fendmeno conhecido como cavitagdo. Esse processo cria
turbuléncia intensa e forgas de cisalhamento, que facilitam a ruptura da fase dispersa
(Wang et al., 2015).

O indice de polidispersao (PDI) serve como indicador da homogeneidade da
formulacao desenvolvida, representando a distribuicdo uniforme dos tamanhos das

goticulas, que se situam na faixa de 0,0 a 1,0 (Kayiran et al., 2025). Valores de PDI < 0,7



30

indicam a presenca de uma nanoemulsdo monodispersa, sugerindo uma nanoemulsao
(NE) uniforme. Um valor de PDI inferior a 0,25 significa uma distribui¢ao de tamanho
estreita dentro do sistema (Ozogul et al., 2025), o que ¢ ideal para aplicacdes em
formulagdes. Quanto mais uniforme for o tamanho das particulas, mais previsivel se torna
a acao dos compostos. Consequentemente, os resultados de PDI do presente estudo (0,25
+ 0,03%) confirmam a uniformidade da distribui¢do do tamanho das goticulas.

Benitez-Llano et al. (2023) desenvolveram uma nova NE-OELO e obtiveram com
sucesso didmetros de particulas menores que 200 nm, com um indice de polidispersao
inferior a 0,3. Essa descoberta estd em consonancia com os resultados da presente
pesquisa. De forma semelhante, Da Silva et al. (2023) relataram valores de indice de
polidispersdo para nanoemulsdo de carvacrol abaixo de 0,3, demonstrando uma
distribuicdo de tamanho estreita e um alto nivel de uniformidade na formulagao.

Um parametro essencial na caracterizacdo da nanoemulsdo € o potencial zeta, que
reflete a carga eletrostatica entre as particulas e serve como indicador da estabilidade da
nanoemulsdo. Os resultados deste estudo revelaram que a nanoemulsdo apresentou um
valor de potencial zeta negativo, atribuivel a presenga do surfactante ndo idonico Tween
80 e a composicao quimica do 6leo essencial incorporado na formulagao.

Valores negativos de potencial zeta podem ser explicados pela ionizacdo de
grupos hidroxila no Tween 80 durante a dispersdao no meio, juntamente com a presenca
de terpenos em oOleos essenciais (Tinh et al., 2025). O surfactante influencia o tamanho e
as caracteristicas da nanoemulsdo. Por exemplo, Singh e Pulikkal et al. (2022)
observaram que nanoemulsdes preparadas com Tween 80 apresentaram um didmetro
médio de goticulas de 40,9 nm e um potencial zeta negativo de -25,10 mV.

De acordo com Showkat et al. (2025), a adi¢ao de 6leos essenciais a nanoemulsao
pode influenciar a carga na superficie das goticulas da emulsdo. Da mesma forma,
Kotwiski et al. (2024) relataram valores negativos de potencial zeta em sua pesquisa sobre
uma nanoemulsdo de dleo essencial de Lippia origanoides , o que € consistente com as
descobertas apresentadas no presente estudo.

E amplamente reconhecido que nanoparticulas com didmetros inferiores a 100
nm, valores de potencial zeta em torno de £30 mV e indice de polidispersao (PDI) abaixo
de 1,0 sdo indicativas de alta estabilidade fisico-quimica. Essas medidas, que refletem a
uniformidade e a carga das nanoparticulas, estdo de acordo com os resultados do presente
estudo. Além disso, acredita-se que tais propriedades aumentam significativamente a

biodisponibilidade do principio ativo que transportam, melhorando assim sua eficacia em
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diversas aplicacgoes (Liu e Liu, 2020).

O indice de refracao determinado neste estudo foi de 1,34 + 0,00, indicando a
translucidez da amostra e ilustrando a alta homogeneidade da nanoemulsao desenvolvida.
Valores semelhantes foram observados por Kotwiski et al. (2024) ao examinarem
diversas nanoemulsdes de OELO, que apresentaram valores de indice de refragdo
variando de 1,361 = 0,032 a 1,372 £+ 0,030. Além disso, os baixos valores do indice de
brancura das nanoemulsdes confirmam ainda mais suas caracteristicas fisicas
transltiicidas. Essa translucidez pode ser atribuida ao pequeno tamanho das goticulas, que
dispersam menos a luz do que particulas maiores.

As caracteristicas das nanoemulsdes de Oleos essenciais sdao moldadas por
diversos fatores, incluindo a composicdo quimica do dleo essencial, sua estrutura
molecular, a tensdo superficial do surfactante utilizado ¢ o método de sintese empregado
(Singh e Pulikkal et al., 2022). Por exemplo, em pesquisa conduzida por Das et al. (2022)
sobre o desenvolvimento e caracterizacdo de nanoemulsdo de oOleo essencial de
cardamomo, os autores relataram um valor de indice de brancura de 86,32 + 0,34, que
contrasta marcadamente com o valor de 1,34 encontrado no presente estudo.

Apds a completa caracterizacdo da nanoemulsdo de OELO, o préximo passo foi
comparar as atividades antimicrobianas tanto do 6leo essencial quanto da nanoemulsao.
Essa comparagdo teve como objetivo avaliar se a formulacao da nanoemulsdo demonstra
maior eficdcia na inibicdo de microrganismos, oferecendo, assim, uma alternativa mais
eficiente para o seu controle.

Este estudo revelou que a nanoemulsdo de OELO apresentou concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) variando de 156 pg/mL a 1.250 pg/mL. Comparados aos
resultados obtidos para o OELO puro, esses achados sugerem que a nanotecnologia
aumenta significativamente a atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais. Até o
momento, ndo existem estudos similares que tenham desenvolvido e avaliado a NE-
OELO contra cepas bacterianas padrdo que contaminam as matrizes alimentares testadas,
o que inviabiliza comparagdes diretas dos resultados.

Zaharioudakis et al. (2024) realizaram uma analise de Oleos essenciais (OE) e
nanoemulsdes com alto teor de carvacrol. Seus resultados indicaram que a nanoemulsao
demonstrou atividade antibacteriana significativamente maior contra E. coli e Listeria
monocytogenes em comparagcdo com os derivados de oleos essenciais livres. Em outro
estudo, Kotwiski et al. (2024) avaliaram a atividade antifungica de uma nanoemulsao de

Oleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) rica em carvacrol. Eles relataram uma
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concentracdo inibitéria minima entre 234,4 e 156,3 ug/mL contra os dermatofitos
testados.

Os resultados desta pesquisa destacam as significativas propriedades
antimicrobianas do NE-OELO, uma nanoemulsdo caracterizada pelo seu alto teor do
composto natural carvacrol. Pesquisas recentes de Cirino et al. (2023) demonstraram que
0s compostos quimicos carvacrol e timol podem interromper a sintese de proteinas,
contribuindo, em ultima anélise, para a degradagao das células bacterianas.

Os resultados deste estudo indicam que as nanoemulsdes aumentam a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais em comparacao com suas formas nao encapsuladas.
Esse aumento provavelmente se deve a melhor dispersao do 6leo em meio aquoso quando
encapsulado, o que aumenta a interagio com as membranas celulares dos
microrganismos.

A literatura sugere que as nanoemulsdes aumentam significativamente a
estabilidade, protegendo os compostos ativos da degradagdo oxidativa. Elas reduzem a
area superficial desses compostos e permitem a liberagdo controlada, o que facilita sua
movimentagdo através das paredes celulares dos microrganismos, aumentando assim a
atividade antimicrobiana (Barradas et al., 2020; Low et al., 2020). Consequentemente, o
uso de nanoemulsdes surge como uma estratégia promissora para a formulagdo de
solucdes mais eficazes e sustentaveis. Essa abordagem amplia as aplicagdes de Oleos
essenciais em diversos setores, incluindo saude, industria alimenticia e agricultura.

Este estudo visa fornecer evidéncias convincentes do potencial biotecnologico
inerente ao Oleo essencial de Lippia origanoides , particularmente em sua forma
nanoemulsionada, no campo da ciéncia de alimentos. Os resultados desta pesquisa podem
abrir caminho para o desenvolvimento de produtos inovadores com potentes propriedades
antimicrobianas, capazes de inibir eficazmente microrganismos contaminantes de
alimentos. Em ultima andlise, esse avanco representa uma grande promessa para
aprimorar a seguranca alimentar e proteger os consumidores de doengas transmitidas por
alimentos.
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CAPITULO 2

FILMES DE CARBOXIMETILCELULOSE INTEGRADOS COM
NANOEMULSAO DE OLEO ESSENCIAL DE Lippia origanoides
APRESENTAM PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS,
ANTIOXIDANTES E PROTECAO UV
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RESUMO
A indtstria alimenticia demanda tecnologias inovadoras de embalagem para prolongar a
vida util e proteger os produtos da deterioracdo causada pela radiagdo ultravioleta e
contaminagdo microbiana. Uma estratégia promissora envolve sistemas de embalagem
ativa que incorporam nanoemulsdes de Oleos essenciais, reconhecidas por sua eficacia
antioxidante e antimicrobiana. Neste trabalho, os atributos fisico-quimicos e bioldgicos
de um filme ativo formulado com uma nanoemulsdo de o6leo essencial de Lippia
origanoides (NE-OELO) foram investigados para abordar os desafios da oxidacdo e da
contaminag¢do microbiana. A NE-OELO foi sintetizada utilizando dispersao ultrassonica
de alta energia, composta por 5% (m/m) de OELO, Tween 80 na propor¢do de 1:2 em
relacdo ao OELO e 4gua ultrapura. A nanoemulsdo foi avaliada quanto ao tamanho das
goticulas, indice de polidispersdo, potencial zeta, indice de brancura e estabilidade ao
longo de um periodo de 120 dias. Filmes ativos foram produzidos pelo método de
moldagem por vazamento, com NE-OELO incorporado em concentragdes de 10%, 15%
e 20% em um filme contendo 5% de carboximetilcelulose (CMC) e 1,5% de glicerol.
Esses filmes foram caracterizados quanto as suas propriedades mecanicas, oOpticas,
térmicas e estruturais. A capacidade antioxidante foi medida utilizando os ensaios DPPH
e ABTS, enquanto a atividade antimicrobiana foi avaliada por difusdo em fase vapor
contra Staphylococcus aureus , Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os filmes
demonstraram desempenho como barreira UV, reduzindo a transmissao de luz na faixa
de 200-350 nm e bloqueando quase completamente a luz em 280 nm nas concentragdes
mais elevadas de NE-OELO (formulagdes F15 e F20). A atividade antioxidante aumentou
de forma dose-dependente (Filme F20, 35,89 0,62 umol TE/g de filme), provavelmente
devido a constituintes fendlicos como o carvacrol. Observou-se inibi¢do do crescimento
de S. aureus , enquanto nenhum efeito inibitdrio foi detectado contra as bactérias Gram-
negativas testadas. Os testes mecanicos revelaram uma redugdo na resisténcia a tracao,
mas um aumento na flexibilidade (alongamento) em F10 e F15, enquanto a transparéncia
permaneceu satisfatoria. Notavelmente, a estabilidade térmica diminuiu com o aumento
da concentracdo de NE-OELO, indicando que os filmes sdo mais adequados para embalar
alimentos refrigerados ou frescos que nao sejam submetidos a processamento térmico
poés-embalagem. Em resumo, a incorporagdo de NE-OELO em um filme de CMC resultou
em filmes ativos com capacidade eficaz de bloqueio de UV, alta atividade antioxidante e
acdo antimicrobiana seletiva contra S. aureus. Este estudo destaca o potencial de sistemas

de 6leos essenciais nanoestruturados para o desenvolvimento de solu¢des avancadas de
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embalagens ativas que preservam eficazmente a qualidade dos alimentos, mantendo as
propriedades visuais € de manuseio essenciais.

Palavras-chave: Lippia origanoides , Oleo Essencial, Nanoemulsio, Embalagem Ativa,
Carboximetilcelulose, Antimicrobiano, Antioxidante.

1 INTRODUCAO

A industria alimenticia enfrenta desafios cada vez mais complexos em seus
esfor¢os para prolongar a vida 1til dos produtos, mantendo sua qualidade sensorial e
nutricional. Um fator importante que contribui para a deterioragdo e potenciais problemas
de seguranca alimentar € a exposi¢cdo dos alimentos a radiagdo ultravioleta (UV). Essa
radiacdo desencadeia reagdes fotoquimicas que degradam componentes criticos dos
alimentos, como lipidios e proteinas. Como resultado, os alimentos podem ficar rangosos
e desenvolver sabores desagradaveis, o que impacta negativamente tanto seu valor
nutricional quanto sua vida util [1,2]. Além disso, a contamina¢do por microrganismos
patogénicos compromete ainda mais a qualidade dos alimentos e representa riscos
significativos para a saude do consumidor [3].

A contaminagdo por microrganismos patogénicos, particularmente
Staphylococcus aureus , ¢ uma séria ameaca a saude publica, especialmente quando
envolve cepas que produzem enterotoxinas termoestaveis [4,5]. Essas toxinas podem
levar a intoxicagdo alimentar aguda, que ¢ caracterizada por sintomas como nauseas,
vOmitos, diarreia e colicas abdominais [6].

Em resposta a esses problemas, as embalagens ativas surgiram como uma solugao
inovadora para melhorar a qualidade, a estabilidade e a seguranga dos alimentos.
Especificamente, as embalagens ativas que incorporam nanoemulsdes contendo 6leos
essenciais podem proporcionar vantagens adicionais. Esses beneficios incluem maior
estabilidade fisico-quimica, liberacao controlada de compostos bioativos e aumento das
propriedades antimicrobianas e antioxidantes [7], uma vez que os 6leos essenciais sdo
bem conhecidos por suas propriedades bioldgicas, que abrangem tanto efeitos
antioxidantes quanto atividade antimicrobiana de amplo espectro contra microrganismos
patogénicos [8].

Além disso, as nanoemulsdes aumentam a area de superficie dos agentes ativos
[9], ajudando a mitigar problemas como volatilidade, baixa solubilidade e efeitos
sensoriais indesejaveis normalmente associados a aplicagdo direta de 6leos essenciais.

Neste contexto, o género Lippia apresenta interesse significativo, especialmente

0s quimiotipos ricos em carvacrol, um monoterpeno reconhecido por suas propriedades
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antimicrobianas, particularmente sua capacidade de romper as membranas celulares
bacterianas e inibir a formacao de biofilme. O carvacrol ¢ eficaz contra patdogenos como
Staphylococcus aureus [10-12].

Um estudo revelou que filmes biodegradaveis impregnados com timol e carvacrol
podem prolongar eficazmente a vida util do queijo [13]. Estes filmes, que continham 8%
de carvacrol e timol, reduziram significativamente o crescimento microbiano de bactérias
patogénicas, incluindo Escherichia coli , Staphylococcus aureus € Bacillus cereus .

Dentre as espécies, Lippia origanoides destaca-se pelo seu quimiotipo, que
apresenta o carvacrol como componente predominante do seu 6leo essencial [14]. Essa
caracteristica a torna uma matéria-prima valiosa para o desenvolvimento de embalagens
ativas. Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar as propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas de um filme ativo incorporando uma nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia
origanoides. Essa abordagem inovadora foi concebida para enfrentar os desafios

impostos pela oxidac¢ao e contaminagdo microbiana.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PREPARACAO DA NANOEMULSAO

A nanoemulsdo do o6leo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) foi
sintetizada utilizando tecnologia ultrassonica de alta energia. Esta formulagao
compreendeu uma concentragdo de 5% (m/m) de oleo essencial, combinada com uma
propor¢ao calculada de 1:2 (m/m) de 6leo essencial para o surfactante ndo idnico Tween
80, todos dissolvidos em dgua ultrapura.

A formulacdo da nanoemulsdo foi ajustada em relagdo ao estudo anterior em
funcdo da baixa concentracdo de Oleo essencial empregada inicialmente, assim, a
concentracdo do OELO e a razdo 6leo:tensoativo foram redefinidas com base em testes
preliminares, visando a obten¢do de uma nanoemulsdo fisicamente estavel e compativel
com a aplicagdo em filmes destinados a producdo de embalagens ativas. O processo de
preparacao foi executado em trés etapas distintas, porém integradas.

Inicialmente, o Tween 80 foi completamente dissolvido em agua ultrapura e
submetido a agitacdo a uma velocidade de 1000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Essa agitacdo foi crucial para garantir uma dispersdo homogénea do surfactante
no meio aquoso. Em seguida, o 6leo essencial foi adicionado gradualmente a mistura,
garantindo uma distribui¢cdo uniforme em toda a solug¢do. A mistura resultante foi entdo

submetida a um processamento intensivo utilizando um homogeneizador de alta
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velocidade, operando a 10.000 rpm durante mais 10 minutos. Essa etapa gerou uma
emulsdo precursora estavel [15].

Em seguida, a emulsdo precursora foi submetida a uma série de ciclos de
sonicagdo, especificamente seis ciclos sequenciais de 5 minutos cada. Para manter a
estabilidade da temperatura e evitar o superaquecimento, a emulsao foi mantida em banho
de gelo durante todo o processo. A sonicacdao foi realizada utilizando um aparelho
ultrassonico (Ultronique — Eco-Sonics), que possuia uma sonda de 4 mm de didmetro
operando a uma frequéncia de 20 kHz, com uma poténcia de saida de 550 watts. Esse
tratamento ultrassonico aprimorou o processo de emulsificagcdo, resultando em uma
nanoemulsdo finamente dispersa. Finalmente, a nanoemulsao desenvolvida foi submetida

a uma caracteriza¢ao completa para avaliar suas propriedades e desempenho.

2.2 CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO

A caracterizagdo da NE-OELO foi realizada por meio de diversos parametros,
incluindo tamanho de gota, indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (ZP) e indice de
brancura (WI). Para determinar o tamanho de gota, medido em nandmetros (nm),
juntamente com o PDI expresso em porcentagem (%), € o potencial zeta quantificado em
milivolts (mV), foi utilizado o Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments (Reino Unido).
Para garantir medigdes precisas e mitigar o impacto de efeitos de espalhamento multiplo,
as nanoemulsodes foram diluidas com agua deionizada na propor¢do de 1:100. Todas as
medi¢cdes foram realizadas em triplicata para validar os dados e garantir a
reprodutibilidade.

Para avaliar a estabilidade da nanoemulsdo ao longo do tempo, os parametros
mencionados anteriormente tamanho da gota, PDI e potencial zeta — foram reavaliados
apos 20, 40 e 120 dias de armazenamento sob refrigeracdo, a fim de avaliar a estabilidade
fisica das formulacdes.

Adicionalmente, a intensidade da cor da nanoemulsao foi medida utilizando um
colorimetro (CR-400, KONICA MINOLTA) calibrado com o iluminante padrao D65
para garantir consisténcia e precisdo. A andlise de cor utilizou o sistema CIE L*a*b*,
estabelecido pela Comissdo Internacional de Iluminagdo (CIE). Nesse sistema, L*
representa a luminosidade, enquanto a* e b* correspondem ao vermelho e ao amarelo,
respectivamente. Além disso, o indice de brancura (IB) foi calculado de acordo com a
Equagao 1[16]. Essa avaliacdo das propriedades de cor contribuiu ainda mais para a

compreensdo da qualidade e estabilidade geral da nanoemulsdo.
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WI =100 — /(100 — L*)2 + (a*)? + (b)2(Equagio 1)

2.3 PRODUCAO DE FILMES ATIVOS

Os filmes ativos foram produzidos por meio de um processo de moldagem preciso.
Para criar as solu¢des formadoras de filme, uma mistura de 5% de carboximetilcelulose
(CMCO) e 1,5% de glicerol foi dissolvida em agua destilada, resultando em uma mistura
viscosa e homogénea. A essa base, foram incorporadas concentra¢des varidveis de NE-
OELO (10%, 15% e 20% em relagdo ao peso da solucdo formadora de filme). Essas
solucdes preparadas foram entdo vertidas sobre uma placa de vidro de 20 x 15 x 3 cm,
formando uma camada lisa e uniforme. Os filmes foram secos sob condi¢des controladas
a 35 °C por 18 horas, garantindo a remogao ideal da umidade e a manutengdo de sua
integridade estrutural. Adicionalmente, um filme controle sem nanoemulsdo foi
preparado simultaneamente para fins comparativos. Apds a secagem, os filmes foram
selados em recipientes plasticos e armazenados sob refrigeracdo para manter a qualidade

até o momento do uso.

2.4 CARACTERIZACAO DE FILMES ATIVOS
2.4.1 Determinacdo da Espessura

A determinacdo da espessura do filme ¢ um parametro critico na caracterizagao
de filmes ativos, pois pode influenciar significativamente suas propriedades fisicas e
desempenho. Neste estudo, a espessura de cada amostra de filme foi medida utilizando
um micrometro (Mitutoyo). Para cada amostra, as medi¢des de espessura foram
realizadas em trés locais distintos ao longo da superficie para garantir uma avaliagdo
representativa da uniformidade do filme. Este método minimiza o impacto potencial de
variacoes localizadas na espessura que podem surgir durante a fabricagdao do filme. A
espessura média foi calculada somando-se as leituras individuais e dividindo-se pelo
numero total de medigdes. Este método proporciona uma representagcdo mais precisa das

caracteristicas do filme.

2.4.2 Avaliacio das propriedades mecéinicas
As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por meio de um ensaio de
tragdo realizado com um analisador de textura TA.XT Plus, equipado com uma célula de

carga de 50 kg. O ensaio foi conduzido sob condi¢des controladas, com uma velocidade
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de tragcdo de 5 mm/min, o que garantiu a aplicagdo consistente da deformagao. A distancia
entre as garras foi mantida em 50 mm, assegurando a medigao precisa do alongamento.
Para a avaliag¢do, cada amostra de filme foi preparada com dimensdes de 20 mm
x 100 mm, seguindo as normas [17]. Um total de oito amostras de teste foram analisadas
para cada tipo de filme, fornecendo um conjunto de dados para determinar o desempenho

mecanico e garantir a confiabilidade dos resultados.

2.4.3 Determinacio da permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi avaliada utilizando o método
do dessecante [18]. Neste procedimento, as amostras de filme foram cortadas em
quadrados uniformes ¢ seladas com vaselina dentro de capsulas de acrilico, que
continham cloreto de calcio anidro para servir como dessecante. Estas células de
permeacao foram entdo colocadas numa camara controlada onde uma solugdo saturada
de cloreto de s6dio mantinha as condigdes ambientais.

Ao longo do experimento, foram registrados diariamente a temperatura e a
umidade relativa da camara, com médias mantidas em 24,7 °C e 61%, respectivamente.
Para monitorar o desempenho do dessecante, o ganho de massa do sistema foi registrado
por meio de pesagens sistematicas realizadas em intervalos de 2 horas, até que o
dessecante atingisse um limite de ganho de massa de 10%.

Os dados coletados, que incluiram o ganho de massa ao longo do tempo, foram
plotados em graficos para facilitar o calculo da permeacgdo didria de agua através dos
filmes, permitindo a determinacdo da permeabilidade ao vapor de d4gua (PVA) dos filmes,
expressa na unidade de g:mm/m?-dia '-kPa. Para garantir a confiabilidade e a precisao

desses resultados, cada medi¢ao foi realizada em triplicata.

2.4.4 Propriedades Opticas

As caracteristicas Opticas dos filmes foram avaliadas utilizando um colorimetro
CR400 da Konica Minolta. Para garantir uma avaliagdo completa, as medi¢des foram
realizadas em cada filme em quatro posi¢des distintas, seguindo as diretrizes sob
iluminante padrdo D65, que simula de perto a luz natural do dia.

A cor dos filmes foi avaliada utilizando um colorimetro CR400 (Konica Minolta)
sob iluminante padrao D65. As medicdes foram realizadas em quatro pontos de cada
amostra e os resultados foram representados no sistema CIE L*a*b*. Nesse sistema, L*

indica a luminosidade (onde 0 corresponde ao preto e 100 ao branco), a* reflete a variagao
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entre o verde (-a*) e o vermelho (+a*), e b* denota a variagdo entre o azul (-b*) e o
amarelo (+b*). A variacao total de cor (AE), o indice de amarelo (YI) e o indice de
brancura (WI) foram calculados utilizando as Equagdes 2, 3 e 4 [16], permitindo assim

uma compreensdo completa das propriedades de cor e do apelo visual dos filmes.

AE = /(L* — Ly)? + (a* — ap)? + (b* — bg)?(Equagdo 2)

YI =142,86 x b*/L* (Equation 3)

WI =100 — /(100 — L*)2 + (a*)? + (b*)%(Equagio 4)

2.4.5 Opacidade e Transmissio de Luz

A avaliacao da opacidade foi realizada utilizando um espectrofotdmetro K37-
UVVIS da KASVI [19]. Os filmes, recortados em dimensdes de aproximadamente 3 x 1
cm, foram posicionados dentro de uma cubeta para garantir a medig¢ao ideal. Para esta
avaliagdo, foi selecionado um comprimento de onda incidente de 600 nm. A opacidade
dos filmes foi calculada quantitativamente utilizando a Equagao 5, fornecendo uma visao
clara de suas propriedades de bloqueio de luz.

Além da opacidade, a porcentagem de transmissao de luz através dos filmes ativos
preparados foi medida usando um espectrofotdometro UV-Vis (K37-UVVIS, KASVI).
Essa medigdo foi realizada em uma ampla faixa de comprimento de onda incidente de
200 a 800 nm [20]. Essa abordagem abrangente permitiu uma analise de quao eficazmente
os filmes permitem a passagem da luz, contribuindo assim para uma melhor compreensao

de suas propriedades Opticas.

) A600
Opacity = 5

A600 = absorbancia a 600 nm; E = espessura do filme (mm)

2.4.6 Avaliacao das propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos filmes foram avaliadas por meio de andlise
termogravimétrica (TGA) [21]. Cada amostra de filme, com aproximadamente 8 mg, foi
aquecida de uma temperatura inicial de 30 °C até um mdaximo de 800 °C. Esse
aquecimento ocorreu a uma taxa controlada de 10 °C por minuto em atmosfera inerte de

nitrogénio para evitar quaisquer reacOes oxidativas. As curvas de TGA e
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termogravimetria derivada (DTG) resultantes forneceram informacdes valiosas para a
interpretagdo completa da estabilidade térmica e do comportamento de degradacao dos

filmes.

2.4.7 Analise de Espectroscopia de Infravermelho por Transformacio de Fourier (FT-IR)

O espectro infravermelho dos filmes foi examinado utilizando um espectrometro
FT-IR (Agilent Cary 630 FTIR) na faixa de nimero de onda de 4000 a 650 cm™. Essa
andlise foi realizada com o auxilio de um modulo de reflectancia total atenuada (ATR),
que facilitou a coleta de dados espectrais precisos e forneceu informagdes valiosas sobre

os grupos funcionais presentes nos filmes.

2.4.8 Difracao de raios X (DRX)

A analise dos padrdes de difracao de raios X (DRX) foi realizada utilizando um
difratometro de raios X de bancada D2 Phaser (Bruker), operando em um comprimento
de onda de L. = 1,54184 A. O instrumento foi configurado com uma tensio de 30 V e uma
corrente de 10 mA para otimizar a emissao de raios X [22].

Durante o procedimento, os filmes em analise foram posicionados no centro de
um suporte de quartzo, garantindo uma exposi¢do uniforme ao feixe de raios X. As
amostras foram entdo colocadas dentro do difratdmetro para analise ao longo da linha de
difragdo, abrangendo de 5° a 90°. Este método permitiu a identificagdo e caracterizagao

das estruturas cristalinas presentes nos filmes.

2.4.9 Testes antioxidantes (DPPH e ABTYS)

Esta se¢do detalha a avaliagdo das propriedades antioxidantes dos filmes, medindo
sua atividade de eliminacao de radicais livres por meio de dois métodos: os ensaios DPPH
e ABTS. Os filmes foram inicialmente cortados em quadrados de 10 cm?, permitindo uma
amostragem consistente. Esses pedacos foram entdo colocados em frascos ambar
contendo 10 mL de agua destilada para facilitar a dilui¢do e proteger as amostras da
exposicao a luz.

A capacidade de eliminacdo do cétion radical ABTS foi avaliada utilizando 50 uLL
da amostra do filme diluido, combinados com 2 mL de uma solugdo preparada de radical
ABTS (concentracdo de 7 mM), que incluia a adi¢ao de 2,45 mM de persulfato de potassio
para gerar o radical [23]. Especificamente, a reagdo foi monitorada continuamente,

capturando as mudangas dindmicas na absorbancia a 734 nm utilizando um
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espectrofotometro K37-UVVIS (KASVI). Uma curva de calibragao foi construida
utilizando seis padrdoes de Trolox com concentragdes variando de 40 a 400 mg.L™" -
permitindo a quantificacdo precisa da atividade antioxidante.

O ensaio de eliminacgdo de radicais livres DPPH foi realizado adicionando-se 2,5
mL de uma solucao de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) a 0,5 mL das amostras de filme
diluidas. As reacdes foram conduzidas a temperatura ambiente, protegidas da luz
ambiente para evitar interferéncias. A absorbancia das solugdes de filme/DPPH e dos
controles negativos foi medida a 517 nm, utilizando um espectrofotdmetro. A calibragao
para este método também foi estabelecida, utilizando seis padrdes de Trolox na faixa de
concentragio de 10 a 160 mg. L ~'[24].

As atividades antioxidantes resultantes dos filmes foram quantificadas e expressas
em micromoles de equivalente de Trolox por grama de filme (umol Trolox eq/g de filme),

fornecendo uma indicacao clara de sua eficacia na eliminacgao de radicais livres.

2.4.10 Atividade antimicrobiana in vitro de compostos volateis do filme ativo

Neste estudo, os microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 00039),
Escherichia coli ETEC (ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028) foram
inicialmente ativados em caldo de infusdo cérebro-coragao (BHI) e incubados a 37 °C por
18 a 20 horas, permitindo que ocorressem condi¢des dtimas de crescimento. Apds esse
periodo de incubagdo, a suspensdo microbiana foi ajustada para uma concentracao
padronizada de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL, utilizando um espectrofotdmetro
calibrado para uma faixa de densidade optica (DO) entre 0,08 e 1 em um comprimento
de onda de 625 nm [25].

Para avaliar os efeitos antimicrobianos dos compostos volateis emanados do filme
ativo impregnado com nanoemulsdo de 6leo essencial, foi aplicado o método de difusio
em fase vapor. A suspensdo microbiana ajustada foi espalhada uniformemente sobre a
superficie de placas de Petri estéreis preenchidas com agar Mueller-Hinton usando um
swab estéril [25, 26].

Em seguida, recortes circulares do filme ativo, cada um com 10 cm de didmetro,
foram feitos em diferentes concentragdes: 0% (como controle), 10%, 15% e 20%. Esses
recortes foram submetidos a esterilizacdo por UV durante 30 minutos para eliminar
quaisquer contaminantes potenciais. Posteriormente, foram posicionados na parte interna
das tampas das placas de Petri utilizando fita adesiva dupla face inerte e esterilizada por

UV.
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As placas de Petri, contendo agora o meio de cultura inoculado, foram
imediatamente seladas com as tampas apropriadas, garantindo que o filme ativo
permanecesse suspenso acima da superficie do dgar para facilitar a interagdo com os
compostos volateis. Para aumentar ainda mais a conten¢do desses compostos e evitar
qualquer risco de contaminagao, as bordas externas de cada placa foram hermeticamente
seladas com Parafilm.

As placas seladas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo de
incubagdo, as placas foram submetidas a uma inspe¢ao visual minuciosa para avaliar a
extensdo do crescimento microbiano, permitindo a avaliagdao da eficacia antimicrobiana

dos compostos volateis em estudo.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os procedimentos experimentais foram realizados em triplicata, seguindo um
delineamento inteiramente casualizado para minimizar o viés. Os dados obtidos foram
submetidos a uma analise minuciosa utilizando Analise de Variancia (ANOVA) e o teste
de Tukey, ambos conduzidos com um nivel de significincia de 5%. Essa abordagem
estatistica abrangente, empregada com o software Statistica (versdo 12), assegurou a
avaliacdo dos resultados. Todos os dados sao apresentados como média + desvio padrao

(DP) para refletir com precisdo a variabilidade das medigoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DE OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA
ORIGANOIDES

A nanoemulsdo formulada a partir do 6leo essencial de Lippia origanoides
demonstrou um tamanho médio de goticula de 59,7 + 0,99 nm, que se encontra na faixa
nanométrica de 20200 nm [27]. Os menores tamanhos de goticula observados neste
estudo sdo significativos, pois minimizam a tendéncia de as goticulas se depositarem sob
a influéncia da gravidade e melhoram a dispersao do composto lipofilico na fase continua
[28].

Os resultados obtidos estdo de acordo com as descobertas de outros estudos que
empregaram Oleos essenciais e ultrassom. Por exemplo, um estudo [29] relatou tamanhos
médios de goticulas em torno de 50 nm para nanoemulsdes criadas a partir de 6leos
essenciais de orégano ( Origanum vulgare ), tomilho ( Thymus vulgaris ) e capim-limao

( Cymbopogon citratus ). O pequeno diametro das goticulas, juntamente com a
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distribuicao monomodal, pode ser atribuido a eficacia do tratamento com ultrassom em
conjunto com o surfactante Tween 80. As ondas de choque geradas pela cavitagdo
ultrassOnica aumentam a quebra e a mistura das fases, transformando goticulas maiores
em menores [30]. Além disso, tanto a duracdo do tratamento com ultrassom quanto a
propor¢ao Oleo/surfactante desempenham papéis significativos na determinacao do
tamanho das goticulas da nanoemulsao [29].

O indice de polidispersidade (PDI) do NE-OELO foi determinado como 0,1365 +
0,0254. Este baixo valor, inferior a 0,3, indica uma distribui¢ao uniforme do tamanho das
particulas, o que significa um sistema monodisperso. Tal homogeneidade ¢ altamente
vantajosa, pois minimiza a forma¢ao de goticulas com tamanhos diversos e extremos,
aumentando assim a estabilidade geral do sistema [31].

O potencial zeta medido foi de -17,89 + 1,31 mV. Esta medicao quantifica a carga
eletrostatica efetiva na interface da gota e serve como um parametro chave para avaliar o
comportamento eletrocinético e a estabilidade de dispersdes coloidais. Influencia varios
fenomenos, incluindo sedimentacao, aglomeracgao e deposicao de particulas. Além disso,
o potencial zeta ¢ influenciado por diversos fatores, incluindo o pH do meio, a forga idnica
da solugdo, as propriedades fisico-quimicas da particula e a temperatura do sistema [32].

O valor do potencial zeta observado neste estudo sugere um nivel moderado de
estabilidade eletrostatica, provavelmente refor¢ado pela estabilizacdo estérica
proporcionada pelo surfactante Tween 80. Esta combinacdo de repulsdo eletrostatica e
estabilizagdo estérica desempenha um papel crucial na estabilidade geral da formulagao.
Resultados semelhantes foram relatados em outras formulacdes, como a nanoemulsao de
oleo de Nigella sativa , que apresentou um potencial zeta de -14,17 mV [33].

Em resumo, parametros de tamanho de goticulas inferiores a 200 nm, um baixo
indice de polidispersdo (PDI) inferior a 0,3 e um potencial zeta negativo sugerem que a
nanoemulsdo apresenta uma distribuicio monomodal, homogénea e estavel. Esses
resultados sdo consistentes com os recentes avangos em formulagdes de nanoemulsoes de
oOleos essenciais, enfatizando que condi¢des de emulsificagdo bem controladas e a sele¢ao
cuidadosa de combinacdes de surfactantes podem aumentar significativamente a

estabilidade a longo prazo das nanoemulsodes [34].

3.2 ESTABILIDADE DA NANOEMULSAO DURANTE O ARMAZENAMENTO
A estabilidade fisico-quimica da nanoemulsdo durante o periodo de

armazenamento ¢ um parametro crucial, pois reflete a capacidade do sistema de manter
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suas caracteristicas nanométricas e, consequentemente, sua eficicia biologica e
tecnologica. A Figura 1 ilustra as alteragdes no tamanho médio das goticulas (medido em
nanémetros) ¢ no Indice de Polidispersio (PDI) da NE-OELO ao longo do
armazenamento (em dias).

O tamanho das particulas, ilustrado na Figura 1A, apresentou um aumento
progressivo ao longo do periodo de analise de 120 dias. Inicialmente, o tamanho das
goticulas era de aproximadamente 60 nm. Ao final dos 120 dias, o tamanho médio das
goticulas havia aumentado para aproximadamente 155 nm. Embora tenha havido um
aumento no diametro das goticulas, o tamanho permaneceu significativamente abaixo do
limite de 200 nm, o que ¢ tipicamente considerado indicativo de um sistema de

nanoemulsdo estavel para 6leos essenciais.
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Figura 1. Tamanho das goticulas e polidispersidade da nanoemulsio de oleo essencial de Lippia
origanoides ao longo do tempo de armazenamento.

O crescimento observado, resultante de fendmenos como floculagdo e
coalescéncia subsequente, sugere que a estabilidade ¢ mantida dentro de limites
aceitaveis. No entanto, esse fator ¢ importante a ser considerado ao avaliar a vida util da
formulacao. Manter o sistema abaixo de 200 nm por um periodo prolongado demonstra
boa estabilidade fisica da nanoemulsdo durante o armazenamento. Essa estabilidade ¢
essencial, pois um aumento no tamanho das particulas pode levar a aglomeragdo e
coalescéncia, o que pode comprometer a eficacia da nanoemulsdo.

O aumento no tamanho médio das goticulas pode estar relacionado ao valor do
potencial zeta observado de —17,89 = 1,31 mV. Valores de potencial zeta com magnitude
inferior a +£30 mV sugerem estabilidade eletrostatica moderada, permitindo que as
particulas permanecam proximas durante o armazenamento [35,36]. Essa condigdo
explica o crescimento gradual das goticulas, que permanece dentro de uma faixa que

garante boa estabilidade fisica da nanoemulsao.
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O grafico apresentado na Figura 1B ilustra as variag¢des no Indice de Polidispersdo
(PDI), uma medida fundamental da uniformidade na distribui¢do do tamanho das
particulas. O valor inicial do PDI, aproximadamente 0,14, sugere uma distribuicdo
estreita ¢ homogénea (monodispersa) de particulas. Essa caracteristica ¢ crucial para
garantir a eficiéncia do sistema.

O PDI permaneceu consistentemente baixo, com valores inferiores a 0,14 ao longo
dos 120 dias de armazenamento. Essa estabilidade indica que o sistema foi capaz de
manter uma distribui¢do de tamanho de goticulas estreita, sem o surgimento de
populagdes de particulas com tamanhos extremos. Esse comportamento sugere que
eventuais processos de fusao entre goticulas ocorreram de forma limitada e controlada,
ndo resultando em aumento significativo da variabilidade do tamanho das particulas.
Como consequéncia, o sistema manteve-se homogéneo e fisicamente estavel ao longo do
periodo avaliado [28,37,38].

Manter o PDI dentro de uma faixa de 0,1 a 0,25 ¢ altamente desejavel, pois esses
valores sugerem uma distribuicdo estreita de particulas. Essa distribui¢do estreita ¢ um
fator chave que aumenta tanto a estabilidade quanto a eficacia do sistema [39,40], de
acordo com um estudo que relatou uma formulacdo de nanoemulsdo estavel contendo
0leo essencial de Lippia origanoides , com um tamanho médio de nanoparticula de 167,5
nm ¢ um PDI menor que 0,2, mantendo sua estabilidade fisico-quimica e distribuicao
estreita de tamanho de particula [41].

A Figura 1 ilustra que a NE-OELO mantém a estabilidade fisica durante um
periodo de armazenamento de 120 dias. Embora tenha havido um aumento no tamanho
das goticulas de 60 nm para 155 nm, a integridade do sistema nanométrico permaneceu
intacta, enquanto a homogeneidade foi preservada com um indice de polidispersao (PDI)
consistentemente baixo. Essa estabilidade ¢ vital para futuras aplicagdes tecnologicas,
pois garante a integridade da nanoemulsao, prolongando assim o tempo de liberagdo dos
compostos bioativos do 6leo essencial. Essa caracteristica ¢ fundamental para a eficacia

do filme ativo.

3.3 PROPRIEDADES MECANICAS E PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA
Os valores medidos (Tabela 1) para permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia

a tragdo e alongamento ilustram os efeitos da incorporagao da nanoemulsao nos filmes.

Essa incorporagao proporciona um equilibrio entre propriedades de barreira e

flexibilidade, ambas cruciais para aplicacdes biotecnologicas e embalagens ativas. Os
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valores para os filmes a base de carboximetilcelulose (CMC), que incluem concentragdes
variaveis de NE-OELO, sao apresentados na Tabela 1.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é um parametro que avalia a
capacidade de um filme de inibir a transferéncia de umidade, impactando
significativamente tanto a qualidade dos alimentos quanto a vida util [42]. Os resultados
indicam que a incorporagao de NE-OELO afetou a PVA, com filmes contendo uma
concentragdo de 10% de nanoemulsdo apresentando maior permeabilidade em

comparagdo com o filme controle.

Tabela 1 — Permeabilidade ao vapor de agua e propriedades mecanicas de filmes de

carboximetilcelulose com diferentes concentragdes de nanoemulsao de dleo essencial de Lippia

origanoides .
Filme WYVP (g.mm/m *.dia.kPa) MR (MPa) Alongamento (%)
FO 6,65+0,33 ¢ 2259+2,47a 55,65+0,32b
F10 11,25+0,59a 12,66 +1,27b 80,64 + 8,50 a
F15 8,42+0,50Db 1525+0,30b 77,32+5,99 a
F20 8,03+0,35Db 1544+ 1,38 b 41,46+328b

*Nas colunas, as médias com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste
de Tukey, ao nivel de probabilidade de 5%. WVP — Permeabilidade ao vapor de agua; MR — Resisténcia
mecanica. FO Filme de controle (0% NE-OELO); F10 (10% NE-OELO m/m); F15 (15% NE-OELO m/m);
F20 (20% NE-OELO m/m).

O aumento observado na permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) apos a
incorpora¢do de nanoemulsdes em filmes hidrofilicos, como a carboximetilcelulose
(CMC), ¢ um fendmeno bem documentado. A natureza lipidica do 6leo essencial,
combinada com surfactantes como o Tween 80, perturba o empacotamento da rede
polimérica dentro do filme de CMC. Essa perturbagdo resulta em caminhos tortuosos e
poros que facilitam a difusdo de moléculas de 4gua através do filme

Concentragdes mais elevadas de NE-OELO podem favorecer uma melhor
dispersdo das goticulas lipidicas no filme polimérica e aumentar a probabilidade de
interacdes entre essas goticulas, resultando na formacgao de regides com maior densidade
lipidica distribuidas ao longo do filme. Essas regides atuam como zonas hidrofobicas
descontinuas que dificultam a difusdo de moléculas de agua, restringindo de forma mais
eficiente a passagem de vapor d’dgua quando comparadas a filmes com menores
concentragdes do aditivo, embora ndo superem completamente a barreira imposta pelo

filme polimérica pura de CMC [43].
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A redug¢do na permeabilidade ao vapor de agua (WVP) observada em F15 e F20,
quando comparada a F10, sugere que concentragdes mais elevadas de NE-OELO podem
facilitar uma melhor dispersao e preenchimento de vazios, ou ainda aumentar a formagao
de dominios lipidicos interconectados. Esses dominios parecem restringir a passagem de
agua de forma mais eficaz do que em concentragdes mais baixas, embora ndo superem
completamente a barreira oferecida pela CMC pura.

Resultados semelhantes foram relatados em uma pesquisa sobre filmes ativos
incorporando 6leo essencial de Chenopodium ambrosioides nos quais, concentragdes
mais elevadas do 6leo promoveram a formagao de regides hidrofobicas dispersas no filme
polimérico. Essas regides aumentaram a tortuosidade do caminho de difusdo do vapor
d’4gua, resultando em menor permeabilidade, sem que houvesse a formacao de uma fase
lipidica continua no sistema [44].

Ao examinar as propriedades mecanicas, observou-se que a resisténcia a tragao
dos filmes diminuiu com a incorporacdo de NE-OELO, sem diferencas significativas
entre os filmes que incluiam esse aditivo. Essa redugdo sugere que as goticulas lipidicas
dispersas atuam como descontinuidades fisicas no filme polimérico, interferindo nas
interagdes intermoleculares entre as cadeias de CMC, como ligagdes de hidrogénio.
Mesmo em baixas concentracdes, a presenca dessas goticulas pode aumentar o
espacamento entre as cadeias poliméricas, reduzindo a coesdo da rede, o que resulta em
maior flexibilidade, menor resisténcia mecanica e alteracdes na permeabilidade ao vapor
d’4gua [45].

Resultados semelhantes foram observados em relagdao a reducao da resisténcia
mecanica ao desenvolver filmes de CMC infundidos com O6leo essencial de canela
(Cinnamomum cassia), esse efeito € consistente com o comportamento observado no
presente estudo, reforcando que a incorporacao de nanoemulsdes lipidicas tende a atuar
como agente plastificante fisico, alterando as propriedades mecanicas do filme [46].

Uma pesquisa demonstrou que os filmes de CMC apresentaram uma reducao na
resisténcia maxima a tra¢ao, diminuindo de 24,1 MPa no filme de controle para 16,4 MPa
no filme que incorporou a nanoemulsdo de 6leo essencial. Os autores atribuem essa
mudanca a dispersdo nanoestruturada, que resulta em maior heterogeneidade e
flexibilidade aprimorada dentro da matriz [47].

Outro estudo examinou filmes de CMC impregnados com nanoemulsdes de varios
oleos essenciais, incluindo tomilho, cravo e cardamomo. Eles relataram valores de

resisténcia a tracdo variando de 11,7 a 20,4 MPa. Sua pesquisa demonstrou que um
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aumento no teor lipidico derivado dos o6leos essenciais no filme resulta em uma
diminui¢do nas forcas coesivas entre as cadeias de CMC. Esse comportamento esta de
acordo com as observagdes feitas no presente estudo [48].

O aumento no alongamento observado em filmes contendo 10% e 15% de NE-
OELO, em comparagdo com o controle, ¢ particularmente notavel. Esse aumento ilustra
o efeito plastificante da nanoemulsdo, que confere maior flexibilidade ao material e
aumenta sua capacidade de deformacdo sem fratura [49]. Esses resultados destacam o
papel das nanoemulsdes como modificadores reoldgicos, aprimorando a distribuigdo e a
interagao das fases e, assim, otimizando a flexibilidade dos filmes.

O filme F20 apresentou um alongamento estatisticamente comparavel ao do filme
de controle (F0), porém significativamente menor do que o dos filmes F10 e F15. Esse
comportamento pode ser atribuido a presenca de particulas em excesso no filme
polimérico. Em altas concentragdes, essas particulas dispersas podem atuar como pontos
de concentragdo de tensdo ou agentes antiplastificantes, limitando assim a mobilidade da
cadeia e impedindo a capacidade de deformagao do filme [50, 51, 52].

Resultados semelhantes foram demonstrados em uma pesquisa sobre filmes
biodegradaveis de metilcelulose para embalagens de alimentos pereciveis [53]. O estudo
relatou uma reducdo na resisténcia a tragdo acompanhada por um aumento no
alongamento, que eles atribuiram a alteragdes na organizac¢ao interna do filme polimérico.

Na avaliacdo de filmes de biopolimeros que incorporam nanocristais de celulose
e 0leo essencial de horteld-pimenta ( Mentha x piperita L.), observou-se que os valores
de alongamento dos filmes aumentaram significativamente, variando de 2,18% a 8,10%.
Por outro lado, houve uma diminui¢do na resisténcia mecanica dos filmes [54]. Essa
observacdo indica uma correlacio em que valores de alongamento mais altos
correspondem a resisténcias a tracdo mais baixas e vice-versa [55].

A incorporagdo de NE-OELO no filme de CMC levou a modifica¢des na estrutura
polimérica, que se evidenciaram nas alteracdes das propriedades do filme. Embora a
capacidade de barreira ao vapor de agua tenha sido comprometida por um aumento na
permeabilidade ao vapor de é4gua (WVP), representando uma desvantagem para
embalagens de alimentos sensiveis a umidade, observou-se uma melhora significativa na
flexibilidade (alongamento) nas concentragdes F10 e F15. Essa melhoria ¢ vantajosa para
0o manuseio. As alteragdes nas propriedades dos filmes sugerem seu potencial como
camadas funcionais em filmes multicamadas. Tais configura¢des poderiam equilibrar

efetivamente a flexibilidade e a atividade biofuncional da camada de CMC e NE-OELO
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com a alta resisténcia a umidade proporcionada por uma segunda camada hidrofébica,

expandindo assim suas aplicagdes em embalagens biodegradaveis para alimentos.

3.4 PROPRIEDADES OPTICAS

As propriedades opticas dos filmes, especialmente a sua transparéncia, sao
essenciais nas embalagens de alimentos. Estas caracteristicas sdo importantes nao so para
garantir a prote¢do dos alimentos, mas também para influenciar as escolhas de compra
dos consumidores, uma vez que muitos individuos preferem ver os produtos alimentares
que estdo a comprar [56,57,58].

A Tabela 2 apresenta os resultados de opacidade, variagao total de cor (AE), indice
de amarelecimento (YI) e indice de brancura (WI) de filmes de carboximetilcelulose
(CMC) incorporando varias concentracdes de nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia

origanoides (NE-OELO).

Tabela 2 — Propriedades Opticas de filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes

concentracdes de nanoemulsdo de oleo essencial de Lippia origanoides .

Filme Opacidade (mm ') AE YI WI

FO 1,39+£0,29b 2,45+0,08 a -3,72+0,03a 90,99 + 0,05 a
F10 3,39+0,27 a 2,40+ 0,08 a -3,98+0,11a 90,89 +0,10a
F15 3,37£045a 2,39+0,19a -3,83+0,15a 90,84 +0,10a
F20 3,46 £0,39a 2,35+0,07 a -3,79+0,07 a 90,88 + 0,09 a

*Nas colunas, as médias que compartilham as mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Tukey, ao nivel de probabilidade de 5%. AE indica a Varia¢do Total de Cor; YI
representa o indice de Amarelamento; WI denota o Indice de Brancura. FO Filme de controle (0% NE-
OELO); F10 (10% NE-OELO m/m); F15 (15% NE-OELO m/m); F20 (20% NE-OELO m/m).

A anélise das propriedades opticas indicou que os filmes contendo NE-OELO
apresentaram maior opacidade em comparacdo com o filme de controle. Além disso, as
opacidades dos filmes F10, FI15 e F20 demonstraram diferengas estatisticamente
significativas entre si, conforme mostrado na Tabela 2.

As demais variaveis, AE, YI e WI, ndo apresentaram diferencgas estatisticamente
significativas e mantiveram valores estaveis em todas as formulacdes. Esse achado indica
que a cor e a transparéncia visual dos filmes permaneceram consistentes. Os resultados
sugerem que, embora a adi¢do da nanoemulsdo cause uma leve turbidez devido a
dispersao uniforme do NE-OELO, isso ndo compromete a aparéncia ou a uniformidade

optica do filme polimérico.
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Assim, os resultados dos testes de propriedades Opticas dos filmes neste estudo
estao alinhados com o objetivo funcional de proteger o conteido da embalagem sem
comprometer a transparéncia do filme, conforme mostrado na figura 2.

A comparacdo visual dos filmes mostrada na figura 2 ilustra claramente a sua

transparéncia, mesmo em concentragoes mais elevadas de NE-OELO.
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Figura 2. Aparéncia de filmes ativos no mesmo fundo visual: (A) Imagem sem filme (B) Filme controle
(0% NE-OELO) (C) Filme 10 (10% NE-OELO m/m) (D) Filme 15 (15% NE-OELO m/m) (E) Filme 20
(20% NE-OELO m/m).

Filmes biodegradaveis de CMC infundidos com oleo essencial de fomilho
revelaram que todas as amostras apresentaram valores de opacidade variando de 7,47 a
14,84 mm™ - inferiores aos observados nas amostras de controle. Por outro lado, a adi¢ao
de 6leos essenciais (OE) aumentou significativamente os valores de transparéncia. Essa
melhoria indica uma interagdo favoravel entre os OE e a por¢ao hidrofilica do polimero,
promovendo a compatibilidade interfacial. Como resultado, os filmes formaram emulsdes
muito finas e uniformemente distribuidas, o que reduziu a dispersdo da luz e,
consequentemente, melhorou a transparéncia geral do filme [59].

Filmes de CMC aprimorados com curcumina e pigmentos naturais revelaram que

os valores de opacidade variaram de 1,2 a 3,5 mm !

, dependendo da concentragao do
ingrediente ativo. As caracteristicas de cor e transparéncia permaneceram
estatisticamente consistentes entre as varias formulagdes, atribuidas a dispersdo uniforme

dos pigmentos e a sua interagao eficaz com o filme polimérico. Os autores destacaram o
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potencial desses filmes como materiais para embalagens inovadoras, observando sua
estabilidade de cor e propriedades fisicas [60].

Filmes transparentes melhoram a avalia¢do visual dos alimentos, aprimorando a
percepcao dos consumidores sobre frescor e qualidade, permitindo uma visdo clara do
produto em seu interior. Além disso, o uso de filmes ativos transparentes imita a aparéncia
das embalagens plasticas tradicionais, aumentando o apelo estético e expandindo suas
aplicagdes na industria alimenticia [54, 61, 62].

Embora uma maior opacidade possa ser vista como uma desvantagem de
marketing em situagdes que exigem alta transparéncia, ela oferece beneficios
significativos em embalagens projetadas para proteger contra a fotodegradacdo. Isso
inclui a protegdo contra a oxidacao lipidica e a degradagdo de vitaminas, o que serve como

um argumento de marketing convincente para prolongar a vida util do produto.

3.5 TRANSMISSAO DE LUZ DOS FILMES

A capacidade dos filmes de embalagem de filtrar a radiagdo luminosa ¢ essencial
para a protecdo dos alimentos, particularmente contra a foto-oxidagdo e a degradagdo de
compostos fotossensiveis [63]. A Tabela 3 ilustra a percentagem de transmissdo de luz
(%) para filmes de carboximetilcelulose (CMC) contendo varias concentragcdes de
nanoemulsdao de oOleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) em diferentes
comprimentos de onda (em nandmetros).

Tabela 3 — Transmissdo de luz de filmes de carboximetilcelulose contendo varias concentragdes

de nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia origanoides .

Comprimento de onda (nm)

200 280 350 400 500 600 700 800

Filme

FO 1,105 559+3,7 71,1+1,6 773+1,0 81,1£0,7 82,8+0,6 83,7+0,7 84,5+0,7
FI0 03+04 29+15 609+64 63,062 656+60 638+53 70,0+47 72,5+4,0
FI5 0,0£00 04+02 549431 60,3+32 62,9+30 64,628 664+29 68329
F20  0,0£0,0 0,0+0,0 553+49 57,5462 58,5+6,0 60,5+5,6 62,6+55 64,9+53

Filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes concentragdes de nanoemulsdo de 6leo
essencial de Lippia origanoides : FO (0% NE-OELO), F10 (10% NE-OELO), F15 (15% NE-OELO) e F20
(20% NE-OELO).

O filme de controle (F0) apresentou alta transmitincia em todo o espectro visivel

(400—800 nm), atingindo quase 85% em 800 nm, o que demonstra sua transparéncia. Em

contraste, a incorporacdo de NE-OELO resultou em uma diminui¢do gradual da
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transmitancia dos filmes em todo o espectro, particularmente na faixa ultravioleta (200—
350 nm). Essa reducdo foi especialmente pronunciada nas formulagdes com maiores
concentragdes de nanoemulsdo (F15 e F20), indicando uma capacidade significativa de
bloquear a radiacdo ultravioleta.

O impacto significativo da concentragdo de NE-OELO destaca a eficacia dos
filmes de nanoemulsdo de Lippia origanoides como barreiras Opticas, particularmente
contra a radiacdo ultravioleta. Esta propriedade ¢ essencial para embalagens ativas
concebidas para proteger compostos fotossensiveis e para mitigar reacdes oxidativas ou
perda de nutrientes nos alimentos, preservando assim as qualidades organolépticas dos
produtos embalados [64]. A reducdao observada na transmissdo de luz ¢ atribuida aos
compostos polifendlicos presentes na composi¢do quimica do 6leo essencial de Lippia
origanoides [65].

Filmes a base de polimeros que incorporam compostos bioativos t€ém despertado
consideravel interesse na industria alimenticia. Pesquisas estdo em andamento sobre sua
capacidade de aliviar problemas como oxidagdo, desidratacdo, rango e escurecimento.
Consequentemente, esses filmes ndo apenas melhoram as propriedades fisico-quimicas,
nutricionais e sensoriais dos produtos alimenticios, mas também prolongam sua vida util
[66].

Os resultados de transmissdo de luz revelam que a integracdo do NE-OELO no
filme de CMC transformou o material em um filme com barreira UV. Essa caracteristica
¢ muito desejada no mercado de embalagens ativas. Esse filme € especialmente eficaz na
conservagdo de alimentos fotossensiveis, como laticinios, carnes processadas, 6leos e
especiarias, pois bloqueia quase 100% da radiagdo UV, principalmente no comprimento
de onda de 280 nm.

No entanto, a diminuicao da transparéncia no espectro visivel pode restringir sua
aplicacdo em alimentos onde a visibilidade clara ¢ crucial, embora o mercado
frequentemente priorize a prote¢ao da qualidade em detrimento da transparéncia completa
para muitos produtos pereciveis.

Em resumo, o filme ativo desenvolvido, particularmente em concentragdes mais
elevadas como F15 e F20, demonstra propriedades Opticas que atendem as demandas do
mercado por embalagens fotoprotetoras e ativas. Este filme oferece um valor
significativamente superior em comparagdo com o filme de CMC ndo modificado.

Desse modo, os filmes ativos desenvolvidos, especialmente nas formulagdes com

maiores concentragdes, como F15 e F20, apresentaram propriedades Opticas compativeis
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com as exigéncias do mercado para embalagens ativas com apacidade de prote¢do contra
radiacdo ultravioleta. Esse efeito fotoprotetor estd associado predominantemente a
mecanismos fisicos, como a absorcdo seletiva da radia¢do ultravioleta por compostos
bioativos do 6leo essencial ¢ o espalhamento da luz promovido pelas goticulas da
nanoemulsdo dispersas no filme polimérico, ndo havendo evidéncias de processos de

degradacao fotoquimica dos constituintes bioativos ou de geracdo de radicais livres no

sistema avaliado.

3.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A estabilidade térmica ¢ uma consideragdo crucial na aplicagdo industrial de
filmes ativos, visto que flutuagdes de temperatura podem ocorrer durante o
processamento ¢ armazenamento. A Analise Termogravimétrica (TGA) permite avaliar a
estabilidade térmica de um material e os efeitos da incorporagao de uma nanoemulsao no
filme polimérico. A Figura 3 ilustra as curvas de TGA e termogravimetria derivada
(DGT) para do (A)
Carboximetilcelulose (CMC), (B) Glicerol ¢ (C) Nanoemulsdo de Oleo Essencial de
Lippia origanoides (NE-OELO).

os componentes envolvidos na
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Figura 3. Curvas TGA dos compostos utilizados no desenvolvimento do filme: (A) carboximetilcelulose,
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A anélise termogravimétrica revelou trés faixas de temperatura principais para
cada material. Para a carboximetilcelulose (A), a perda de massa inicial ocorre até
aproximadamente 120 °C, o que esta relacionado a liberagdo de agua fisicamente
adsorvida. O principal evento de perda de massa ocorre entre aproximadamente 220 °C e
350 °C, exibindo um pico acentuado préoximo a 300 °C. Esse pico ¢ indicativo da quebra
da cadeia polimérica e da descarboxilacdo de grupos funcionais. Acima de 350 °C e até
800 °C, a perda de massa ¢ atribuida a oxidagdo e a remocdo de residuos carbonéceos
remanescentes. Essa decomposicdo em multiplos estdgios ¢ tipica de polimeros
hidrofilicos, como a carboximetilcelulose, destacando processos como a perda de agua
residual, a degradagdo oxidativa da cadeia polimérica e a quebra de grupos funcionais
laterais [67-69]. Essas observacdes demonstram a integridade estrutural do material e sua
maior resisténcia a degradagdo térmica, tornando-o uma opgao atraente para aplicagdes
em embalagens biodegradaveis.

O glicerol (B) apresenta perda de massa quase completa em temperaturas de até
aproximadamente 200 °C, resultando em réapida volatilizag¢do e degradagdo térmica, com
o principal evento de decomposi¢do ocorrendo antes de atingir 250 °C. Esse
comportamento ¢ caracteristico de agentes plastificantes, que sdo incorporados em
compostos poliméricos para alterar o filme polimérico e aumentar a mobilidade da cadeia
para gelatinizagdo [70]. Tais modifica¢des reduzem as forgas atrativas intermoleculares
entre as moléculas do polimero, diminuindo assim a resisténcia térmica de filmes
plastificados com glicerol [71].

No gréfico C, que ilustra a nanoemulsdo (NE OELO), observa-se uma perda
inicial de 4gua e solventes até aproximadamente 120 °C. Entre 120 °C e 270 °C, ocorrem
a evaporacao e transformagdao dos componentes organicos do 6leo essencial de Lippia
origanoides , juntamente com o surfactante (Tween 80) utilizado na formulagdo.
Observou-se que ocorrem alteragdes e oxidacdo dos residuos organicos e das fases
lipidicas na faixa de temperatura acima de 300 °C e até 800 °C, o que define o perfil
térmico do sistema. Os resultados da andlise termogravimétrica sugerem que a
nanoemulsdo permanece termicamente estavel apenas em temperaturas mais baixas.

Estudos recentes destacam o padrio de degradagdo térmica observado em
nanoemulsdes de 6leo essencial em filmes poliméricos. Uma nanoemulsdo desenvolvida
contendo Oleo essencial de Lippia origanoides demonstrou estabilidade apenas em

temperaturas mais baixas. Em temperaturas extremas, ela sofre perda de massa devido a



62

decomposi¢do de componentes organicos, resultando na auséncia de residuo significativo
[41].

Embora as nanoemulsdes apresentem estabilidade térmica limitada, a utilizagao
de sistemas nanoestruturados de dleos essenciais em polimeros para criar filmes pode
proteger eficazmente os componentes ativos [14]. Estes sistemas facilitam a libertacao
controlada de compostos volateis, ndo resultando em massa residual apds exposi¢do a
altas temperaturas, ao contrario dos filmes produzidos diretamente com 0leos essenciais.

A volatiliza¢ao de oleos essenciais ocorre a temperaturas relativamente baixas,
indicando que a incorporagdao do NE-OELO deve ser feita em condigdes amenas. Além
disso, quaisquer processos de selagem ou embalagem que envolvam calor devem ser
controlados e mantidos a uma temperatura inferior a 100 °C. Isso € crucial para minimizar
a perda de carvacrol e outros compostos bioativos, garantindo assim a integridade ¢ a
qualidade do produto. Consequentemente, este filme ¢ particularmente adequado para
aplicagdes em alimentos que nao sdo processados termicamente apos a embalagem, como
produtos frescos ou refrigerados, onde a liberagdo de compostos bioativos a temperatura
ambiente ou inferior € otimizada.

O estudo destaca a importancia da nanotecnologia na estabilizacdo do Oleo
essencial de Lippia origanoides . No entanto, a volatilidade inerente aos monoterpenos
continua sendo uma limitacao operacional a ser considerada em escala industrial.

A analise dos termogramas dos filmes ativos que incorporam diferentes
concentragdes de NE-OELO (A-F0%, B-F10%(m/m), C-F15%(m/m) e D-F20%(m/m))
mostra a influéncia direta do NE-OELO nas propriedades fisico-quimicas e na
estabilidade térmica dos filmes desenvolvidos (Figura 4).

Todos os filmes passam por trés estagios principais de degradagdo. A perda de
agua adsorvida caracteriza o estagio inicial do processo. O estagio intermediario envolve
a decomposi¢do dos grupos funcionais da carboximetilcelulose (CMC) juntamente com
os componentes organicos do NE-OELO. Por fim, o estdgio final abrange a degradagao

do filme polimérico residual.
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Figura 4. Curvas de TGA de filmes de carboximetilcelulose impregnados com diferentes concentragdes de
nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia origanoides. As amostras sdo designadas da seguinte forma: (A)
filme controle (0% NE-OELO), (B) Filme 10 (10% NE-OELO m/m), (C) Filme 15 (15% NE-OELO m/m)
e (D) Filme 20 (20% NE-OELO m/m).

A analise termogravimétrica de filmes de carboximetilcelulose (CMC) contendo
concentragdes variaveis de NE-OELO destaca diferencas sutis, porém notaveis, entre as
formulagdes.

O filme de controle (grafico A) exibe trés estagios distintos de decomposicao. A
perda de massa inicial ocorre até aproximadamente 120 °C, o que ¢ atribuido a remog¢ao
da agua fisicamente adsorvida no filme polimérico. Um pico ¢é observado entre
aproximadamente 220 °C e 350 °C, sugerindo a degrada¢do do polimero por meio da
descarboxilacdo de seus grupos funcionais. Acima de 350 °C, ocorre uma fase prolongada
de degradacao do carbono residual, caracterizada por uma taxa gradual de perda de massa
que se estende até 800 °C.

No gréfico B, o filme contendo 10% de NE-OELO exibe uma faixa inicial de
eliminacdo de agua semelhante a da amostra controle, atingindo até 120 °C. Na faixa de
temperatura entre 220 °C e 350 °C, observam-se multiplos picos. Esse comportamento
sugere que, além da manipulagdo do filme de CMC, ha uma sobreposi¢do na suspensao
dos constituintes volateis e fendlicos do 6leo essencial, o que se reflete nos multiplos
eventos térmicos observados na curva. A fase final de oxidagdo dos residuos acima de
350 °C mostra uma diminui¢ao na massa residual, indicando a presenca de fragdes mais

termolabeis.
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O filme F15 (grafico C) demonstra um perfil muito semelhante ao do filme F10,
porém com intensidades de pico ainda maiores na faixa de 220-350 °C. Essa observacao
refor¢a o papel dos componentes do OELO na liberacdo de compostos volateis.
Notavelmente, a perda de massa parece ser mais substancial, e a proximidade dos picos
em temperaturas semelhantes sugere uma influéncia mais significativa da fase lipidica.
Na etapa final, acima de 350 °C, os residuos exibem comportamento de oxidacao
continua, com o filme F15 apresentando uma massa residual ainda menor que a do filme
F10.

No filme F20 ilustrado no grafico (D), a perda de massa inicial ocorre até 120 °C,
correspondendo a remocgao de agua livre e umidade adsorvida no filme polimérico. Entre
220 °C e 350 °C, sao detectados multiplos picos, provavelmente refletindo os processos
de degradagdo associados a despolimerizagao da carboximetilcelulose (CMC) e a quebra
de constituintes termoldbeis no OELO, incluindo terpenos e compostos fendlicos. A
adi¢do de 20% de NE-OELO resulta em maior liberagdo de compostos orgénicos volateis
e reducdo da estabilidade térmica. Acima de 350 °C, ocorre degradagdo continua das
fragdes residuais de carbono e lipidios.

Filmes contendo nanoemulsdo apresentam multiplos picos de degradagdo durante
o teste TGA. Essa variabilidade ¢ atribuida & presenca de componentes organicos
encapsulados. Em contraste, o filme de controle exibe um padrao de decomposi¢cao mais
uniforme [72].

Essa mudanga no perfil térmico indica que a incorpora¢do da nanoemulsao altera
a dinamica de degradacdo do filme. Isso ¢ atribuido a presenca de compostos volateis e
mudangas estruturais que promovem a quebra de ligagdes poliméricas em temperaturas
intermediarias [73].

Os resultados desta pesquisa revelam que, embora a incorporagdao de NE-OELO
aprimore as propriedades funcionais do filme ativo — particularmente suas caracteristicas
antioxidantes e antimicrobianas —, ocorre um declinio progressivo na estabilidade
térmica a medida que a concentracdo de componentes organicos aumenta. Essa
observacgao ressalta a necessidade de formulacdes futuras que abordem esse desafio,
facilitando, assim, potenciais aplicagdes industriais.

As propriedades térmicas obtidas sdo adequadas ao nicho de mercado de
embalagens para alimentos refrigerados ou frescos que nao sdao submetidos a esterilizagcao
ou aquecimento apds o envase. Nesse segmento, os fatores-chave sdo a estabilidade fisica

do filme (sua resisténcia) e a liberacdo eficaz do principio ativo em condi¢des de baixa
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temperatura. Este trabalho se destaca por caracterizar um sistema que mantém a
estabilidade fisica do componente ativo, a0 mesmo tempo que se mostra termicamente

vulneravel, orientando, assim, sua aplicacdo de maneira técnica e cientificamente solida.

3.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMACAO DE
FOURIER (FT-IR)

A andlise por FT-IR foi realizada nos filmes ativos para examinar possiveis
alteracdes nos modos vibracionais moleculares resultantes da incorporagdo de diferentes
concentragcdes de NE-OELO no filme polimérico de carboximetilcelulose (CMC). Essa
analise espectroscopica ¢ necessaria para confirmar a integragao efetiva do ingrediente
ativo e para identificar interagdes intermoleculares que afetam a estabilidade e o
desempenho funcional do filme ativo (Figura 7).

O espectro do filme de controle (FO) exibiu as bandas caracteristicas da CMC,
com um pico de absor¢ao amplo e proeminente em torno de 3400 cm™!, atribuivel ao
estiramento vibracional O—H. Além disso, as bandas observadas proximas a 1600 e 1410
cm™' correspondem as vibragdes assimétrica e simétrica do grupo carboxilato (COO"),
confirmando assim a integridade estrutural do polimero base.

Por se tratar de uma analise por ATR-FTIR, mais sensivel as camadas superficiais
do material, a auséncia de bandas novas e de deslocamentos significativos nas bandas
principais indica que a incorporacdo da NE-OELO ndo promoveu alteragdes quimicas
detectaveis na superficie do filme, sugerindo auséncia de formacdo de novas ligacdes
quimicas e predominancia de incorporagdo fisica da nanoemulsdo no filme de CMC.
Além disso, a manutengao do perfil espectral pode indicar que ndo houve enriquecimento
superficial relevante do 6leo essencial, sendo compativel com a retengdo das goticulas no
interior/na rede polimérica. Essa condi¢do pode contribuir para maior protecdo dos
compostos bioativos e para uma liberagdo mais gradual, embora o ATR-FTIR,

isoladamente, ndo permita confirmar diretamente o mecanismo de reten¢@o ou liberagao.
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Figura 7. Espectros FT-IR de filmes de carboximetilcelulose que incorporam diferentes
concentracdes de nanoemulsdo polimérica contendo o6leo essencial de Lippia origanoides . Os
diferentes filmes s@o os seguintes: filme controle (0% NE-OELO), Filme 10 (10% NE-OELO
p/p), Filme 15 (15% NE-OELO p/p) e Filme 20 (20% NE-OELO p/p).

Nao foram encontrados na literatura, no momento da redagdo deste artigo,
resultados de andlises FT-IR para filmes ativos contendo NE-OELO para fins
comparativos. Uma pesquisa sobre um filme biopolimérico que incorpora timol e
carvacrol, os principais compostos encontrados no 6leo essencial de Lippia origanoides,
relatou que tanto o timol quanto o carvacrol interagem com o filme polimérico, formando
ligagdes de hidrogénio intermoleculares entre seus grupos hidroxila terminais e os grupos
carbonila dos ésteres poliméricos. A incorporacdo desses Oleos essenciais levou ao
surgimento de novos picos, aumento da intensidade e deslocamentos nas bandas primarias
[13].

Os espectros de FT-IR dos diversos filmes contendo NE-OELO exibiram uma
banda O—H larga na faixa de 3600 a 3000 cm ™, indicando a presenca de uma extensa rede
de ligagdes de hidrogénio. Adicionalmente, pares de carboxilato caracteristicos foram
observados em aproximadamente 1600 e 1410 cm™. A incorporacdo de NE-OELO em
concentragdes de 10-20% resultou em um alargamento ainda maior da banda O—H e um
aumento na intensidade do pico entre 1200 e 1000 cm™. O aumento da intensidade nas
regides proximas a 1600 e 1510 ecm™ pode ser atribuido a atividade vibracional do anel
aromatico do carvacrol, o principal componente do OELO. Além disso, observou-se um
pico em torno de 1260-1230 cm™ correspondente ao vC—O fendlico, confirmando a
incorporagdo eficaz da nanoemulsdo de dleo essencial de Lippia origanoides.

A analise FT-IR desempenha um papel fundamental ao demonstrar que a

nanotecnologia facilita a dispersdo uniforme e a interagdo molecular do 6leo essencial no
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filme hidrofilico de CMC. A forte evidéncia de interagdes por ligagdes de hidrogénio,
juntamente com a deteccdo dos modos vibracionais do carvacrol no filme, confirma que
a funcionaliza¢do do filme foi alcangcada com sucesso em nivel molecular. Sugere-se que
essa integragao sirva como base para o desempenho bioldgico superior do material, o qual
influencia diretamente suas propriedades funcionais, como a liberagdo controlada do
ingrediente ativo em comparagdo com a rapida volatilizagao associada a sua forma pura,
e o aumento da capacidade antioxidante e da atividade antimicrobiana seletiva contra
Staphylococcus aureus, devido a distribui¢do molecular e as interagdes do NE-OELO.
Em resumo, a espectroscopia fornece evidéncias convincentes de compatibilidade
e miscibilidade molecular, confirmando o sucesso da abordagem nanotecnoldégica no

desenvolvimento de filmes ativos de alto desempenho.

3.8 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

O indice de cristalinidade (IC) dos filmes apresentou uma média de 12,2 + 1,6,
sugerindo que os filmes de carboximetilcelulose (CMC) integrados com a nanoemulsao
de oleo essencial de Lippia origanoides possuem uma estrutura predominantemente
amorfa, caracterizada por apenas alguns dominios cristalinos detectaveis (Figura 5).
Notavelmente, a adicdo da nanoemulsdo ndo resultou em alteragdes significativas na

organizacao cristalina do filme polimérica.

Intensity

%

Figura 5. Difratogramas de raios X (DRX) de filmes de carboximetilcelulose impregnados com diferentes
concentragdes de nanoemulsdo de oleo essencial de Lippia origanoides . Filme controle: 0% NE-OELO
(preto); filmes com diferentes concentragdes incluem 10% NE-OELO (azul), 15% NE-OELO (vermelho)
e 20% NE-OELO (verde). Esta figura ilustra como a incorporagdo do 6leo essencial afeta a organizacao
estrutural do filme polimérico.
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Resultados comparédveis foram descritos na literatura. Filmes compositos a base
de carboximetilcelulose que incluiam uma nanoemulsdao de oOleo essencial de
Cinnamomum (canela). Seus testes de DRX revelaram que o filme de controle apresentou
um pico de difracdo amplo a 20°, indicando uma cristalinidade de aproximadamente 17%
e sugerindo uma estrutura pouco cristalina da carboximetilcelulose (CMC). E importante
ressaltar que a introducao do 6leo essencial de canela nao levou ao surgimento de nenhum
novo pico de difragdo [46]. Além disso, a andlise de DRX de filmes nanocompositos de
carboximetilcelulose (CMC) confirmou a natureza amorfa da CMC, observando que a
intensidade do pico caracteristico do polimero de controle ndo se alterou com a
incorporagao dos compostos ativos [74].

Os resultados deste estudo sugerem que os filmes exibem uma estrutura
desordenada, flexivel e transparente. Nesta configuragdo, a dispersdo dos componentes
do ¢6leo (terpenos e fendis) interage fisicamente com as cadeias poliméricas, impedindo o

empacotamento cristalino, preservando a topologia estrutural do filme [48].

3.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo da capacidade antioxidante de filmes de embalagem ¢ crucial, visto
que a oxidacao lipidica ¢ uma das principais causas de deterioracao dos alimentos e
contribui para a reducao da vida util. A Tabela 4 ilustra a capacidade antioxidante de
filmes de carboximetilcelulose (CMC) incorporando diferentes concentragdoes de
nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO). Essa avaliagdo foi

realizada utilizando os ensaios de sequestro de radicais DPPH e ABTS.

Tabela 4 — Capacidade antioxidante de filmes de carboximetilcelulose incorporando diferentes
concentracdes de nanoemulsdo de oleo essencial de Lippia origanoides .

Filme Capacidade antioxidante (umol TE/g fim.)

DPPH ABTS
FO e 1,71+0,07 ¢
F10 10,54+ 0,73 ¢ 189,32 +44,51b
F15 23,08 £ 1,88 b 236,03 +41,97b
F20 35,89+ 0,62 a 389,55+37,58 a

*Nas colunas, as letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey ao nivel
de probabilidade de 5%. DPPH refere-se ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS refere-se ao cation
2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). **nd: ndo detectado. FO: filme controle (0% NE-OELO),
F10 (10% NE-OELO p/p), F15 (15% NE-OELO p/p) e F20 (20% NE-OELO p/p).
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O radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ¢ amplamente utilizado para avaliar
a capacidade de um composto doar hidrogénio ou elétrons. Neste estudo, o filme de
carboximetilcelulose (CMC) pura, designado como F0, ndo apresentou capacidade de
sequestrar radicais DPPH, indicando que o filme polimérico base possui atividade
antioxidante minima.

Em contraste, a incorporagdo de NE-OELO resultou em atividade antioxidante
detectavel em todas as concentragdes testadas. Observou-se uma relacdo dose-
dependente, com a capacidade antioxidante aumentando proporcionalmente a
concentracdo de NE-OELO. Dentre os filmes analisados, o Filme F20 apresentou a maior
atividade sequestradora de DPPH, com um valor de 35,89 + 0,62 umol TE/g de filme,
superando significativamente os filmes F15 e F10.

Para validar os resultados, foi realizado um ensaio utilizando radicais cationicos
de 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), que proporciona uma
avaliacdo completa do potencial antioxidante em ambas as fases, lipofilica e hidrofilica.
Os resultados revelaram que a capacidade antioxidante aumentou com a adi¢do de NE-
OELO, confirmando a eficacia da nanoemulsdo como veiculo para compostos bioativos.

A maior atividade antioxidante observada no ensaio ABTS pode ser atribuida a
sua sensibilidade superior, uma vez que avalia compostos hidrofilicos e lipofilicos, ao
contrario do ensaio DPPH, que mede principalmente respostas na fase organica.
Consequentemente, a deteccdo de atividade antioxidante no filme controle
exclusivamente no ensaio ABTS pode ser devida a presenca de grupos hidroxila e
residuos redutores de CMC, que reagem com o radical ABTS*, mas ndo com o DPPH~
[75,76].

Os resultados indicam que a incorporagdao de NE-OELO transformou o filme de
CMC de um material inerte em um filme ativo e funcional com alta capacidade
antioxidante. O mercado de embalagens exige cada vez mais solugcdes que possam
prolongar a vida util dos produtos. A alta capacidade antioxidante do filme ativo permite
que ele atue como um "eliminador de radicais livres" na interface entre o alimento e a
embalagem, prevenindo ou retardando a oxidacao lipidica e a rancidez — problemas
particularmente comuns em alimentos ricos em gordura.

Nosso grupo de pesquisa identificou anteriormente um total de vinte compostos
distintos no O6leo essencial derivado de Lippia origanoides . Os constituintes

predominantes incluem carvacrol (41,56%), timol (12,56%) e p-cimeno (12,49%). Além
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disso, componentes significativos como B-cariofileno e y-terpineno representam 6,61% e
6,27%, respectivamente.

Este estudo indica que a eficidcia do NE-OELO ¢, em parte, atribuida ao seu
principal componente, o carvacrol. Uma revisdo bibliogréafica recente [77] observou que
o carvacrol, um monoterpeno fenolico abundante em 6leos essenciais como o de Lippia
origanoides , ¢ reconhecido pela sua versatilidade e potentes propriedades antioxidantes.
Além disso, a revisdo destaca o papel promissor do carvacrol como aditivo na industria
alimentar, onde elimina eficazmente espécies reativas de oxigénio e azoto, protegendo
assim os alimentos da oxidagao lipidica e de alteracdes indesejaveis no sabor e aroma.

Os autores enfatizam que, apesar do consideravel potencial do carvacrol, sua
incorporagdo direta em produtos alimenticios ou embalagens ¢ frequentemente
dificultada por diversos desafios inerentes. Esses desafios incluem sua alta volatilidade,
baixa solubilidade em 4gua e um aroma e sabor pronunciados que podem ser indesejaveis.
Para superar essas limitagdes, uma estratégia de nanoencapsulacdo utilizando
nanocapsulas, como nanoemulsdes, apresenta-se como uma solugao tecnologica.

Assim, os resultados deste estudo reforcam a eficacia de filmes ativos a base de
CMC incorporando NE-OELO em vérias concentragdes para aplicacdes em embalagens

de alimentos, particularmente para itens sensiveis a oxidagao.

3.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos compostos volateis encontrados em filmes ativos
contendo NE-OELO foi testada contra Staphylococcus aureus (ATCC 00039),
Escherichia coli ETEC (ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
conforme descrito na metodologia.

A Figura 6 ilustra que o numero e a distribuicdo de colonias de S. aureus
diminuiram progressivamente com o aumento da concentra¢do da nanoemulsdo no filme
ativo. Em contraste, o filme controle (sem NE-OELO) apresentou crescimento uniforme
de colonias, indicando auséncia de atividade antimicrobiana. Além disso, ndo foi
observada inibi¢ao do crescimento das bactérias Gram-negativas Escherichia coli ETEC
(ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

Agentes antibacterianos naturais, como 6leos essenciais, podem interagir com o
nucleo hidrofobico das camadas lipidicas, alterando assim as propriedades fisico-
quimicas das membranas celulares. Essa interacdo pode resultar em rupturas da

membrana, vazamento do contetido celular, deformagao e inchaco celular, o que sugere
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um processo de permeabilizagdo da membrana [78-80]. Além disso, os 6leos essenciais
penetram a camada permedvel de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas mais

facilmente do que a membrana externa complexa de bactérias Gram-negativas [81,82].

Figura 6. Ensaio de volatiliza¢do de filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes
concentragdes de nanoemulsdo de 6leo essencial de Lippia origanoides. Os filmes incluem: (A)
filme controle 0% (0% NE-OELO), (B) Filme 10 contendo 10% de NE-OELO (p/p), (C) Filme
15 contendo 15% de NE-OELO (p/p) e (D) Filme 20 contendo 20% de NE-OELO (p/p) contra
Staphylococcus aureus .

Além disso, a atividade antimicrobiana observada ¢ frequentemente atribuida a
compostos como o carvacrol e o timol, que estdo presentes na composicdo quimica do
NE-OELO. Filmes biodegradaveis enriquecidos com carvacrol e timol foram avaliados
quanto as suas propriedades antimicrobianas, demonstrando inibicdo significativa de
bactérias deteriorantes de alimentos, incluindo Staphylococcus aureus [13].

Um filme composto de celulose, carboximetilcelulose (CMC) e timol apresentou
uma zona de inibi¢do antimicrobiana de 17,1 mm contra a cepa de Staphylococcus aureus
[83]. Este achado destaca as propriedades antimicrobianas aprimoradas obtidas pela
incorporagdo de timol na formulagao de filmes ativos.

Embora atualmente ndo haja atividade antimicrobiana relatada contra bactérias
Gram-negativas, ¢ essencial enfatizar que Staphylococcus aureus ¢ um patégeno Gram-
positivo de importancia clinica significativa. E também uma das principais causas de

intoxicagdo alimentar em escala global [84].
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A principal preocupacdo centra-se nas estirpes de Staphylococcus aureus que
produzem enterotoxinas estafilococicas (SEs), que sdo proteinas termoestaveis. Mesmo
apos a cozedura, as SEs pré-formadas nos alimentos podem permanecer ativas e causar
doengas. A intoxicagdo alimentar estafilocdcica caracteriza-se por um inicio rapido de
nauseas, vomitos e colicas abdominais, que normalmente ocorrem entre 30 minutos e 8
horas apos o consumo de alimentos contaminados [85].

A contaminagdo por S. aureus esta frequentemente associada a deficiéncias nas
boas praticas de higiene e manipulagdo, visto que os seres humanos sdo importantes
portadores assintomaticos da bactéria, que pode residir nas cavidades nasais, gargantas,
pele e cabelos. Alimentos que envolvem manipulag¢ao consideravel, como carnes fatiadas,
laticinios, cremes, saladas e sanduiches, sdo frequentemente implicados, particularmente
quando armazenados em temperaturas inadequadas que facilitam o crescimento
bacteriano e a producdo de toxinas [86]. Isso destaca a importancia da implementagao de
estratégias de controle eficazes, como embalagens ativas, para minimizar o risco de
contaminagao.

Os resultados sugerem que os recursos naturais, particularmente os oOleos
essenciais nanoemulsionados, apresentam um potencial biotecnoldgico substancial para
o desenvolvimento de solucdes de embalagens ativas que melhoram a conservagao dos
alimentos e garantem a seguranca do consumidor.

E crucial sublinhar que a composi¢do quimica diversa e complexa desses 6leos
desempenha um papel significativo na reducdo do risco de resisténcia microbiana,
dificultando a adaptacdo dos microrganismos [87]. Consequentemente, as descobertas
desta pesquisa tém particular importancia para o desenvolvimento de alternativas naturais

que combatam os patdgenos resistentes a antibioticos que afetam a industria alimenticia.

4 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta a formulacdo de um sistema nanométrico de alta qualidade
para a incorporagao eficaz de um composto lipofilico, especificamente um 6leo essencial
rico em carvacrol, em o filme polimérico hidrofilico composta de carboximetilcelulose
(CMC).

O desenvolvimento e a caracterizacdo de filmes ativos a base de
carboximetilcelulose integrada com NE-OELO resultaram em materiais funcionais com
significativo potencial para aplicacdes em embalagens de alimentos. As nanoemulsdes

apresentaram homogeneidade e estabilidade satisfatorias, aprimorando as propriedades
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fisicas, Opticas e funcionais dos filmes sem comprometer atributos essenciais como
transparéncia e flexibilidade.

Os filmes ativos demonstraram propriedades de barreira eficazes contra a radiagao
ultravioleta e mantiveram com sucesso niveis de transparéncia que atendem aos padroes
de inspecao visual. Essa caracteristica ¢ crucial para garantir a aceitagdo do consumidor
e a protegdo dos alimentos durante o armazenamento. As avaliagcdes da atividade
antioxidante revelaram uma correlacdo direta entre a concentracdo de NE-OELO e o
aumento do potencial antioxidante, o que ¢ atribuido a presenca de compostos fenolicos
como o carvacrol. Além disso, as avaliagdes da atividade antimicrobiana indicaram que
a inclusdao da nanoemulsdo permitiu que os filmes inibissem eficazmente o crescimento
do microrganismo deteriorante de alimentos Staphylococcus aureus , demonstrando uma
relacdo concentragdo-efeito.

As analises térmicas revelaram que a inclusao da nanoemulsdo altera o perfil de
degradacdo dos filmes, ressaltando a importincia de avaliar sua estabilidade em
condi¢des praticas de aplicacdo. Embora a incorporacdo de NE-OELO resulte em uma
redu¢do da resisténcia mecanica, os materiais mantém flexibilidade suficiente para
aplicagoes especificas em sistemas alimentares.

Considerando o conjunto de propriedades avaliadas, as formulagdes contendo
15% e 20% de nanoemulsao de Lippia origanoides (F15 e F20) apresentaram o melhor
equilibrio entre estabilidade, propriedades opticas, capacidade de reducdo da transmissao
de radiacdo ultravioleta e desempenho funcional, destacando-se como as mais
promissoras para aplicagdes em embalagens ativas. Em especial, a formulacao F15
mostrou-se vantajosa por conciliar esses efeitos com menor impacto negativo sobre as
propriedades mecanicas e a transparéncia do filme.

Esta pesquisa contribui para uma compreensdo mais profunda de sistemas
nanoestruturados a base de biopolimeros e Oleos essenciais, demonstrando que a
integragdo de nanoemulsdes pode servir como uma estratégia promissora para aprimorar
as propriedades funcionais de embalagens ativas. Estudos adicionais devem ser
conduzidos em sistemas alimentares sob condicdes reais de uso para melhor avaliar o

desempenho do filme ativo ao longo de sua comercializagdo e consumo.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados confirmaram que a NE-OELO potencializou significativamente a
atividade antimicrobiana do o6leo essencial livre (OELO), reduzindo os valores de
concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) frente
as cepas de microrganismos testadas, com destaque para Staphylococcus aureus. Essa
melhora pode ser atribuida ao aumento da solubilidade e favorecendo a interagao entre os
compostos lipofilicos e as membranas celulares bacterianas. Além disso, a formulagao
obtida apresentou estabilidade fisico-quimica satisfatoria, transparéncia adequada e
propriedades Opticas e estruturais coerentes com o perfil esperado para sistemas
nanoemulsionados. Tais achados refor¢cam o potencial biotecnoldégico do uso de
nanoemulsdes como estratégia promissora para ampliar a eficdcia e a aplicabilidade de
6leos essenciais em diferentes setores, especialmente na conservagdo e seguranga de
alimentos.

A incorporagdo da NE-OELO em um filme de carboximetilcelulose, resultando
em filmes ativos com potencial para uso em embalagens alimenticias. As nanoemulsdes
apresentaram estabilidade e homogeneidade adequadas, promovendo modificagdes
positivas nas propriedades fisicas, Opticas e funcionais dos filmes sem comprometer a
transparéncia e a flexibilidade. Os filmes demonstraram boa barreira a radiacdo UV,
mantendo transparéncia adequada a inspe¢do visual, além de apresentarem aumento da
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus,
proporcional a concentracao da nanoemulsdo incorporada. As anélises térmicas indicaram
alteragdes no perfil de degradagdo, sugerindo necessidade de testes adicionais de
estabilidade. Os filmes conservaram flexibilidade e permeabilidade compativeis com
aplicagdes em alimentos. Conclui-se que a incorporacdo de nanoemulsdes em
biopolimeros representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
embalagens ativas, recomendando-se estudos futuros em condigdes reais de uso para

validacdo do desempenho dos materiais.



85

REFERENCIAS

BATIHA, G.-S.; ALKAZMI, LM; WASEF, LG; BESHBISHY, AM; NADWA, EH;
RASHWAN, EK Syzygium aromaticum L. (Myrtaceae): Usos tradicionais, constituintes
quimicos bioativos, atividades farmacologicas e toxicoldgicas. Biomolecules . 2020, /0,
202. https://doi.org/10.3390/biom10020202

Bakkali F.; Averbeck S.; Averbeck D.; Idaomar M. (2008). Efeitos bioldgicos dos 6leos
essenciais — Uma revisdo. Toxicologia de Alimentos e Produtos Quimicos , 46(2),
446-475. https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.09.106

BEZERRA, AC; LOPEZ, AMQ; SANTOS, AMP Filmes biopoliméricos biodegradaveis
inteligentes e ativos contendo antocianinas: uma revisdo. Brazilian Journal of Animal
and Environmental Research , v. 7, n. 4, p. €74269, 5 nov. 2024.

CARVALHO, ZS de. Potencial fitoquimico dos 6leos essenciais: exploracao e
aplicagoes. Boletim Cientifico Agronémico do CCAAB/UFRB, v. 1, €2254, 2023.
Disponivel em: https://ufrb.edu.br/ccaab/boletim-cientifico-agronomico-do-ccaab-
volume1/2254-2254-pdf

CHINNAIYAN SK et al. Fabrication of basil oil Nanoemulsion loaded gellan gum
hydrogel—evaluation of its antibacterial and anti-biofilm potential. Journal of Drug
Delivery Science and Technology , v. 68, p. 103129-103129, 1° fev. 2022.

DABROWSKA GB, ANTOSZEWSKI M, SZYDELOWSKA-CZERNIAK A,
RASZKOWSKA-KACZOR A, JEDRZEJEWSKI T, WROTEK S, BARTKOWIAK M,
SWIONTEK BRZEZINSKA M, ZBOROWSKA M. Novos filmes biodegradaveis a
base de carboximetilcelulose com produtos liquidos de pirolise de madeira de pinho
com Propriedades Antibacterianas e Antioxidantes. Materiais . 2025; 18(10):2228.
https://doi.org/10.3390/ma18102228

DAMODHARAN, Jaishree. Nanomateriais na medicina — Uma visdo geral. Materials
Today: Proceedings , v. 37, p. 383-385, 2021. DOL:
https://doi.org/10.1016/j.matpr.2020.05.380

DAS, S.; SARKAR, S.; KOLEY, H.; et al. Revestimento comestivel de 6leos essenciais
baseado em nanoencapsulagdo como uma nova estratégia verde contra a deterioragao
fingica, contaminag@o por micotoxinas e deterioragdo da qualidade de frutas
armazenadas: uma visdo geral. Frontiers in Microbiology ,v. 12,2021. DOI:

10.3389/fmicb.2021.768414.

DHIFI, W. et al. Caracterizagdo quimica de 6leos essenciais e investigacdo de algumas
atividades biologicas: uma revisdo critica. Medicines , v. 3, n. 4, p. 25, 22 set. 2016.
https://doi.org/10.3390/medicines3040025

FRATTINI, LM et al. Aprimorando a delimita¢do taxonomica de Lippia origanoides
Kunth (Verbenaceae) por meio da anélise de terpenos volateis e marcadores



86

moleculares em acessos micropropagados. Plant Cell, Tissue and Organ Culture
(PCTOC) . 156, 17,2024. DOI: 10.1007/s11240-023-02619-y.

GHAZAL, TSA; SCHELZ, Z.; VIDACS, L.; SZEMEREDI N.; VERES, K_;
SPENGLER, G.; HOHMANN, J. Efeito antimicrobiano, de reversao da resisténcia a
multiplos farmacos e de inibi¢ao da formagao de biofilme de extratos, dleo essencial e
monoterpenos de Origanum majorana . Plants 2022 , 11, 1432.
https://doi.org/10.3390/plants 11111432

GANIAR], S.; CHOULITOUDIL E.; OREOPOULOU, V. Filmes e revestimentos
edificados e ativos como transportadores de antioxidantes naturais para alimentos
lipidios. Trend. Food Science & Technology, v. 68, p. 70-82, out. 2017. DOI:
10.1016/j.tifs.2017.08.009 https://doi.org/10.1016/].tifs.2017.08.009 .

HOQUE, Monjurul et al. Filme ativo a base de pectina/alginato de s6dio integrado com
celulose microcristalina e geraniol para aplicagcdes em embalagens de alimentos.
International Journal of Biological Macromolecules , v. 271, p. 132414, 2024.

IRIMIA, A.; STOLERU, E.; VASILE, C.; BELE, A.; BREBU, M. Application of
vegetal oils in developing bioactive paper-based mate rials for food packaging.
Coatings, v. 11, n. 10, p. 1211, 2021

KAUR, M.; DEVI, G.; NAGPAL, M.; SINGH, M.; DHINGRA, GA; AGGARWAL, G.

Oleos essenciais antivirais incorporados em nanocapsulas: estratégia para prevengio da
COVID-19 e futuras pandemias infecciosas. Pharmaceutical Nanotechnology , v. 8, n.
6, p. 437-451, 2020. https://doi.org/10.2174/2211738508666201016151850

KHWAZA V; ADERIBIGBE, BA. Atividade antibacteriana de componentes
selecionados de 6leos essenciais e seus derivados: uma revisdo. Antibiotics , v. 14, n. 1,
p. 6868, 10 jan. 2025. https://doi.org/10.3390/antibiotics 14010068

KOTWISKI, FO et al. Desenvolvimento de uma nanoemulsio contendo 6leo essencial
de Lippia origanoides com atividade antifungica por método de baixa energia: da
extracdo a formulacao. Journal of Drug Delivery Science and Technology , v. 102, p.
106392, 9 nov. 2024. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.106392

Li, Y.,Ma, L., Ji, T., et al. (2024). Filmes comestiveis de amido de
mandioca/carboximetilcelulose com bactérias laticas incorporadas para prolongar a vida
util do pao. Packaging Technology and Science. https://doi.org/10.1002/pts.2822

LIANG, JJH; MCKINNON, IA; RANKIN, CH. A contribui¢do da neurogenética de C.
elegans para a compreensao de doengas neurodegenerativas. Journal of Neurogenetics
, V.34, n. 34, p. 527-548, 1 out. 2020. DOI 10.1080/01677063.2020.1803302.

LUPIA, C. et al. Uso de 6leos essenciais para neutralizar o fendmeno da resisténcia
antimicrobiana em espécies de animais de produgdo. Antibiotics , v. 13, n. 2, p. 163, 1
fev. 2024. https://doi.org/10.3390/antibiotics 13020163



87

MALIK, MN et al. Bioprospec¢do de Dodonaea viscosa Jacq.; uma planta medicinal
tradicional com potencial antioxidante, citotoxico, antidiabético e antimicrobiano.
Arabian Journal of Chemistry , v. 15, n. 3, p. 103688, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2022.103688

MENEZES, PMN et al. O efeito relaxante do 6leo essencial de Lippia origanoides no
musculo liso da traqueia de cobaias envolve canais de potassio e guanilil ciclase
soluvel. Revista de Etnofarmacologia , v. 220, p. 16-25 de junho. 2018. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jep.2018.03.040 .

METHA, C., BARVE, P., SHARMA, S., & PAL, D. (2024). Avancos recentes em
filmes a base de alginato para embalagens ativas de alimentos: abordagens e aplicagdes.
Food & Function , 2024, 15, 9124-9142. https://doi.org/10.1039/D3FB00216K

MOHAMMADI, H.; REZAEIGOLESTANI, M.; MOHSENZADEH, M. Optimization
of antimicrobial nanocomposite films based on carboxymethyl cellulose incorporating
chitosan nanofibers and Guggul gum polysaccharide. Scientific Reports, v. 14, p.
13693, 2024. DOI: 10.1038/s41598-024-64528-0.

MONIZ, A. M. H. et al. Quimiotipos de Lippia origanoides Kunth na Amazonia e sua
importancia farmacologica: uma revisdo. Cuadernos De Educacion y

Desarrollo, 15(12), 15619-15671. 2023. DOI: https://doi.org/10.55905/cuadv15n12-
030

Mostafavi, FS, & Zaeim, D. (2020). Filmes edible baseados em agar para aplicagdes de
embalagem de alimentos - Uma revisdo. Jornal internacional de macromoléculas

bioldgicas , 159 , 1165-1176. https://doi.org/10.1016/j.1jbiomac.2020.05.123

MUKURUMBIRA, AR; SHELLIE, R.; RUSSELL, S.; et al. Encapsulation of essential
oils and their application in antimicrobial active packaging. Journal of Food Processing
and Preservation , v. 46, 16409, 2022. DOI: 10.1111/jfpp.16409.

NASCIMENTO, JF; COSTA, EF; ABREU, FOMS CARACTERIZAC()ES DE
NANOEMULSOES DE ALGINATO DE SODIO COM OLEO ESSENCIAL DE
Eucalyptus citriodora . Revista Coleta Cientifica , 4 (8), 15-22, 2020.
https://doi.org/10.7910/DVN/7QGVTR

OLIVEIRA FILHO, JD; BRAGA, A.; OLIVEIRA, B.D.; GOMES, F.; MOREIRA, V.;
PEREIRA, V.; EGEA, M. O potencial das antocianinas em filmes a base de polimeros
ecoldgicos inteligentes, ativos e bioativos: uma revisdo. Food Research International ,
v. 110202, 2021.

PRADO, JCS et al. Nanoemulsdes de compostos bioativos vegetais com aplicagdes
antimicrobianas: uma revisdao. Ciéncia e Natura , v. €74325, 10 abr. 2024.

PAIDARI, S.; ZAMINDAR, N.; TAHERGORABI, R.; KARGAR, M.; EZZATI, S.;
SHIRANI, N.; MUSAVI, SH. Revestimentos e filmes comestiveis como embalagens



88

promissoras: uma mini revisao. Journal of Food Measurement and Characterization
.v. 15n.5, p. 4205-4214, 2021.

PIMENTA, P. A.; SILVA, A. P. S.;; ANDRADE, G. B.; SOUTO, R. B.; MOTA, M. D.
Avaliagao da atividade antimicrobiana e potencial conservante do 6leo essencial de
orégano (Origanum vulgare). Scientia Plena, v. 20, n. 2, 2024. DOL:
10.14808/sci.plena.2024.026201.

QUINTAO, F. J.; TAVARES, R. S.; VIEIRA-FILHO, S. A.; SOUZA, G. H.; SANTOS,
O. D. Hydroalcoholic extracts of Vellozia squamata: study of its nanoemulsions for
pharmaceutical or cosmetic applications. Revista Brasileira de Farmacognosia, 23(1),
101-107, 2013. DOL: https://doi.org/10.1590/S0102-695X2013005000001

REHMAN, A.; QUNYT, T.; SHARIF, HR; KORMA, SA; KARIM, A.; MANZOOR,
MF; MEHMOOD, A.; IQBAL, MW; RAZA, H.; ALI, A.; MEHMOOD, T. Sistema de
entrega de nanoemulsao baseado em biopolimeros: Uma abordagem eficaz para
impulsionar o potencial antioxidante do 6leo essencial em produtos alimentares.
Tecnologias e Aplicagoes de Polimeros de Carboidratos ,v. 2, p. 100082, 2021. DOI:
10.1016/j.carpta.2021.100082.

SCAPINELLO, J. et al. Aplicacdo de oleos essenciais em alimentos: uma revisao sobre
desafios e perspectivas. Acta Ambiental Catarinense , v. 21, n. 1, 3 dez. 2023.
https://doi.org/10.24021/raac.v21i1.7740

SILVA, RS et al. Avango no uso de filmes e revestimentos comestiveis com a¢ao
antimicrobiana na conservagao de frutas e hortali¢as: uma revisao. Agron Food
Academy eBooks , 2022.

SIMOES, CMO; SPITZER, V. Oleos volateis. In: SIMOES, CMO et al. (org.).
Farmacognosia: da planta ao medicamento . 6. ed. Porto Alegre: Editora UFRGS;
Floriandpolis: Editora UFSC, 2007. cap. 15, p. 467-495.

SIQUEIRA-LIMA, P. S. et al. Central nervous system and analgesic profiles of Lippia
genus. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 29, n. 1, p. 125-135, jan. 2019.
https://doi.org/10.1016/j.bjp.2018.11.006

TAHER, MK et al. Design of Delivery Systems (Nanoemulsions and Biopolymer
Nanoparticles) of Cloves Essential Oil: Preparation, Characterizations, Study the
Release, and Antioxidant Activity. Journal of Preventive, Diagnostic and Treatment
Strategies in Medicine 3(3):p 163-170, jul-sep 2024. DOL:
10.4103/jpdtsm.jpdtsm 49 24

TAYEB HH, FELIMBAN R, ALMAGHRABI S, HASABALLAH N. Nanoemulsoes:
Formulagao, caracterizacdo, destino bioldgico e potencial papel contra a COVID-19 e
outros surtos virais. Colloid Interface Sci Commun 2021:45:100533 DOI:
https://doi.org/10.1016/j.colcom.2021.100533

TEIXEIRA, ML et al. Avaliacao da atividade antioxidante dos d6leos essenciais de
Cantinoa carpinifolia (Benth.) e Lippia origanoides (Kunth.) por diferentes métodos.



89

Journal of Essential Oil Research , v. 35, n. 2, p. 143-153, 30 set. 2022.
10.1080/10412905.2022.2115570

TRINDADE, SC et al. Atividade antimicrobiana dos extratos metanolicos de diferentes

espécies do género Lippia. Pesquisa, Sociedade e Desenvolvimento, v. 10, n. 9, p.
€22610918051, 24 jul. 2021. DOI 10.33448/rsd-v1019.18051.

UMARAW, P.; MUNEKATA, P.; VERMA, A.; BARBA, F.; SINGH, V.; KUMAR, P.;
LORENZO, J. Filmes/revestimentos comestiveis com propriedades personalizadas para

embalagens ativas de carne, peixe e produtos derivados. Trends in Food Science &
Technology , v. 98, p. 10-24, 2020.

WANG, M.; JIA, X.; LIU, W.; LIN, X. Filme transparente flexivel e insolivel em
agua a base de carboximetilcelulose . Carbohydrate Polymers ,v. 255, p. 117353,
2021. DOI: 10.1016/j.carbpol.2020.117353

YASIR, M.; NAWAZ, A.; GHAZANFAR, S.; OKLA, MK; CHAUDHARY, A.; AL,
WH; AIMAL, MN; ABDELGAWAD, H.; AHMAD, A.; ABBAS, F.; WADOOD, A.;
MANZOOR, Z. Atividade antibacteriana. Journal of Biology , v. 84, €259449, p. 1-
8, 2024. DOL: https://doi.org/10.1590/1519-6984.259449.

ZHANG, L.; LIN, J.; ZHANG, C.; HU, S.; DONG, Y.; FAN, G.; ELE, F. Avancos
recentes nas aplicacdes de 6leos essenciais baseadas em nanotecnologia. Curr.
Nanosci. 2024 , 20 (5), 630 — 643, DOI: 10.2174/1573413719666230718122527

ZHAO, Y.; TIAN, R.; XU, Z.; JIANG, L.; SUI X. Avangos recentes na tecnologia de
extracdo de proteina de soja. Journal of the American Oil Chemists' Society , v. 100,
n. 3, p. 187-195, 2023. DOI: 10.1002/a0cs.12676.



Anexo 1. Resultado da cromatografia gasosa acoplada a

ANEXO
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espectrometria de massas
(CG/EM) apresentando os picos, tempos de retencdo, % de area, nome da estrutura dos
constituintes quimicos do 6leo essencial de Lippia origanoides.
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