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RESUMO 

A presente tese teve como objetivo o desenvolvimento, caracterização e aplicação de 

nanoemulsão contendo óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) em filmes 

ativos biodegradáveis à base de carboximetilcelulose (CMC), visando a obtenção de 

materiais funcionais com potencial uso em embalagens alimentícias. O estudo foi 

dividido em duas etapas complementares, resultando em dois artigos científicos. No 

capítulo 1, investigou-se a atividade antimicrobiana do óleo essencial de Lippia 

origanoides e de sua nanoemulsão, bem como sua composição química e características 

físico-química. O óleo essencial foi extraído por hidrodestilação e caracterizado por 

cromatografia gasosa, cuja composição química apresentou carvacrol como composto 

majoritário (41,56%). A NE-OELO foi obtida por emulsificação assistida por ultrassom 

e caracterizada quanto ao tamanho de gotículas, índice de polidispersão (PDI) e potencial 

zeta. Apresentando boa estabilidade físico-química, tamanho médio de gotículas 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 determinação da concentração inibitória mínima 

frente a microrganismos de interesse alimentar. A avaliação antimicrobiana demonstrou 

que a NE-OELO apresentou atividade significativamente superior ao óleo essencial livre, 

com valores de concentração inibitória mínima  menores frente a Staphylococcus aureus 

(ATCC 00039), E. coli ETEC (ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028). 

No capítulo 2, a nanoemulsão desenvolvida foi incorporada a filmes biodegradáveis de 

carboximetilcelulose, produzidos pelo método casting, em diferentes concentrações da 

NE-OELO (10%, 15% e 20%). Os filmes foram caracterizados quanto às propriedades 

mecânicas, ópticas, térmicas, estruturais e de barreira, além da atividade antioxidante e 

antimicrobiana. A adição da NE-OELO promoveu alterações estruturais e funcionais 

relevantes no filme polimérico. Os filmes apresentaram espessura uniforme e superfície 

homogênea, além de propriedades ópticas adequadas, mantendo alta transparência e baixo 

índice de variação de cor, características desejáveis para aplicação em embalagens 

alimentícias. Observou-se aumento na opacidade sem prejuízo à aparência visual. Quanto 

à funcionalidade, os filmes incorporados com NE-OELO exibiram atividade antioxidante, 

com aumento proporcional à concentração da nanoemulsão, o que está associado à 

presença de compostos fenólicos. A atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que os 

compostos voláteis liberados pelos filmes foram eficazes na inibição do crescimento de 

Staphylococcus aureus, sendo observadas zonas de inibição diretamente relacionadas à 

concentração de NE-OELO. Os resultados demonstram que a NE-OELO potencializa sua 
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atividade antimicrobiana e possibilita sua aplicação eficiente em matrizes poliméricas 

biodegradáveis. A incorporação da nanoemulsão em filmes de CMC resultou em 

materiais ativos com propriedades físico-químicas e funcionais compatíveis com as 

exigências tecnológicas de embalagens alimentícias, destacando o potencial desses 

sistemas como alternativa natural e sustentável para a melhoria da segurança e 

conservação de alimentos. 

Palavras-chave: Nanotecnologia, embalagem ativa, segurança alimentar.  
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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 and 

sustainable alternative for enhancing food safety and preservation. 

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

 

O uso de plantas com propriedades terapêuticas configura-se como uma prática tradicional 

amplamente disseminada em diversos contextos e culturas (Pio et al., 2025). Este potencial 

terapêutico está intrinsecamente relacionado ao metabolismo secundário das plantas, 

responsável pela biossíntese de compostos bioativos, como os óleos essenciais, com 

propriedades antimicrobianas e antioxidantes já descritas na literatura (Batiha et al., 2020; 

Carvalho, 2023; Yasir et al., 2024; Kotwiski et al., 2024).  

Estas propriedades vêm sendo exploradas em outras áreas, como na indústria de 

alimentos para confecção de embalagens ativas.  No entanto, a instabilidade, baixa 

solubilidade e biodisponibilidade dos óleos essenciais, limita o seu uso (Scapinello et al., 

2023), o que têm incentivado o desenvolvimento de novas estratégias tecnológicas como 

as nanoemulsões, uma abordagem promissora, devido à sua capacidade de encapsular os 

óleos essenciais em matrizes nanométricas, aumentando a estabilidade química, 

promovendo uma liberação controlada e potencializando sua eficácia terapêutica (Liang; 

Mckinnon; Rankin, 2020; Menezes et al., 2021; Tayeb et al., 2021; Taher et al., 2024).  

Os óleos essenciais (OEs) são substâncias originadas do metabolismo secundário 

de diferentes partes de vegetais. Eles podem ser extraídos de várias partes das plantas, 

como flores, raízes, sementes, folhas, cascas e frutos, apresentando composição química 

complexa (Bakkali et al., 2008). Ainda, possuem aroma característico e são compostos, 

majoritariamente, por substâncias voláteis, geralmente lipofílicas e líquidas, pertencentes 

a diferentes classes de compostos terpênicos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

ácidos, fenóis, alcóois, cetonas, esteres, óxidos, peróxidos (Simões e Spitzer, 2007).  

A variedade na composição química dos óleos essenciais, tanto qualitativa como 

quantitativamente, ocorre devido a fatores intrínsecos, relacionados à própria planta, 

como o seu estágio de desenvolvimento, parte da planta utilizada e sua interação com o 

ambiente; bem como fatores extrínsecos, como características do solo, fatores 

geográficos, técnicas pós colheita, armazenamento do material vegetal e o método 

utilizado para a extração (Dhifi et al., 2016; Pimenta et al., 2024).  

Essa complexidade na composição reflete diretamente nas propriedades 

funcionais dos óleos essenciais, amplamente descritas na literatura, dentre as quais se 

destacam as atividades antimicrobiana e antioxidante, de grande interesse para aplicações 

biotecnológicas e alimentícias. 

A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais está relacionada, principalmente, à 

alteração 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 formação de biofilme (Ghazal 

et al., 2022). Segundo Zhai et al. (2018) os óleos essenciais apresentam uma composição 

química diversa, o que minimiza o risco de desenvolvimento de resistência microbiana, 

(Khwaza e Aderibigbe, 2025) e estas características são muito úteis para indústria de 

alimentos, especialmente quando se pensa em controle de contaminação e segurança 

alimentar. 

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

origanoides (Kunth), conhecida popularmente como “alecrim-do-Nordeste”, “alecrim-

grande”, “alecrim-pimenta”, encontrada no bioma caatinga, cujo óleo essencial extraído 

de folhas e flores apresenta ampla diversidade de bioativos para o tratamento, dentre 

outros, de infecções gastrointestinais e respiratórias, com propriedades anti-inflamatória 

e como antisséptico oral (Siqueira et al., 2011; Trindade et al., 2021; Teixeira et al., 2023; 

Moniz et al., 2023).  O óleo essencial de Lippia origanoides é classificado em três 

quimiotipos principais (A, B e C), de acordo com o componente químico majoritário, 

sendo: quimiotipo A, aquele onde o composto p -cimeno é majoritário, o quimiotipo B 

possuindo carvacrol como majoritário e quimiotipo C, timol (Frattini et al., 2024; 

Kotwiski et al., 2024). 

Apesar das propriedades biológicas presentes nos óleos essenciais, estes bioativos 

apresentam, também, propriedades indesejáveis, como instabilidade frente a fatores 

ambientais (luz, calor e oxidação), alta volatilidade e potencial citotóxico em doses 

elevadas, além de baixa solubilidade em sistemas aquosos (Taher et al., 2024) o que pode 

limitar sua aplicação tecnológica. Para mitigar essas limitações, a utilização de 

nanoemulsões tem se mostrado uma solução eficaz.  

As nanoemulsões são sistemas coloidais formados pela dispersão de dois líquidos 

imiscíveis, como óleo e água, com auxílio de agentes surfactantes, nos quais as gotículas 

apresentam dimensões nanométricas (Quintão et al., 2013; Nascimento et al., 2020; Prado 

et al., 2024). A incorporação de óleos essenciais na forma de nanoemulsões tem se 

mostrado uma estratégia eficaz para melhorar sua dispersão em matrizes aquosas, 

aumentar a estabilidade físico-química, reduzir a volatilidade e minimizar perdas por 

degradação (Chinnaiyan et al., 2022). No contexto de matrizes poliméricas e filmes de 

base aquosa, o uso de nanoemulsões favorece uma distribuição mais homogênea do óleo 

essencial, além de possibilitar uma liberação gradual dos compostos ativos durante o 

armazenamento, potencializando sua ação antimicrobiana (Damodharan, 2021; Rehman 

et al., 2021; (Das et al., 2021; Kaur et al., 2020). Dessa forma, a nanoemulsificação 
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contribui para o desenvolvimento de sistemas mais estáveis e eficientes para aplicação 

em embalagens alimentares. 

Desse modo, o uso de nanoemulsões se mostra uma abordagem promissora para 

o desenvolvimento de formulações mais eficazes e sustentáveis, permitindo explorar o 

potencial antimicrobiano do óleo essencial e subsequente incorporação em filmes para 

embalagens alimentícias. Portanto, os OEs encapsulados podem ser substitutos 

sustentáveis para conservantes sintéticos, com ampla aplicação nas indústrias agrícolas e 

alimentícias (Mukurumbira et al., 2022), como o desenvolvimento de embalagens. 

É crescente o interesse por embalagens de alimentos que além da função de 

proteção possam interagir com o alimento potencializando a proteção e que sejam 

produzidas com materiais sustentáveis (Silva et al., 2022), neste contexto os filmes ativos 

cumprem bem o papel. 

Os filmes são definidos como polímeros de fina espessira, pré-formados e 

utilizados para envolver alimentos, atuando como barreiras mecânicas protetoras que 

minimizam a interação com o ambiente externo, retardam a deterioração e contribuem 

para prolongar a vida útil de produtos perecíveis (Paidari et al., 2021; Irimia et al., 2021). 

Os filmes ativos apresentam a capacidade de incorporar diferentes tipos de 

compostos ativos, incluindo biocompostos naturais e agentes inorgânicos com 

propriedades antioxidantes, antifúngicas e antimicrobianas, permitindo interagir com a 

matriz alimentícia 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 função principal das embalagenns, mas também apresentar vantagens na área 

de sustentabilidade em comparação com os materiais sintéticos (Ganiari, Choulitoudi, 

Oreopoulou, 2017). O desenvolvimento de filmes ativos à base de fontes renováveis 

tornou-se uma importante linha de pesquisa na área de alimentos (Umaraw et al., 2020). 

Os materiais empregados na produção de filmes ativos devem atender a diversas 

exigências, como apresentar resistência à umidade e fornecer barreiras eficazes contra 

vapor de água e gases, assegurando melhores condições de conservação dos alimentos 

(Bezerra et al., 2024). Esses filmes podem ser elaborados a partir de polissacarídeos, 

como quitosana, alginato, celulose, carragenina, pectina e amido, bem como de proteínas, 

lipídios ou da combinação desses compostos, conferindo-lhes flexibilidade, resistência 

mecânica e integridade estrutural necessárias para sua aplicação como embalagens 

(Mostafa et al., 2023; Mostafani & Zaeim, 2020; Zhao et al., 2023). 

Entre os polissacarídeos utilizados na produção de filmes, destaca-se a 
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carboximetilcelulose (CMC), um biopolímero derivado da celulose, com 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, custo relativamente baixo e capacidade de 

formar filmes com boa transparência e flexibilidade (Wang et al., 2025). Utilizado como 

material filmogênico em sistemas de embalagens atuando como suporte para a 

incorporação de compostos ativos responsáveis pela ação conservante de vários produtos 

alimentícios, como carne, peixe, laticínios, frutas e vegetais (Li et al., 2024). 

Pesquisas recentes demonstram que à adição de nanoestruturas a filmes de CMC 

pode melhorar as propriedades mecânicas, barreira contra umidade, reforçando a estrutura 

do filme e potencializando a aplicação em sistemas de embalagens ativas (Mohammadi 

et al., 2024; Dabrowska et al., 2025).  

Os filmes ativos podem ser desenvolvidos incorporando na solução filmogênica 

compostos funcionais como nanoemulsões de óleos essenciais que apresentam atividades 

antimicrobianas e antioxidantes que colaboram para estender a vida útil 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 nanoemulsão de óleo essencial (NEOE) para aplicações em alimentos, 

verificou propriedades físicas adequadas e atividade antimicrobiana, com inibição 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 

óleo essencial de orégano nanoemulsionado apresentaram atividades antioxidante e 

antibacteriana, destacando seu potencial para o desenvolvimento de embalagens ativas 

voltadas à preservação de alimentos. Esses resultados evidenciam que a incorporação de 

nanoemulsões de óleos essenciais em filmes poliméricos pode contribuir 

significativamente para a melhoria da segurança microbiológica e da vida útil de produtos 

alimentícios. 

Diante desse panorama, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de 

nanoemulsões à base de compostos naturais, utilizando o óleo essencial de Lippia 

origanoides, como uma alternativa inovadora e sustentável para aplicações em 

embalagens ativas de alimentos. Embora estudos anteriores relatem a atividade 

antimicrobiana desse óleo e o uso de nanoemulsões de óleos essenciais, ainda são 

limitadas as investigações que integram a caracterização físico-química da nanoemulsão, 

sua atividade antimicrobiana e sua incorporação em filmes poliméricos biodegradáveis 

voltadas à conservação de alimentos. 



17 

 

Nesse contexto, esta pesquisa avança ao desenvolver e caracterizar nanoemulsões 

de Lippia origanoides e avaliar sua aplicação em filmes poliméricos à base de 

carboximetilcelulose, contribuindo para o aprimoramento de tecnologias de embalagem 

ativa. Assim, o estudo não apenas amplia o conhecimento científico existente, como 

também oferece subsídios aplicáveis à indústria de alimentos, fortalecendo a interface 

entre inovação tecnológica, sustentabilidade e segurança alimentar. 

A tese foi estruturada em dois capítulos, apresentados conforme as normas das 

revistas científicas às quais foram submetidos. 

O Capítulo 1, intitulado “Nanoemulsion containing Lippia origanoides essential 

oil: characterization, chemical composition, antibacterial activities”, apresenta a 

caracterização química do óleo essencial de Lippia origanoides, a avaliação de sua 

atividade antimicrobiana, o desenvolvimento e caracterização da nanoemulsão obtida a 

partir desse óleo, além dos testes de atividade antimicrobiana da nanoemulsão frente a 

microrganismos contaminantes de alimentos. 

O Capítulo 2, intitulado “Carboxymethylcellulose films integrated with 

nanoemulsion of Lippia origanoides essential oil exhibit antimicrobial, photoprotective, 

and antioxidant properties”, descreve o desenvolvimento e caracterização da 

nanoemulsão e sua incorporação em filmes ativos à base de carboximetilcelulose. O 

estudo inclui a avaliação das propriedades físico-mecânicas, de barreira e ópticas dos 

filmes, bem como a determinação da atividade antioxidante e antimicrobiana frente aos 

principais microrganismos contaminantes de alimentos, demonstrando o potencial da 

nanoemulsão de Lippia origanoides como agente bioativo em embalagens alimentícias. 

Ao final, são apresentadas as conclusões gerais sobre os resultados encontrados 

na tese, bem como sugestões para trabalhos futuros.  
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RESUMO 

Os óleos essenciais são promissores para o controle do crescimento microbiano devido 

às suas propriedades antimicrobianas, incluindo o rompimento das membranas celulares 

bacterianas e inibição de processos metabólicos, prevenindo assim a formação de 

biofilmes. Este estudo avaliou a eficácia antimicrobiana do óleo essencial de Lippia 

origanoides e sua composição química no desenvolvimento de uma nanoemulsão. O óleo 

essencial é composto predominantemente por carvacrol (41,56%), timol (12,56%) e p-

cimeno (12,49%), com rendimento de extração de 2,13%. A nanoemulsão foi 

caracterizada por um tamanho de gota de 30,00 ± 1,70 nm, um índice de polidispersão de 

0,25 ± 0,03%, potencial zeta -23,96 ± 3,61 mV, índice de brancura 27,93 ± 1,17 e índice 

de refração 1,34 ± 0,00. A concentração inibitória mínima (CIM) para o óleo essencial 

não encapsulado (OELO) variou de 1.360 µg/mL a 5.460 µg/mL, enquanto a 

nanoemulsão (NE-OELO) apresentou valores de CIM significativamente menores, 

variando de 156 µg/mL a 1.250 µg/mL. Esses resultados indicam que a NE-OELO é mais 

eficaz que o OELO, enfatizando os benefícios das nanoemulsões no aumento da atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais. Esta pesquisa pode abrir caminho para produtos 

inovadores que melhorem a segurança alimentar, atuando eficazmente contra 

microrganismos nocivos. 

Palavras-chave: nanoemulsão, 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 of 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 µg/mL to 5,460 µg/mL, while the nanoemulsion (NE-OELO) 

demonstrated significantly lower MIC values, ranging from 156 µg/mL to 1,250 µg/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 INTRODUÇÃO 

A utilização de plantas com propriedades terapêuticas constitui uma prática 

tradicional amplamente difundida presente em diversos contextos e culturas (Pio et al., 

2025). O potencial terapêutico das plantas está ligado ao seu metabolismo secundário, 

que produz compostos bioativos como os óleos essenciais (OE). Em sua revisão de 

literatura de 2025, Khwaza e Aderibigbe descreveram as propriedades antimicrobianas, 

anti-inflamatórias e antioxidantes dos OE. 

Bordón et al. (2025) descobriram que certos componentes de óleos essenciais 

podem penetrar nas membranas bacterianas, alterando sua estrutura e aumentando a 

fluidez e a permeabilidade. Essa ruptura compromete a função de barreira da membrana, 

levando à morte da célula bacteriana. 

Os óleos essenciais oferecem propriedades biológicas benéficas, mas também 

enfrentam desafios, incluindo instabilidade à luz, ao calor e à oxidação, alta volatilidade, 

potencial citotoxicidade em altas doses e baixa solubilidade em água. Esses problemas 

podem limitar suas aplicações tecnológicas (Taher et al., 2024). 

Para superar esses desafios, as nanoemulsões surgiram como uma solução eficaz. 

Elas podem encapsular óleos essenciais em matrizes nanométricas, aumentando a 

estabilidade, permitindo a liberação controlada e melhorando a eficácia terapêutica 

(Taher et al., 2024). 

Nanoemulsões são sistemas coloidais formados pela combinação de dois líquidos 

imiscíveis, como óleo e água, utilizando um surfactante. Essas gotículas nanométricas 

aumentam a estabilidade cinética e a solubilidade dos óleos essenciais, preservando sua 

composição química (Quintão et al., 2013; Chinnaiyan et al., 2022). Isso leva a uma 

melhor biodisponibilidade e à liberação eficaz de compostos ativos em locais específicos, 

garantindo os efeitos celulares desejados (Damodharan, 2021). Além disso, esse método 

reduz o risco de efeitos adversos, como toxicidade, aumentando assim a segurança e a 

eficácia terapêutica (Kaur et al., 2020). 

Portanto, este estudo teve como objetivo explorar a composição química e a 

atividade antimicrobiana do óleo essencial extraído 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 

nanoemulsão do óleo essencial de Lippia origanoides para avaliar se essa formulação 

poderia potencializar a eficácia antimicrobiana do óleo. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

A planta medicinal Lippia origanoides foi coletada no município de Riachão do 

Jacuípe, situado nas coordenadas 11,75062° S e 39,48387° O, em maio de 2024. A coleta 

ocorreu no período da manhã, entre 10h00 e 11h30, em condições climáticas secas. Um 

especialista identificou visualmente o material botânico com base nas características 

distintivas das folhas e da inflorescência. O acesso ao patrimônio genético foi autorizado 

após o registro no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e Saberes 

Tradicionais Associados (SisGen) sob o código A4F716D. 

As partes aéreas das espécies selecionadas, incluindo folhas e flores, foram 

cuidadosamente separadas e secas à temperatura ambiente em local designado, ao abrigo 

da luz, durante uma semana. Após a secagem, as amostras foram acondicionadas em 

novos sacos e enviadas ao Laboratório de Produtos Naturais da Universidade Estadual de 

Feira de Santana para a extração do óleo essencial. 

2.1 Extração de óleo essencial 

O óleo essencial das partes aéreas de Lippia origanoides (OELO) foi extraído pelo 

método de hidrodestilação, utilizando-se aproximadamente 200 gramas de material 

vegetal. O processo de extração durou três horas, a partir da condensação da primeira 

gota. 

Ao final do processo de extração, o volume de óleo essencial foi medido utilizando 

o aparelho de Clevenger. Os óleos foram armazenados em frascos de vidro âmbar, com 

adição de sulfato de sódio anidro para remover qualquer resíduo de água. Em seguida, 

foram acondicionados em frascos âmbar de 2 mL, etiquetados e armazenados em freezer 

comercial a          -20 °C até a análise química. A extração foi realizada seis vezes, 

resultando em um total de 1.220 gramas de material vegetal seco. O rendimento de óleo 

essencial foi calculado utilizando a seguinte equação: 

Rendimento (%) = (volume obtido (mL) / massa seca (g)) × 100 (Equação 1). 

2.1.1 Determinação da composição química do óleo essencial 

A composição química dos óleos essenciais foi analisada no Centro Analítico do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo, utilizando cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (CG/EM). Essa análise foi realizada em um 
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cromatógrafo Agilent 7809A (Agilent Technologies), acoplado a um detector de triplo 

eixo Agilent 5975C e uma coluna capilar ZB-5 (Phenomenex; dimensões: 30 m × 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 gás de arraste a uma vazão de 1 mL/min. Tanto a 

temperatura da interface quanto a temperatura da fonte de ionização foram mantidas a 

250 °C. A energia de ionização foi configurada para 70 eV, com uma corrente de 

ionização de 0,7 kV. A temperatura do forno começou 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 Preparação da nanoemulsão 

Uma nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) foi criada 

utilizando ultrassom de alta energia. A formulação consistiu em 1% (m/m) de OELO 

combinado com uma proporção de 1:3 (m/m) de OELO para Tween 80, suspensos em 

água deionizada. O processo de preparação compreendeu três etapas principais: A mistura 

inicial foi submetida à sonicação em um banho ultrassônico (Q3.0/40 - Eco-Sonics) à 

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 emulsão precursora grosseira (Nie et al., 2023). Por fim, a emulsão grosseira foi 

sonicada por 10 ciclos de 3 minutos cada em banho de gelo, utilizando um aparelho 

ultrassônico (Ultronique – Eco-Sonics) equipado com uma sonda de 4 mm de diâmetro, 

operando a uma frequência de 20 kHz e uma potência de saída de 550 W. Após essas 

etapas, a nanoemulsão resultante foi caracterizada. 

2.3 Caracterização de Nanoemulsão   

A nanoemulsão OELO (NE-OELO) foi caracterizada pela avaliação do tamanho 

das gotículas, índice de polidispersão (PDI), potencial zeta (ZP), índice de brancura (WI) 

e índice de refração (RI). 

O tamanho das gotículas (em mm), o índice de polidispersão (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 dispersão múltipla, a 

nanoemulsão foi diluída na proporção de 1:100 com água deionizada. Todas as medições 

foram realizadas em triplicata. Para avaliar a estabilidade, as medições de tamanho e PDI 

foram repetidas após 30 dias de armazenamento refrigerado. A turbidez da nanoemulsão 

foi analisada medindo-se sua absorbância utilizando um espectrofotômetro UV-Vis (K37, 

KASVI) em um comprimento de onda de 600 nm (Ghosh et al., 2014). O índice de 
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refração foi determinado com um refratômetro . 

As medições de cor foram realizadas utilizando um colorímetro (CR-400, 

KONICA MINOLTA) que operava sob iluminante padrão D65. A análise de cor utilizou 

o sistema CIE L*a*b*, estabelecido pela Comissão Internacional de Iluminação (CIE). 

Nesse sistema, L* representa a luminosidade, enquanto a* e b* correspondem ao 

vermelho e ao amarelo, respectivamente. Após a determinação dos valores CIE L*, a* e 

b*, o índice de brancura (WI) foi calculado utilizando a Equação 2 (ASTM, 2010): 

WI = 100 - √((100 - L*)² + (a*)² + (b*)²) (Equação 2) 

2.4 Ensaio de atividade antimicrobiana 

Cepas padrão 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 Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi avaliada utilizando a técnica de 

microdiluição em caldo em placas de 96 poços, seguindo a metodologia descrita no 

Manual do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), com pequenas 

modificações. Para o ensaio de Concentração Inibitória Mínima (CIM), o OELO foi 

diluído em Tween 80 a 10% até uma concentração inicial de 175 mg/mL, enquanto o NE-

OELO foi preparado a 10 mg/mL. Ambas as soluções foram esterilizadas com filtros de 

0,22 μm. 

Uma diluição seriada resultou em concentrações 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 ágar nutritivo por 20 horas e, em seguida, homogeneizadas em solução 

salina estéril para atingir a turbidez equivalente ao padrão 0,5 de McFarland 

(aproximadamente 1,5 x 10⁸ UFC /mL). Leituras espectrofotométricas a 625 nm 

confirmaram a concentração, ajustando a absorbância para 0,08 a 0,1. 

Uma diluição de 1:100 em solução salina estéril resultou em uma suspensão de 

1,0 x 10⁶ UFC/mL para os ensaios. Foram incluídos controles de viabilidade para os 

microrganismos e controles de esterilidade para o meio de cultura, óleo, solvente e 

nanoemulsão. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, com os testes 

realizados em triplicata. 

Após o período de incubação, 30 μL de resazurina a 0,01% foram adicionados a 
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cada poço, e as placas foram incubadas novamente por 3 horas para facilitar a análise 

colorimétrica do crescimento microbiano. A CIM (Concentração Inibitória Mínima) foi 

definida como a última diluição que não apresentou crescimento microbiano. 

O teste de determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi 

realizado em todos os poços onde o teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

demonstrou inibição do crescimento bacteriano. Para realizar o teste, cinco microlitros do 

conteúdo de cada poço foram inoculados em placas de ágar Müller-Hinton, que foram 

incubadas a 37 °C por 24 horas. Se o inóculo não produziu crescimento microbiano, a 

concentração inibitória mínima do poço amostrado foi considerada bactericida. Por outro 

lado, se ocorreu crescimento microbiano, a CIM do poço amostrado foi classificada como 

bacteriostática. 

 

3 RESULTADOS 

A composição química do óleo essencial obtido de Lippia origanoides está 

detalhadamente descrita na Tabela 1, que enumera os constituintes químicos juntamente 

com suas respectivas porcentagens. Um total de vinte compostos distintos foram 

identificados no óleo, sendo os constituintes dominantes o carvacrol (41,56%), o timol 

(12,56%) e o p-cimeno (12,49%). Além disso, o β-cariofileno e o γ-terpineno também 

foram componentes notáveis, representando 6,61% e 6,27%, respectivamente. Ademais, 

o processo de extração rendeu um total de 2,13% de óleo essencial, destacando a 

eficiência do método de extração utilizado para esta planta aromática e medicinal. 

Tabela 1. Composição química do óleo essencial obtido de Lippia origanoides 

Pico RT (min) Composto GC-MS (%) 

1 5,548 α-tujeno 1,23 

2 5,707 α-pineno 0,49 

3 7,137 mirceno 2,18 

4 7,802 γ- terpineno 1,43 

5 8,021 p-cimenoc 12,49 

6 8,175 limoneno + eucaliptol 3,23 

7 8,954 γ- 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 metílico 5.09 
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12 15,727 timol 12,56 

13 16,009 carvacrol 41,56 

14 16,677 elemento γ 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 Óxido de cariofileno 0,43 

Total   100 

RT: Tempo de Retenção; GC-MS: Cromatografia Gasosa – Espectrometria de Massa 

 

A nanoemulsão apresentou tamanho médio de gotículas de 30,00 ± 1,70 nm, 

indicando boa uniformidade e contribuindo para a estabilidade do sistema. O índice de 

polidispersidade (0,25 ± 0,03) reflete uma distribuição estreita do tamanho das gotículas, 

enquanto o potencial zeta (−23,96 ± 3,61 mV) sugere adequada estabilidade eletrostática 

da emulsão. Além disso, o índice de brancura (27,93 ± 1,17) indica baixa opacidade, 

compatível com o aspecto translúcido observado, e o índice de refração (1,34 ± 0,00) 

fornece informações sobre a propagação da luz através da nanoemulsão. Em conjunto, 

esses parâmetros caracterizam as propriedades físico-químicas e a estabilidade do sistema 

nanoemulsionado. 

Os testes de concentração inibitória mínima (CIM) demonstraram 

conclusivamente que o óleo essencial derivado de Lippia origanoides (OELO) e sua 

nanoemulsão (NE-OELO) apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra 

todas as cepas padrão avaliadas, conforme resumido na Tabela 2. As amostras de controle, 

compostas por uma solução de Tween a 10% e uma nanoemulsão sem o óleo essencial 

ativo, não apresentaram efeitos inibitórios, reforçando a eficácia das formulações 

testadas. 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) do óleo essencial e da nanoemulsão de Lippia origanoides contra diferentes cepas 

padrão de microrganismos contaminantes de alimentos . 

Microorganismo (ATCC) MIC (µg/mL -1 )* MBC (µg/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 

ab) 

2.730 625 21.870 2.500 

  * A solução de Tween a 10% não mostrou inibição 

 

Os valores de MIC para OELO variaram de 1.360 µg/mL a 5.460 µg/mL nas 

diversas cepas padrão, indicando seu potencial antimicrobiano. Em contraste, os valores 

de MIC para NE-OELO situaram-se em uma faixa consideravelmente menor, de 156 

µg/mL a 1.250 µg/mL, para as mesmas cepas. Esse padrão consistente destaca que o NE-

OELO não apenas superou o OELO em eficácia, como também enfatiza as vantagens do 

uso de nanoemulsões como uma estratégia superior para combater patógenos 

microbianos. 

 

4 DISCUSSÃO 

A nanoemulsão derivada do óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) 

apresentou não apenas um tamanho de partícula ideal, mas também uma estabilidade 

notável, tornando-a uma candidata promissora para diversas aplicações. Testes 

abrangentes de atividade antimicrobiana conduzidos contra uma variedade de cepas 

padrão de microrganismos contaminantes de alimentos revelaram que essa nanoemulsão 

exibiu concentrações inibitórias mínimas (CIMs) significativamente menores em 

comparação com o OELO. 

Neste estudo, o rendimento de extração do óleo essencial de Lippia origanoides 

foi de 2,13%. A análise do rendimento de extração de óleos essenciais (OE) fornece 

informações cruciais para aplicações biotecnológicas. Diversos fatores podem afetar o 

rendimento de extração e a composição química dos OE, incluindo a época da colheita, a 

localização geográfica, a parte específica da planta utilizada, o tratamento do material 

colhido, o solvente escolhido e o método de extração aplicado (Kamal et al., 2023). Outras 

influências podem incluir ritmos circadianos e variações sazonais (Ribeiro et al., 2021). 

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

Lippia origanoides em diferentes estações do ano na região do Cerrado brasileiro. Eles 
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descobriram que as coletas realizadas às 10h da manhã apresentaram maior porcentagem 

de óleo essencial quando a planta foi colhida em agosto (3,21%), enquanto em fevereiro, 

o rendimento foi de 2,45%, valor próximo ao observado no presente estudo. De Melo et 

al. (2020) também constataram que o rendimento de óleo essencial de L. origanoides foi 

maior pela manhã, sugerindo que as 10h da manhã é o horário ideal para a colheita. 

Uma compreensão abrangente da composição química é vital para avaliar o 

potencial antimicrobiano de várias substâncias. De acordo com Nocchi et al. (2017), a 

produção de metabólitos secundários em plantas atinge o pico sob altos níveis de radiação 

solar, facilitando as reações biossintéticas impulsionadas pela fotossíntese. 

O óleo essencial de L. origanoides pode ser classificado em três quimiotipos 

distintos com base em seus principais componentes químicos. O quimiotipo A é 

caracterizado pelo p-cimeno como composto predominante. O quimiotipo B é 

identificado principalmente pelo carvacrol, enquanto o quimiotipo C é definido pelo timol 

como seu principal constituinte (Stashenko et al., 2010). Neste estudo, o óleo essencial 

analisado se enquadra no quimiotipo B, pois contém 41,56% de carvacrol em sua 

composição. 

Santos Filho et al. (2023) investigaram espécies de Lippia e relataram que os 

principais constituintes do óleo de L. origanoides incluíam 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 composição 

química do óleo essencial. 

As variações observadas entre os estudos podem ser atribuídas a diversos fatores 

que influenciam os constituintes químicos dos óleos essenciais. Esses fatores abrangem 

condições climáticas, disponibilidade de água, altitude, características do solo, níveis de 

nutrientes, ritmos circadianos, práticas de cultivo, técnicas de colheita, métodos de 

processamento e a diversidade genética das plantas (Mugao et al., 2004). 

Investigar as propriedades antimicrobianas dos óleos essenciais é vital para o 

desenvolvimento de alternativas naturais no combate a microrganismos patogênicos. 

Esses óleos são ricos em diversos compostos bioativos que demonstram eficácia contra 

agentes infecciosos. Este estudo explorou as propriedades antimicrobianas do óleo 

essencial extraído de Lippia origanoides , com foco em sua eficácia contra vários 

microrganismos que representam risco de contaminação de produtos alimentícios, 

destacando o potencial de aplicação desse produto natural no aprimoramento da 

segurança alimentar. 
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Valores de concentração inibitória mínima (CIM) para óleos essenciais abaixo de 

2.500 µg/mL indicam seu potencial de atividade antimicrobiana. Por outro lado, valores 

de CIM superiores a 2.500 µg/mL sugerem que esses óleos podem não ser adequados 

para investigação adicional ou aplicação prática (Scapinello et al., 2023). Considerando 

esse ponto de referência, os resultados apresentados indicam que o óleo essencial em 

estudo possui significativo potencial biotecnológico para o desenvolvimento de produtos 

antimicrobianos. 

Em um estudo relacionado, Gallardo et al. (2022) avaliaram a eficácia 

antimicrobiana do óleo essencial de orégano na inibição do crescimento de cepas 

resistentes de E. coli e S. aureus isoladas de alimentos. Os autores relataram 

concentrações inibitórias mínimas de 2.000 µg/mL e concentrações bactericidas mínimas 

de 6.000 µg/mL, respectivamente. 

Em um estudo de Pinheiro et al. (2022), foi explorada a atividade antimicrobiana 

do óleo essencial de L. origanoides (OELO) contra bactérias Gram-negativas. Os 

resultados revelaram que a concentração inibitória mínima (CIM) do OELO foi de 625 

µg/mL para E. coli e Klebsiella pneumoniae , e de 2.500 µg/mL para Pseudomonas 

aeruginosa . Notavelmente, os valores da concentração bactericida mínima (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 concentração de metabólitos desempenham um papel crucial na 

determinação da atividade biológica dos óleos essenciais (OE), o que explica os 

resultados variáveis observados em estudos semelhantes. Os óleos essenciais (OE) são 

compostos por substâncias químicas altamente lipofílicas, o que lhes confere uma forte 

afinidade pelas membranas plasmáticas. Essa afinidade pode levar a rupturas na 

integridade da membrana (Man et al., 2019). 

Esses compostos interagem com o núcleo hidrofóbico das bicamadas lipídicas, 

resultando em alterações nas propriedades físico-químicas das membranas celulares. Tais 

interações podem causar rupturas na membrana, vazamento do conteúdo celular, 

deformação e inchaço celular, indicando um processo reconhecido como permeabilização 

da membrana (Bordón et al., 2025). Um estudo que investigou os efeitos dos OEs utilizou 

microscopia eletrônica para revelar uma perda completa da integridade tanto da 

membrana plasmática quanto da parede celular da bactéria E. coli (Gallardo, 2022). 

Os óleos essenciais demonstram propriedades antimicrobianas promissoras, no 

entanto, sua aplicação enfrenta desafios significativos, incluindo alta volatilidade, baixa 
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solubilidade em água e instabilidade em sistemas alimentares. Essas limitações dificultam 

sua eficácia (Marín et al., 2024). Para superar esses obstáculos, o desenvolvimento de 

nanoformulações contendo compostos bioativos derivados de óleos essenciais pode 

oferecer uma solução prática. 

Pesquisas sugerem que nanoemulsões de óleos essenciais aumentam a 

solubilidade desses compostos, melhorando assim sua biodisponibilidade e eficácia 

antimicrobiana, particularmente para óleos essenciais ricos em compostos lipofílicos 

como o carvacrol (Zhang et al., 2024). Portanto, para aumentar a eficácia e a 

biodisponibilidade do óleo essencial, uma nanoemulsão do óleo essencial foi 

desenvolvida, testada e caracterizada utilizando tamanho de gota, índice de polidispersão, 

potencial zeta (PZ), índice de brancura (BI) e índice de refração (RI). 

Os resultados demonstram que a técnica de emulsificação de alta energia, 

especificamente utilizando um homogeneizador ultrassônico, foi eficaz na produção de 

nanopartículas de óleo essencial, conforme indicado pelo tamanho médio das gotículas 

(30,00 ± 1,70 nm) da nanoemulsão desenvolvida (NE-OELO). O tamanho das gotículas 

é crucial para a bioatividade, absorção e estabilidade das nanoemulsões (Bolgen et al., 

2025). 

A redução no diâmetro das gotículas pode ser atribuída ao papel essencial dos 

emulsificantes, o que pode ser compreendido pelo princípio do excesso de área 

superficial. A camada emulsificante que envolve as gotículas atua como uma barreira à 

coalescência, reduzindo efetivamente a tensão interfacial entre o óleo e a água. Além 

disso, a aplicação da homogeneização ultrassônica de alta energia aumenta a 

fragmentação das fases dispersas, incrementando a área superficial disponível. Como 

resultado, as emulsões tornam-se não apenas altamente estáveis, mas também exibem 

uma distribuição mais uniforme do tamanho das gotículas (Chouaibi, 2022). 

A homogeneização ultrassônica é um processo estático no qual uma sonda emite 

energia acústica em uma emulsão precursora, atuando como meio de transmissão de 

vibrações mecânicas. Essas vibrações levam à formação e ao colapso de microbolhas de 

ar ou gás por meio de um fenômeno conhecido como cavitação. Esse processo cria 

turbulência intensa e forças de cisalhamento, que facilitam a ruptura da fase dispersa 

(Wang et al., 2015). 

O índice de polidispersão (PDI) serve como indicador da homogeneidade da 

formulação desenvolvida, representando a distribuição uniforme dos tamanhos das 

gotículas, que se situam na faixa de 0,0 a 1,0 (Kayiran et al., 2025). Valores de PDI ≤ 0,7 
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indicam a presença de uma nanoemulsão monodispersa, sugerindo uma nanoemulsão 

(NE) uniforme. Um valor de PDI inferior a 0,25 significa uma distribuição de tamanho 

estreita dentro do sistema (Ozogul et al., 2025), o que é ideal para aplicações em 

formulações. Quanto mais uniforme for o tamanho das partículas, mais previsível se torna 

a ação dos compostos. Consequentemente, os resultados de PDI do presente estudo (0,25 

± 0,03%) confirmam a uniformidade da distribuição do tamanho das gotículas. 

Benitez-Llano et al. (2023) desenvolveram uma nova NE-OELO e obtiveram com 

sucesso diâmetros de partículas menores que 200 nm, com um índice de polidispersão 

inferior a 0,3. Essa descoberta está em consonância com os resultados da presente 

pesquisa. De forma semelhante, Da Silva et al. (2023) relataram valores de índice de 

polidispersão para nanoemulsão de carvacrol abaixo de 0,3, demonstrando uma 

distribuição de tamanho estreita e um alto nível de uniformidade na formulação. 

Um parâmetro essencial na caracterização da nanoemulsão é o potencial zeta, que 

reflete a carga eletrostática entre as partículas e serve como indicador da estabilidade da 

nanoemulsão. Os resultados deste estudo revelaram que a nanoemulsão apresentou um 

valor de potencial zeta negativo, atribuível à presença do surfactante não iônico Tween 

80 e à composição química do óleo essencial incorporado na formulação. 

Valores negativos de potencial zeta podem ser explicados pela ionização de 

grupos hidroxila no Tween 80 durante a dispersão no meio, juntamente com a presença 

de terpenos em óleos essenciais (Tinh et al., 2025). O surfactante influencia o tamanho e 

as características da nanoemulsão. Por exemplo, Singh e Pulikkal et al. (2022) 

observaram que nanoemulsões preparadas com Tween 80 apresentaram um diâmetro 

médio de gotículas de 40,9 nm e um potencial zeta negativo de -25,10 mV. 

De acordo com Showkat et al. (2025), a adição de óleos essenciais à nanoemulsão 

pode influenciar a carga na superfície das gotículas da emulsão. Da mesma forma, 

Kotwiski et al. (2024) relataram valores negativos de potencial zeta em sua pesquisa sobre 

uma nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides , o que é consistente com as 

descobertas apresentadas no presente estudo. 

É amplamente reconhecido que nanopartículas com diâmetros inferiores a 100 

nm, valores de potencial zeta em torno de ±30 mV e índice de polidispersão (PDI) abaixo 

de 1,0 são indicativas de alta estabilidade físico-química. Essas medidas, que refletem a 

uniformidade e a carga das nanopartículas, estão de acordo com os resultados do presente 

estudo. Além disso, acredita-se que tais propriedades aumentam significativamente a 

biodisponibilidade do princípio ativo que transportam, melhorando assim sua eficácia em 
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diversas aplicações (Liu e Liu, 2020). 

O índice de refração determinado neste estudo foi de 1,34 ± 0,00, indicando a 

translucidez da amostra e ilustrando a alta homogeneidade da nanoemulsão desenvolvida. 

Valores semelhantes foram observados por Kotwiski et al. (2024) ao examinarem 

diversas nanoemulsões de OELO, que apresentaram valores de índice de refração 

variando de 1,361 ± 0,032 a 1,372 ± 0,030. Além disso, os baixos valores do índice de 

brancura das nanoemulsões confirmam ainda mais suas características físicas 

translúcidas. Essa translucidez pode ser atribuída ao pequeno tamanho das gotículas, que 

dispersam menos a luz do que partículas maiores. 

As características das nanoemulsões de óleos essenciais são moldadas por 

diversos fatores, incluindo a composição química do óleo essencial, sua estrutura 

molecular, a tensão superficial do surfactante utilizado e o método de síntese empregado 

(Singh e Pulikkal et al., 2022). Por exemplo, em pesquisa conduzida por Das et al. (2022) 

sobre o desenvolvimento e caracterização de nanoemulsão de óleo essencial de 

cardamomo, os autores relataram um valor de índice de brancura de 86,32 ± 0,34, que 

contrasta marcadamente com o valor de 1,34 encontrado no presente estudo. 

Após a completa caracterização da nanoemulsão de OELO, o próximo passo foi 

comparar as atividades antimicrobianas tanto do óleo essencial quanto da nanoemulsão. 

Essa comparação teve como objetivo avaliar se a formulação da nanoemulsão demonstra 

maior eficácia na inibição de microrganismos, oferecendo, assim, uma alternativa mais 

eficiente para o seu controle. 

Este estudo revelou que a nanoemulsão de OELO apresentou concentrações 

inibitórias mínimas (CIMs) variando de 156 µg/mL a 1.250 µg/mL. Comparados aos 

resultados obtidos para o OELO puro, esses achados sugerem que a nanotecnologia 

aumenta significativamente a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais. Até o 

momento, não existem estudos similares que tenham desenvolvido e avaliado a NE-

OELO contra cepas bacterianas padrão que contaminam as matrizes alimentares testadas, 

o que inviabiliza comparações diretas dos resultados. 

Zaharioudakis et al. (2024) realizaram uma análise de óleos essenciais (OE) e 

nanoemulsões com alto teor de carvacrol. Seus resultados indicaram que a nanoemulsão 

demonstrou atividade antibacteriana significativamente maior contra E. coli e Listeria 

monocytogenes em comparação com os derivados de óleos essenciais livres. Em outro 

estudo, Kotwiski et al. (2024) avaliaram a atividade antifúngica de uma nanoemulsão de 

óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) rica em carvacrol. Eles relataram uma 
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concentração inibitória mínima entre 234,4 e 156,3 μg/mL contra os dermatófitos 

testados. 

Os resultados desta pesquisa destacam as significativas propriedades 

antimicrobianas do NE-OELO, uma nanoemulsão caracterizada pelo seu alto teor do 

composto natural carvacrol. Pesquisas recentes de Cirino et al. (2023) demonstraram que 

os compostos químicos carvacrol e timol podem interromper a síntese de proteínas, 

contribuindo, em última análise, para a degradação das células bacterianas. 

Os resultados deste estudo indicam que as nanoemulsões aumentam a atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais em comparação com suas formas não encapsuladas. 

Esse aumento provavelmente se deve à melhor dispersão do óleo em meio aquoso quando 

encapsulado, o que aumenta a interação com as membranas celulares dos 

microrganismos. 

A literatura sugere que as nanoemulsões aumentam significativamente a 

estabilidade, protegendo os compostos ativos da degradação oxidativa. Elas reduzem a 

área superficial desses compostos e permitem a liberação controlada, o que facilita sua 

movimentação através das paredes celulares dos microrganismos, aumentando assim a 

atividade antimicrobiana (Barradas et al., 2020; Low et al., 2020). Consequentemente, o 

uso de nanoemulsões surge como uma estratégia promissora para a formulação de 

soluções mais eficazes e sustentáveis. Essa abordagem amplia as aplicações de óleos 

essenciais em diversos setores, incluindo saúde, indústria alimentícia e agricultura. 

Este estudo visa fornecer evidências convincentes do potencial biotecnológico 

inerente ao óleo essencial de Lippia origanoides , particularmente em sua forma 

nanoemulsionada, no campo da ciência 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 última análise, esse avanço representa uma grande promessa para 

aprimorar a segurança alimentar e proteger os consumidores de doenças transmitidas por 

alimentos. 
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RESUMO 

A indústria alimentícia demanda tecnologias inovadoras de embalagem para prolongar a 

vida útil e proteger os produtos da deterioração causada pela radiação ultravioleta e 

contaminação microbiana. Uma estratégia promissora envolve sistemas de embalagem 

ativa que incorporam nanoemulsões de óleos essenciais, reconhecidas por sua eficácia 

antioxidante e antimicrobiana. Neste trabalho, os atributos físico-químicos e biológicos 

de um filme ativo formulado com uma nanoemulsão de óleo essencial de Lippia 

origanoides (NE-OELO) foram investigados para abordar os desafios da oxidação e da 

contaminação microbiana. A NE-OELO foi sintetizada utilizando dispersão ultrassônica 

de alta energia, composta por 5% (m/m) de OELO, Tween 80 na proporção de 1:2 em 

relação ao OELO e água ultrapura. A nanoemulsão foi avaliada quanto ao tamanho das 

gotículas, índice de polidispersão, potencial zeta, índice de brancura e estabilidade ao 

longo de um período de 120 dias. Filmes ativos foram produzidos pelo método de 

moldagem por vazamento, com NE-OELO incorporado em concentrações de 10%, 15% 

e 20% em um filme contendo 5% de carboximetilcelulose (CMC) e 1,5% de glicerol. 

Esses filmes foram caracterizados quanto às suas propriedades mecânicas, ópticas, 

térmicas e estruturais. A capacidade antioxidante foi medida utilizando os ensaios DPPH 

e ABTS, enquanto a atividade antimicrobiana foi avaliada por difusão em fase vapor 

contra Staphylococcus aureus , Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os filmes 

demonstraram desempenho como barreira UV, reduzindo a transmissão de luz na faixa 

de 200–350 nm e bloqueando quase completamente a luz em 280 nm nas concentrações 

mais elevadas de NE-OELO (formulações F15 e F20). A atividade antioxidante aumentou 

de forma dose-dependente (Filme F20, 35,89 ± 0,62 µmol TE/g de filme), provavelmente 

devido a constituintes fenólicos como o carvacrol. Observou-se inibição do crescimento 

de S. aureus , enquanto nenhum efeito inibitório foi detectado contra as bactérias Gram-

negativas testadas. Os testes mecânicos revelaram uma redução na resistência à tração, 

mas um aumento na flexibilidade (alongamento) em F10 e F15, enquanto a transparência 

permaneceu satisfatória. Notavelmente, a estabilidade térmica diminuiu com o aumento 

da concentração de NE-OELO, indicando que os filmes são mais adequados para embalar 

alimentos refrigerados ou frescos que não sejam submetidos a processamento térmico 

pós-embalagem. Em resumo, a incorporação de NE-OELO em um filme de CMC resultou 

em filmes ativos com capacidade eficaz de bloqueio de UV, alta atividade antioxidante e 

ação antimicrobiana seletiva contra S. aureus. Este estudo destaca o potencial de sistemas 

de óleos essenciais nanoestruturados para o desenvolvimento de soluções avançadas de 
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embalagens ativas que preservam eficazmente a qualidade dos alimentos, mantendo as 

propriedades visuais e de manuseio essenciais. 

Palavras-chave: Lippia origanoides , Óleo Essencial, Nanoemulsão, Embalagem Ativa, 

Carboximetilcelulose, Antimicrobiano, Antioxidante. 

 

1 INTRODUÇÃO 

A indústria alimentícia enfrenta desafios cada vez mais complexos em seus 

esforços para prolongar a vida útil dos produtos, mantendo sua qualidade sensorial e 

nutricional. Um fator importante que contribui para a deterioração e potenciais problemas 

de segurança alimentar é a exposição dos alimentos à radiação ultravioleta (UV). Essa 

radiação desencadeia reações fotoquímicas que degradam componentes críticos dos 

alimentos, como lipídios e proteínas. Como resultado, os alimentos podem ficar rançosos 

e desenvolver sabores desagradáveis, o que impacta negativamente tanto seu valor 

nutricional quanto sua vida útil [1,2]. Além disso, a contaminação por microrganismos 

patogênicos compromete ainda mais a qualidade dos alimentos e representa riscos 

significativos para a saúde do consumidor [3]. 

A contaminação por microrganismos patogênicos, particularmente 

Staphylococcus aureus , é uma séria ameaça à saúde pública, especialmente quando 

envolve cepas que produzem enterotoxinas termoestáveis [4,5]. Essas toxinas podem 

levar à intoxicação alimentar aguda, que é caracterizada por sintomas como náuseas, 

vômitos, diarreia e cólicas abdominais [6]. 

Em resposta a esses problemas, as embalagens ativas surgiram como uma solução 

inovadora para melhorar a qualidade, a estabilidade e a segurança dos alimentos. 

Especificamente, as embalagens ativas que incorporam nanoemulsões contendo óleos 

essenciais podem proporcionar vantagens adicionais. Esses benefícios incluem maior 

estabilidade físico-química, liberação controlada de compostos bioativos e aumento das 

propriedades antimicrobianas e antioxidantes [7], uma vez que os óleos essenciais são 

bem conhecidos por suas propriedades biológicas, que abrangem tanto efeitos 

antioxidantes quanto atividade antimicrobiana de amplo espectro contra microrganismos 

patogênicos [8]. 

Além disso, as nanoemulsões aumentam a área de superfície dos agentes ativos 

[9], ajudando a mitigar problemas como volatilidade, baixa solubilidade e efeitos 

sensoriais indesejáveis normalmente associados à aplicação direta de óleos essenciais. 

Neste contexto, o gênero Lippia apresenta interesse significativo, especialmente 

os quimiotipos ricos em carvacrol, um monoterpeno reconhecido por suas propriedades 



42 

 

antimicrobianas, particularmente sua capacidade de romper as membranas celulares 

bacterianas e inibir a formação de biofilme. O carvacrol é eficaz contra patógenos como 

Staphylococcus aureus [10-12]. 

Um estudo revelou que filmes biodegradáveis impregnados com timol e carvacrol 

podem prolongar eficazmente a vida útil 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 e Bacillus cereus . 

Dentre as espécies, Lippia origanoides destaca-se pelo seu quimiotipo, que 

apresenta o carvacrol como componente predominante do seu óleo essencial [14]. Essa 

característica a torna uma matéria-prima valiosa para o desenvolvimento de embalagens 

ativas. Nesse contexto, o presente estudo visa avaliar as propriedades físico-químicas e 

biológicas de um filme ativo incorporando uma nanoemulsão de óleo essencial de Lippia 

origanoides. Essa abordagem inovadora foi concebida para enfrentar os desafios 

impostos pela oxidação e contaminação microbiana. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 PREPARAÇÃO DA NANOEMULSÃO 

  A nanoemulsão do óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) foi 

sintetizada utilizando tecnologia ultrassônica de alta energia. Esta formulação 

compreendeu uma concentração de 5% (m/m) de óleo essencial, combinada com uma 

proporção calculada de 1:2 (m/m) de óleo essencial para o surfactante não iônico Tween 

80, todos dissolvidos em água ultrapura.  

  A formulação da nanoemulsão foi ajustada em relação ao estudo anterior em 

função da baixa concentração de óleo essencial empregada inicialmente, assim, a 

concentração do OELO e a razão óleo:tensoativo foram redefinidas com base em testes 

preliminares, visando à obtenção de uma nanoemulsão fisicamente estável e compatível 

com a aplicação em filmes destinados a produção de embalagens ativas. O processo de 

preparação foi executado em três etapas distintas, porém integradas. 

Inicialmente, o Tween 80 foi completamente dissolvido em água ultrapura e 

submetido à agitação a uma velocidade de 1000 rpm durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. Essa agitação foi crucial para garantir uma dispersão homogênea do surfactante 

no meio aquoso. Em seguida, o óleo essencial foi adicionado gradualmente à mistura, 

garantindo uma distribuição uniforme em toda a solução. A mistura resultante foi então 

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 

emulsão precursora estável [15]. 

Em seguida, a emulsão precursora foi submetida a uma série de ciclos de 

sonicação, especificamente seis ciclos sequenciais de 5 minutos cada. Para manter a 

estabilidade da temperatura e evitar o superaquecimento, a emulsão foi mantida em banho 

de gelo durante todo o processo. A sonicação foi realizada utilizando um aparelho 

ultrassônico (Ultronique – Eco-Sonics), que possuía uma sonda de 4 mm de diâmetro 

operando a uma frequência de 20 kHz, com uma potência de saída de 550 watts. Esse 

tratamento ultrassônico aprimorou o processo de emulsificação, resultando em uma 

nanoemulsão finamente dispersa. Finalmente, a nanoemulsão desenvolvida foi submetida 

a uma caracterização completa para avaliar suas propriedades e desempenho. 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DA NANOEMULSÃO 

A caracterização da NE-OELO foi realizada por meio de diversos parâmetros, 

incluindo tamanho de gota, índice de polidispersão (PDI), potencial zeta (ZP) e índice de 

brancura (WI). Para determinar o tamanho de gota, medido em nanômetros (nm), 

juntamente com o PDI expresso em porcentagem (%), e o potencial zeta quantificado em 

milivolts (mV), foi utilizado o Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments (Reino Unido). 

Para garantir medições precisas e mitigar o impacto de efeitos de espalhamento múltiplo, 

as nanoemulsões foram diluídas com água deionizada na proporção de 1:100. Todas as 

medições foram realizadas em triplicata para validar os dados e garantir a 

reprodutibilidade. 

Para avaliar a estabilidade da nanoemulsão ao longo do tempo, os parâmetros 

mencionados anteriormente tamanho da gota, PDI e potencial zeta — foram reavaliados 

após 20, 40 e 120 dias de armazenamento sob refrigeração, a fim de avaliar a estabilidade 

física das formulações. 

Adicionalmente, a intensidade da cor da nanoemulsão foi medida utilizando um 

colorímetro (CR-400, KONICA MINOLTA) calibrado com o iluminante padrão D65 

para garantir consistência e precisão. A análise de cor utilizou o sistema CIE L*a*b*, 

estabelecido pela Comissão Internacional de Iluminação (CIE). Nesse sistema, L* 

representa a luminosidade, enquanto a* e b* correspondem ao vermelho e ao amarelo, 

respectivamente. Além disso, o índice de brancura (IB) foi calculado de acordo com a 

Equação 1[16]. Essa avaliação das propriedades de cor contribuiu ainda mais para a 

compreensão da qualidade e estabilidade geral da nanoemulsão. 
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𝑊𝐼 = 100 − √(100 − 𝐿∗)2 + (𝑎∗)2 + (𝑏)2(Equação 1) 

 

2.3 PRODUÇÃO DE FILMES ATIVOS 

Os filmes ativos foram produzidos por meio de um processo de moldagem preciso. 

Para criar as soluções formadoras de filme, uma mistura de 5% de carboximetilcelulose 

(CMC) e 1,5% de glicerol foi dissolvida em água destilada, resultando em uma mistura 

viscosa e homogênea. A essa base, foram incorporadas concentrações variáveis de NE-

OELO (10%, 15% e 20% em relação ao peso da solução formadora de filme). Essas 

soluções preparadas foram então vertidas sobre uma placa de vidro de 20 x 15 x 3 cm, 

formando uma camada lisa e uniforme. Os filmes foram secos sob condições controladas 

a 35 °C por 18 horas, garantindo a remoção ideal da umidade e a manutenção de sua 

integridade estrutural. Adicionalmente, um filme controle sem nanoemulsão foi 

preparado simultaneamente para fins comparativos. Após a secagem, os filmes foram 

selados em recipientes plásticos e armazenados sob refrigeração para manter a qualidade 

até o momento do uso. 

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO DE FILMES ATIVOS  

2.4.1 Determinação da Espessura 

A determinação da espessura do filme é um parâmetro crítico na caracterização 

de filmes ativos, pois pode influenciar significativamente suas propriedades físicas e 

desempenho. Neste estudo, a espessura de cada amostra de filme foi medida utilizando 

um micrômetro (Mitutoyo). Para cada amostra, as medições de espessura foram 

realizadas em três locais distintos ao longo da superfície para garantir uma avaliação 

representativa da uniformidade do filme. Este método minimiza o impacto potencial de 

variações localizadas na espessura que podem surgir durante a fabricação do filme. A 

espessura média foi calculada somando-se as leituras individuais e dividindo-se pelo 

número total de medições. Este método proporciona uma representação mais precisa das 

características do filme. 

 

2.4.2 Avaliação das propriedades mecânicas 

As propriedades mecânicas dos filmes foram avaliadas por meio de um ensaio de 

tração realizado com um analisador de textura TA.XT Plus, equipado com uma célula de 

carga de 50 kg. O ensaio foi conduzido sob condições controladas, com uma velocidade 
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de tração de 5 mm/min, o que garantiu a aplicação consistente da deformação. A distância 

entre as garras foi mantida em 50 mm, assegurando a medição precisa do alongamento. 

Para a avaliação, cada amostra de filme foi preparada com dimensões de 20 mm 

× 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 

mecânico e garantir a confiabilidade dos resultados. 

 

2.4.3 Determinação da permeabilidade ao vapor de água 

A permeabilidade ao vapor de água dos filmes foi avaliada utilizando o método 

do dessecante [18]. Neste procedimento, as amostras de filme foram cortadas em 

quadrados uniformes e seladas com vaselina dentro de cápsulas de acrílico, que 

continham cloreto de cálcio anidro para servir como dessecante. Estas células de 

permeação foram então colocadas numa câmara controlada onde uma solução saturada 

de cloreto de sódio mantinha as condições ambientais. 

Ao longo do experimento, foram registrados diariamente a temperatura e a 

umidade relativa da câmara, 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 sistemáticas realizadas em intervalos de 2 horas, até que o 

dessecante atingisse um limite de ganho de massa de 10%. 

Os dados coletados, que incluíram o ganho de massa ao longo do tempo, foram 

plotados em gráficos para facilitar o cálculo da permeação diária de água através dos 

filmes, permitindo a determinação da permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos filmes, 

expressa na unidade de g·mm/m²·dia⁻¹·kPa. Para garantir a confiabilidade e a precisão 

desses resultados, cada medição foi realizada em triplicata. 

 

2.4.4 Propriedades Ópticas 

As características ópticas dos filmes foram avaliadas utilizando um colorímetro 

CR400 da Konica Minolta. Para garantir uma avaliação completa, as medições foram 

realizadas em cada filme em quatro posições distintas, seguindo as diretrizes sob 

iluminante padrão D65, que simula de perto a luz natural do dia. 

A cor dos filmes foi avaliada utilizando um colorímetro CR400 (Konica Minolta) 

sob iluminante padrão D65. As medições 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 variação 
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entre o verde (-a*) e o vermelho (+a*), e b* denota a variação entre o azul (-b*) e o 

amarelo (+b*). A variação total de cor (ΔE), o índice de amarelo (YI) e o índice de 

brancura (WI) foram calculados utilizando as Equações 2, 3 e 4 [16], permitindo assim 

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

 

Δ𝐸 = √(L∗ − L0
∗ )2 + (a∗ − a0

∗ )2 + (𝑏∗ − 𝑏0
∗)2(Equação 2) 

 

𝑌𝐼 = 142 , 86 × 𝑏∗/𝐿∗  (Equation 3) 

 

𝑊𝐼 = 100 − √(100 − 𝐿∗)2 + (𝑎∗)2 + (𝑏∗)2(Equação 4) 

 

2.4.5 Opacidade e Transmissão de Luz 

A avaliação da opacidade foi realizada utilizando um espectrofotômetro K37-

UVVIS da KASVI [19]. Os filmes, recortados em dimensões de aproximadamente 3 x 1 

cm, foram posicionados dentro de uma cubeta para garantir a medição ideal. Para esta 

avaliação, foi selecionado um comprimento de onda incidente de 600 nm. A opacidade 

dos filmes foi calculada quantitativamente utilizando a Equação 5, fornecendo uma visão 

clara de suas propriedades de bloqueio de luz. 

Além da opacidade, a porcentagem de transmissão de luz através dos filmes ativos 

preparados foi medida usando um espectrofotômetro UV-Vis (K37-UVVIS, KASVI). 

Essa medição foi realizada em uma ampla faixa de comprimento de onda incidente de 

200 a 800 nm [20]. Essa abordagem abrangente permitiu uma análise de quão eficazmente 

os filmes permitem a passagem da luz, contribuindo assim para uma melhor compreensão 

de suas propriedades ópticas. 

𝑂𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑦 =
𝐴600

𝐸
 

 

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

 

2.4.6 Avaliação das propriedades térmicas 

As propriedades térmicas dos filmes foram avaliadas por meio de análise 

termogravimétrica (TGA) [21]. Cada amostra de filme, com aproximadamente 8 mg, foi 

aquecida de uma temperatura inicial de 30 °C até um máximo de 800 °C. Esse 

aquecimento ocorreu a uma taxa controlada de 10 °C por minuto em atmosfera inerte de 

nitrogênio para evitar quaisquer reações oxidativas. As curvas de TGA e 
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termogravimetria derivada (DTG) resultantes forneceram informações valiosas para a 

interpretação completa da estabilidade térmica e do comportamento de degradação dos 

filmes. 

 

2.4.7 Análise de Espectroscopia de Infravermelho por Transformação de Fourier (FT-IR) 

O espectro infravermelho dos filmes foi examinado utilizando um espectrômetro 

FT-IR (Agilent Cary 630 FTIR) na faixa de número de onda de 4000 a 650 cm⁻¹. Essa 

análise foi realizada com o auxílio de um módulo de reflectância total atenuada (ATR), 

que facilitou a coleta de dados espectrais precisos e forneceu informações valiosas sobre 

os grupos funcionais presentes nos filmes. 

 

2.4.8 Difração de raios X (DRX) 

A análise dos padrões de difração de raios X (DRX) foi realizada utilizando um 

difratômetro de raios X de bancada D2 Phaser (Bruker), operando em um comprimento 

de onda de λ = 1,54184 Å. O instrumento foi configurado com uma tensão de 30 V e uma 

corrente de 10 mA para otimizar a emissão de raios X [22]. 

Durante o procedimento, os filmes em análise foram posicionados no centro de 

um suporte de quartzo, garantindo uma exposição uniforme ao feixe de raios X. As 

amostras foram então colocadas dentro do difratômetro para análise ao longo da linha de 

difração, abrangendo de 5° a 90°. Este método permitiu a identificação e caracterização 

das estruturas cristalinas presentes nos filmes. 

 

2.4.9 Testes antioxidantes (DPPH e ABTS) 

Esta seção detalha a avaliação das propriedades antioxidantes dos filmes, medindo 

sua atividade de eliminação de radicais livres por meio de dois métodos: os ensaios DPPH 

e ABTS. Os filmes foram inicialmente cortados em quadrados de 10 cm², permitindo uma 

amostragem consistente. Esses pedaços foram então colocados em frascos âmbar 

contendo 10 mL de água destilada para facilitar a diluição e proteger as amostras da 

exposição à luz. 

A capacidade de eliminação do cátion radical ABTS foi avaliada utilizando 50 µL 

da amostra do filme diluído, combinados com 2 mL de uma solução preparada de radical 

ABTS (concentração de 7 mM), que incluía a adição de 2,45 mM de persulfato de potássio 

para gerar o radical [23]. Especificamente, a reação foi monitorada continuamente, 

capturando as mudanças dinâmicas na absorbância a 734 nm utilizando um 
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espectrofotômetro K37-UVVIS (KASVI). Uma curva de calibração foi construída 

utilizando seis padrões de Trolox com concentrações variando de 40 a 400 mg.L⁻¹ , 

permitindo a quantificação precisa da atividade antioxidante. 

O ensaio de eliminação de radicais livres DPPH foi realizado adicionando-se 2,5 

mL de uma solução de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) a 0,5 mL das amostras de filme 

diluídas. As reações foram conduzidas à temperatura ambiente, protegidas da luz 

ambiente para evitar interferências. A absorbância das soluções de filme/DPPH e dos 

controles negativos foi medida a 517 nm, utilizando um espectrofotômetro. A calibração 

para este método também foi estabelecida, utilizando seis padrões de Trolox na faixa de 

concentração de 10 a 160 mg. L −1 [24]. 

As atividades antioxidantes resultantes dos filmes foram quantificadas e expressas 

em micromoles de equivalente de Trolox por grama de filme (μmol Trolox eq/g de filme), 

fornecendo uma indicação clara de sua eficácia na eliminação de radicais livres. 

 

2.4.10 Atividade antimicrobiana in vitro de compostos voláteis 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 infusão cérebro-coração (BHI) e incubados a 37 °C por 

18 a 20 horas, permitindo que ocorressem condições ótimas de crescimento. Após esse 

período de incubação, a suspensão microbiana foi ajustada para uma concentração 

padronizada de aproximadamente 1,5 × 10⁸ UFC/mL, utilizando um espectrofotômetro 

calibrado para uma faixa de densidade óptica (DO) entre 0,08 e 1 em um comprimento 

de onda de 625 nm [25]. 

Para avaliar os efeitos antimicrobianos dos compostos voláteis emanados do filme 

ativo impregnado com nanoemulsão de óleo essencial, foi aplicado o método de difusão 

em fase vapor. A suspensão microbiana ajustada foi espalhada uniformemente sobre a 

superfície de placas de Petri estéreis preenchidas com ágar Mueller-Hinton usando um 

swab estéril [25, 26]. 

Em seguida, recortes circulares do filme ativo, cada um com 10 cm de diâmetro, 

foram feitos em diferentes concentrações: 0% (como controle), 10%, 15% e 20%. Esses 

recortes foram submetidos à esterilização 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 superfície do ágar para facilitar a interação com os 

compostos voláteis. Para aumentar ainda mais a contenção desses compostos e evitar 

qualquer risco de contaminação, as bordas externas de cada placa foram hermeticamente 

seladas com Parafilm. 

As placas seladas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Após esse período de 

incubação, as placas foram submetidas a uma inspeção visual minuciosa para avaliar a 

extensão do crescimento microbiano, permitindo a avaliação da eficácia antimicrobiana 

dos compostos voláteis em estudo. 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os procedimentos experimentais foram realizados em triplicata, seguindo um 

delineamento inteiramente casualizado para minimizar o viés. Os dados obtidos foram 

submetidos a uma análise minuciosa utilizando Análise de Variância (ANOVA) e o teste 

de Tukey, ambos conduzidos com um nível de significância de 5%. Essa abordagem 

estatística abrangente, empregada com o software Statistica (versão 12), assegurou a 

avaliação dos resultados. Todos os dados são apresentados como média ± desvio padrão 

(DP) para refletir com precisão a variabilidade das medições. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DA NANOEMULSÃO DE ÓLEO ESSENCIAL DE LIPPIA 

ORIGANÓIDES 

A nanoemulsão formulada a partir do óleo essencial de Lippia origanoides 

demonstrou um tamanho médio de gotícula de 59,7 ± 0,99 nm, que se encontra na faixa 

nanométrica de 20–200 nm [27]. Os menores tamanhos de gotícula observados neste 

estudo são significativos, pois minimizam a tendência de as gotículas se depositarem sob 

a influência da gravidade e melhoram a dispersão do composto lipofílico na fase contínua 

[28]. 

Os resultados obtidos estão de acordo com as descobertas de outros estudos que 

empregaram óleos essenciais e ultrassom. Por exemplo, um estudo [29] relatou tamanhos 

médios de gotículas em torno de 50 nm para nanoemulsões criadas a partir de óleos 

essenciais de orégano ( Origanum vulgare ), tomilho ( Thymus vulgaris ) e capim-limão 

( Cymbopogon citratus ). O pequeno diâmetro das gotículas, juntamente com a 
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distribuição monomodal, pode ser atribuído à eficácia do tratamento com ultrassom em 

conjunto com o surfactante Tween 80. As ondas de choque geradas pela cavitação 

ultrassônica aumentam a quebra e a mistura das fases, transformando gotículas maiores 

em menores [30]. Além disso, tanto a duração do tratamento com ultrassom quanto a 

proporção óleo/surfactante desempenham papéis significativos na determinação do 

tamanho das gotículas da nanoemulsão [29]. 

O índice de polidispersidade (PDI) do NE-OELO foi determinado como 0,1365 ± 

0,0254. Este baixo valor, inferior a 0,3, indica uma distribuição uniforme do tamanho das 

partículas, o que significa um sistema monodisperso. Tal homogeneidade é altamente 

vantajosa, pois minimiza a formação de gotículas 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 medição quantifica a carga 

eletrostática efetiva na interface da gota e serve como um parâmetro chave para avaliar o 

comportamento eletrocinético e a estabilidade de dispersões coloidais. Influencia vários 

fenômenos, incluindo sedimentação, aglomeração e deposição de partículas. Além disso, 

o potencial zeta é influenciado por diversos fatores, incluindo o pH do meio, a força iônica 

da solução, as propriedades físico-químicas da partícula e a temperatura do sistema [32]. 

O valor do potencial zeta observado neste estudo sugere um nível moderado de 

estabilidade eletrostática, provavelmente reforçado pela estabilização estérica 

proporcionada pelo surfactante Tween 80. Esta combinação de repulsão eletrostática e 

estabilização estérica desempenha um papel crucial na estabilidade geral da formulação. 

Resultados semelhantes foram relatados em outras formulações, como a nanoemulsão de 

óleo de Nigella sativa , que apresentou um potencial zeta de -14,17 mV [33]. 

Em resumo, parâmetros de tamanho de gotículas inferiores a 200 nm, um baixo 

índice de polidispersão (PDI) inferior a 0,3 e um potencial zeta negativo sugerem que a 

nanoemulsão apresenta uma distribuição monomodal, homogênea e estável. Esses 

resultados são consistentes com os recentes avanços em formulações de nanoemulsões de 

óleos essenciais, enfatizando que condições de emulsificação bem controladas e a seleção 

cuidadosa de combinações de surfactantes podem aumentar significativamente a 

estabilidade a longo prazo das nanoemulsões [34]. 

 

3.2 ESTABILIDADE DA NANOEMULSÃO DURANTE O ARMAZENAMENTO 

A estabilidade físico-química da nanoemulsão durante o período de 

armazenamento é um parâmetro crucial, pois reflete a capacidade do sistema de manter 
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suas características nanométricas e, consequentemente, sua eficácia biológica e 

tecnológica. A Figura 1 ilustra as alterações no tamanho médio das gotículas (medido em 

nanômetros) e no Índice de Polidispersão (PDI) da NE-OELO ao longo do 

armazenamento (em dias). 

O tamanho das partículas, ilustrado na Figura 1A, apresentou um aumento 

progressivo ao longo do período de análise de 120 dias. Inicialmente, o tamanho das 

gotículas era de aproximadamente 60 nm. Ao final dos 120 dias, o tamanho médio das 

gotículas havia aumentado para aproximadamente 155 nm. Embora tenha havido um 

aumento no diâmetro das gotículas, o tamanho permaneceu significativamente abaixo do 

limite de 200 nm, o que é tipicamente considerado indicativo de um sistema de 

nanoemulsão estável para óleos essenciais. 

 
Figura 1. Tamanho das gotículas e polidispersidade da nanoemulsão de óleo essencial de Lippia 

origanoides ao longo do tempo de armazenamento. 

 

O crescimento observado, resultante de fenômenos como floculação e 

coalescência subsequente, sugere que a estabilidade é mantida dentro de limites 

aceitáveis. No entanto, esse fator é importante a ser considerado ao avaliar a vida útil da 

formulação. Manter o sistema abaixo de 200 nm por um período prolongado demonstra 

boa estabilidade física da nanoemulsão durante o armazenamento. Essa estabilidade é 

essencial, pois um aumento no tamanho das partículas pode levar à aglomeração e 

coalescência, o que pode comprometer a eficácia da nanoemulsão. 

O aumento no tamanho médio das gotículas 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 eletrostática moderada, permitindo que as 

partículas permaneçam próximas durante o armazenamento [35,36]. Essa condição 

explica o crescimento gradual das gotículas, que permanece dentro de uma faixa que 

garante boa estabilidade física da nanoemulsão. 
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O gráfico apresentado na Figura 1B ilustra as variações no Índice de Polidispersão 

(PDI), uma medida fundamental da uniformidade na distribuição do tamanho das 

partículas. O valor inicial do PDI, aproximadamente 0,14, sugere uma distribuição 

estreita e homogênea (monodispersa) de partículas. Essa característica é crucial para 

garantir a eficiência 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 distribuição de tamanho de gotículas estreita, sem o surgimento de 

populações de partículas com tamanhos extremos. Esse comportamento sugere que 

eventuais processos de fusão entre gotículas ocorreram de forma limitada e controlada, 

não resultando em aumento significativo da variabilidade do tamanho das partículas. 

Como consequência, o sistema manteve-se homogêneo e fisicamente estável ao longo do 

período avaliado [28,37,38]. 

Manter o PDI dentro de uma faixa de 0,1 a 0,25 é altamente desejável, pois esses 

valores sugerem uma distribuição estreita de partículas. Essa distribuição estreita é um 

fator chave que aumenta tanto a estabilidade quanto a eficácia do sistema [39,40], de 

acordo com um estudo que relatou uma formulação de nanoemulsão estável contendo 

óleo essencial de Lippia origanoides , com um tamanho médio de nanopartícula de 167,5 

nm e um PDI menor que 0,2, mantendo sua estabilidade físico-química e distribuição 

estreita de tamanho de partícula [41]. 

A Figura 1 ilustra que a NE-OELO mantém a estabilidade física durante um 

período de armazenamento de 120 dias. Embora tenha havido um aumento no tamanho 

das gotículas de 60 nm para 155 nm, a integridade do sistema nanométrico permaneceu 

intacta, enquanto a homogeneidade foi preservada com um índice de polidispersão (PDI) 

consistentemente baixo. Essa estabilidade é vital para futuras aplicações tecnológicas, 

pois garante a integridade da nanoemulsão, prolongando assim o tempo de liberação dos 

compostos bioativos do óleo essencial. Essa característica é fundamental para a eficácia 

do filme ativo. 

 

3.3 PROPRIEDADES MECÂNICAS E PERMEABILIDADE AO VAPOR DE ÁGUA 

Os valores medidos (Tabela 1) para permeabilidade ao vapor de água, resistência 

à tração e alongamento ilustram os efeitos da incorporação da nanoemulsão nos filmes. 

Essa incorporação proporciona um equilíbrio entre propriedades de barreira e 

flexibilidade, ambas cruciais para aplicações biotecnológicas e embalagens ativas. Os 
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valores para os filmes à base de carboximetilcelulose (CMC), que incluem concentrações 

variáveis de NE-OELO, são apresentados na Tabela 1. 

A permeabilidade ao vapor de água (PVA) é um parâmetro que avalia a 

capacidade de um filme de inibir a transferência de umidade, impactando 

significativamente tanto a qualidade dos alimentos quanto a vida útil [42]. Os resultados 

indicam que a incorporação de NE-OELO afetou a PVA, com filmes contendo uma 

concentração de 10% de nanoemulsão apresentando maior permeabilidade em 

comparação com o filme controle. 

 

Tabela 1 – Permeabilidade ao vapor de água e propriedades mecânicas de filmes de 

carboximetilcelulose com diferentes concentrações de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia 

origanoides . 

Filme WVP (g.mm/m 2 .dia.kPa) MR (MPa) Alongamento (%) 

F0 6,65 ± 0,33 c 22,59 ± 2,47 a 55,65 ± 0,32 b 

F10 11,25 ± 0,59 a 12,66 ± 1,27 b 80,64 ± 8,50 a 

F15 8,42 ± 0,50 b 15,25 ± 0,30 b 77,32 ± 5,99 a 

F20 8,03 ± 0,35 b 15,44 ± 1,38 b 41,46 ± 3,28 b 

*Nas colunas, as médias com as mesmas letras não diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste 

de Tukey, ao nível de probabilidade de 5%. WVP – Permeabilidade ao vapor de água; MR – Resistência 

mecânica. F0 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 água (PVA) após a 

incorporação de nanoemulsões em filmes hidrofílicos, como a carboximetilcelulose 

(CMC), é um fenômeno bem documentado. A natureza lipídica do óleo essencial, 

combinada com surfactantes como o Tween 80, perturba o empacotamento da rede 

polimérica dentro do filme de CMC. Essa perturbação resulta em caminhos tortuosos e 

poros que facilitam a difusão de moléculas de água através do filme  

Concentrações mais elevadas de NE-OELO podem favorecer uma melhor 

dispersão das gotículas lipídicas no filme polimérica e aumentar a probabilidade de 

interações entre essas gotículas, resultando na formação de regiões com maior densidade 

lipídica distribuídas ao longo do filme. Essas regiões atuam como zonas hidrofóbicas 

descontínuas que dificultam a difusão de moléculas de água, restringindo de forma mais 

eficiente a passagem de vapor d’água quando comparadas a filmes com menores 

concentrações do aditivo, embora não superem completamente a barreira imposta pelo 

filme polimérica pura de CMC [43]. 
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A redução na permeabilidade ao vapor de água (WVP) observada em F15 e F20, 

quando comparada a F10, sugere que concentrações mais elevadas de NE-OELO podem 

facilitar uma melhor dispersão e preenchimento de vazios, ou ainda aumentar a formação 

de domínios lipídicos interconectados. Esses domínios parecem restringir a passagem de 

água de forma mais eficaz do que em concentrações mais baixas, embora não superem 

completamente a barreira oferecida pela CMC pura. 

Resultados semelhantes foram relatados em uma pesquisa sobre filmes ativos 

incorporando óleo essencial de Chenopodium ambrosioides nos quais, concentrações 

mais elevadas do óleo promoveram a formação de regiões hidrofóbicas dispersas no filme 

polimérico. Essas regiões aumentaram a tortuosidade do caminho de difusão do vapor 

d’água, resultando em menor permeabilidade, sem que houvesse a formação de uma fase 

lipídica contínua no sistema [44].  

Ao examinar as propriedades mecânicas, observou-se que a resistência à tração 

dos filmes diminuiu com a incorporação de NE-OELO, sem diferenças significativas 

entre os filmes que incluíam esse aditivo. Essa redução sugere que as gotículas lipídicas 

dispersas atuam como descontinuidades físicas no filme polimérico, interferindo nas 

interações intermoleculares entre as cadeias de CMC, como ligações de hidrogênio. 

Mesmo em baixas concentrações, a presença dessas gotículas pode aumentar o 

espaçamento entre as cadeias poliméricas, reduzindo a coesão da rede, o que resulta em 

maior flexibilidade, menor resistência mecânica e alterações na permeabilidade ao vapor 

d’água [45]. 

Resultados semelhantes foram observados em relação à redução da resistência 

mecânica ao desenvolver filmes de CMC infundidos com óleo essencial de canela 

(Cinnamomum cassia), esse efeito é consistente com o comportamento observado no 

presente estudo, reforçando que a incorporação de nanoemulsões lipídicas tende a atuar 

como agente plastificante físico, alterando as propriedades mecânicas do filme [46].  

Uma pesquisa demonstrou que os filmes de CMC apresentaram uma redução na 

resistência máxima à tração, diminuindo de 24,1 MPa no filme de controle para 16,4 MPa 

no filme que incorporou a nanoemulsão de óleo essencial. Os autores atribuem essa 

mudança à dispersão nanoestruturada, que resulta em maior heterogeneidade e 

flexibilidade aprimorada dentro da matriz [47]. 

Outro estudo examinou filmes de CMC impregnados com nanoemulsões de vários 

óleos essenciais, incluindo tomilho, cravo e cardamomo. Eles relataram valores de 

resistência à tração variando de 11,7 a 20,4 MPa. Sua pesquisa demonstrou que um 
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aumento no teor lipídico derivado dos óleos essenciais no filme resulta em uma 

diminuição nas forças coesivas entre as cadeias de CMC. Esse comportamento está de 

acordo com as observações feitas no presente estudo [48]. 

O aumento no alongamento observado em filmes contendo 10% e 15% de NE-

OELO, em comparação com o controle, é particularmente notável. Esse aumento ilustra 

o efeito plastificante da nanoemulsão, que confere maior flexibilidade ao material e 

aumenta sua capacidade de deformação sem fratura [49]. Esses resultados destacam o 

papel das nanoemulsões como modificadores reológicos, aprimorando a distribuição e a 

interação das fases e, assim, otimizando a flexibilidade dos filmes. 

O filme F20 apresentou um alongamento estatisticamente comparável ao do filme 

de controle (F0), porém significativamente menor do que o dos filmes F10 e F15. Esse 

comportamento pode ser atribuído à presença de partículas em excesso no filme 

polimérico. Em altas concentrações, essas partículas dispersas podem atuar como pontos 

de concentração de tensão ou agentes antiplastificantes, limitando assim a mobilidade da 

cadeia e impedindo a capacidade de deformação do filme [50, 51, 52].  

Resultados semelhantes foram demonstrados em uma pesquisa sobre filmes 

biodegradáveis de metilcelulose para embalagens de alimentos perecíveis [53]. O estudo 

relatou uma redução na resistência à tração acompanhada por um aumento no 

alongamento, que eles atribuíram a alterações na organização interna do filme polimérico. 

Na avaliação de filmes de biopolímeros que incorporam nanocristais de celulose 

e óleo essencial de hortelã-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 diminuição na resistência mecânica dos filmes [54]. Essa 

observação indica uma correlação em que valores de alongamento mais altos 

correspondem a resistências à tração mais baixas e vice-versa [55]. 

A incorporação de NE-OELO no filme de CMC levou a modificações na estrutura 

polimérica, que se evidenciaram nas alterações das propriedades do filme. Embora a 

capacidade de barreira ao vapor de água tenha sido comprometida por um aumento na 

permeabilidade ao vapor de água (WVP), representando uma desvantagem para 

embalagens de alimentos sensíveis à umidade, observou-se uma melhora significativa na 

flexibilidade (alongamento) nas concentrações F10 e F15. Essa melhoria é vantajosa para 

o manuseio. As alterações nas propriedades dos filmes sugerem seu potencial como 

camadas funcionais em filmes multicamadas. Tais configurações poderiam equilibrar 

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

expandindo assim suas aplicações em embalagens biodegradáveis para alimentos. 

 

3.4 PROPRIEDADES ÓPTICAS 

As propriedades ópticas dos filmes, especialmente a sua transparência, são 

essenciais nas embalagens de alimentos. Estas características são importantes não só para 

garantir a proteção dos alimentos, mas também para influenciar as escolhas de compra 

dos consumidores, uma vez que muitos indivíduos preferem ver os produtos alimentares 

que estão a comprar [56,57,58]. 

A Tabela 2 apresenta os resultados de opacidade, variação total de cor (ΔE), índice 

de amarelecimento (YI) e índice de brancura (WI) de filmes de carboximetilcelulose 

(CMC) incorporando várias concentrações de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia 

origanoides (NE-OELO). 

 

Tabela 2 – Propriedades ópticas de filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes 

concentrações de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides . 

Filme Opacidade (mm -1 ) ΔE YI WI 

F0 1,39 ± 0,29 b 2,45 ± 0,08 a -3,72 ± 0,03 a 90,99 ± 0,05 a 

F10 3,39 ± 0,27 a 2,40 ± 0,08 a -3,98 ± 0,11 a 90,89 ± 0,10 a 

F15 3,37 ± 0,45 a 2,39 ± 0,19 a -3,83 ± 0,15 a 90,84 ± 0,10 a 

F20 3,46 ± 0,39 a 2,35 ± 0,07 a -3,79 ± 0,07 a 90,88 ± 0,09 a 

*Nas colunas, as médias que compartilham as mesmas letras não diferem estatisticamente entre si, de 

acordo com o teste de Tukey, ao nível de probabilidade de 5%. ΔE indica a Variação Total de Cor; YI 

representa o Índice de Amarelamento; WI denota o Índice de Brancura. F0 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 análise das propriedades ópticas indicou que os filmes contendo NE-OELO 

apresentaram maior opacidade em comparação com o filme de controle. Além disso, as 

opacidades dos filmes F10, F15 e F20 demonstraram diferenças estatisticamente 

significativas entre si, conforme mostrado na Tabela 2. 

As demais variáveis, ΔE, YI e WI, não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas e mantiveram valores estáveis em todas as formulações. Esse achado indica 

que a cor e a transparência visual dos filmes permaneceram consistentes. Os resultados 

sugerem que, embora a adição da nanoemulsão cause uma leve turbidez devido à 

dispersão uniforme do NE-OELO, isso não compromete a aparência ou a uniformidade 

óptica do filme polimérico. 
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Assim, os resultados dos testes de propriedades ópticas dos filmes neste estudo 

estão alinhados com o objetivo funcional de proteger o conteúdo da embalagem sem 

comprometer a transparência do filme, conforme mostrado na figura 2. 

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

transparência, mesmo em concentrações mais elevadas de NE-OELO. 

 

 

Figura 2. Aparência 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 biodegradáveis de CMC infundidos com óleo essencial de tomilho 

revelaram que todas as amostras apresentaram valores de opacidade variando de 7,47 a 

14,84 mm⁻¹ , inferiores aos observados nas amostras de controle. Por outro lado, a adição 

de óleos essenciais (OE) aumentou significativamente os valores de transparência. Essa 

melhoria indica uma interação favorável entre os OE e a porção hidrofílica do polímero, 

promovendo a compatibilidade interfacial. Como resultado, os filmes formaram emulsões 

muito finas e uniformemente distribuídas, o que reduziu a dispersão da luz e, 

consequentemente, melhorou a transparência 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 -1 , dependendo da concentração do 

ingrediente ativo. As características de cor e transparência permaneceram 

estatisticamente consistentes entre as várias formulações, atribuídas à dispersão uniforme 

dos pigmentos e à sua interação 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 físicas [60]. 

Filmes transparentes melhoram a avaliação visual dos alimentos, aprimorando a 

percepção dos consumidores sobre frescor e qualidade, permitindo uma visão clara do 

produto em seu interior. Além disso, o uso de filmes ativos transparentes imita a aparência 

das embalagens plásticas tradicionais, aumentando o apelo estético e expandindo suas 

aplicações na indústria alimentícia [54, 61, 62]. 

Embora uma maior opacidade possa ser vista como uma desvantagem de 

marketing em situações que exigem alta transparência, ela oferece benefícios 

significativos em embalagens projetadas para proteger contra a fotodegradação. Isso 

inclui a proteção contra a oxidação lipídica e a degradação de vitaminas, o que serve como 

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

 

3.5 TRANSMISSÃO DE LUZ DOS FILMES 

A capacidade dos filmes de embalagem de filtrar a radiação luminosa é essencial 

para a proteção dos alimentos, particularmente contra a foto-oxidação e a degradação de 

compostos fotossensíveis [63]. A Tabela 3 ilustra a percentagem de transmissão de luz 

(%) para filmes de carboximetilcelulose (CMC) contendo várias concentrações de 

nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO) em diferentes 

comprimentos de onda (em nanômetros). 

Tabela 3 – Transmissão de luz de filmes de carboximetilcelulose contendo várias concentrações 

de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides . 

 

Filme 
Comprimento de onda (nm) 

200 280 350 400 500 600 700 800 

F0 1,1 ± 0,5 55,9 ± 3,7 71,1 ± 1,6 77,3 ± 1,0 81,1 ± 0,7 82,8 ± 0,6 83,7 ± 0,7 84,5 ± 0,7 

F10 0,3 ± 0,4 2,9 ± 1,5 60,9 ± 6,4 63,0 ± 6,2 65,6 ± 6,0 68,8 ± 5,3 70,0 ± 4,7 72,5 ± 4,0 

F15 0,0 ± 0,0 0,4 ± 0,2 54,9 ± 3,1 60,3 ± 3,2 62,9 ± 3,0 64,6 ± 2,8 66,4 ± 2,9 68,3 ± 2,9 

F20 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 55,3 ± 4,9 57,5 ± 6,2 58,5 ± 6,0 60,5 ± 5,6 62,6 ± 5,5 64,9 ± 5,3 

Filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes concentrações de nanoemulsão de óleo 

essencial de Lippia origanoides : F0 (0% NE-OELO), F10 (10% NE-OELO), F15 (15% NE-OELO) e F20 

(20% NE-OELO). 

 

O filme de controle (F0) apresentou alta transmitância em todo o espectro visível 

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

contraste, a incorporação de NE-OELO resultou em uma diminuição gradual da 
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transmitância dos filmes em todo o espectro, particularmente na faixa ultravioleta (200–

350 nm). Essa redução foi especialmente pronunciada nas formulações com maiores 

concentrações de nanoemulsão (F15 e F20), indicando uma capacidade significativa de 

bloquear a radiação ultravioleta. 

O impacto significativo da concentração de NE-OELO destaca a eficácia dos 

filmes de nanoemulsão de Lippia origanoides como barreiras ópticas, particularmente 

contra a radiação ultravioleta. Esta propriedade é essencial para embalagens ativas 

concebidas para proteger compostos fotossensíveis e para mitigar reações oxidativas ou 

perda de nutrientes nos alimentos, preservando assim as qualidades organolépticas dos 

produtos embalados [64]. A redução observada na transmissão de luz é atribuída aos 

compostos polifenólicos presentes na composição química do óleo essencial de Lippia 

origanoides [65]. 

Filmes à base de polímeros que incorporam compostos bioativos têm despertado 

considerável interesse na indústria alimentícia. Pesquisas estão em andamento sobre sua 

capacidade de aliviar problemas como oxidação, desidratação, ranço e escurecimento. 

Consequentemente, esses filmes não apenas melhoram as propriedades físico-químicas, 

nutricionais e sensoriais dos produtos alimentícios, mas também prolongam sua vida útil 

[66]. 

Os resultados de transmissão de luz revelam que a integração do NE-OELO no 

filme de CMC transformou o material em um filme com barreira UV. Essa característica 

é muito desejada no mercado de embalagens ativas. Esse filme é especialmente eficaz na 

conservação de alimentos fotossensíveis, como laticínios, carnes processadas, óleos e 

especiarias, pois bloqueia quase 100% da radiação UV, principalmente no comprimento 

de onda de 280 nm. 

No entanto, a diminuição da transparência no espectro visível pode restringir sua 

aplicação em alimentos onde a visibilidade clara é crucial, embora o mercado 

frequentemente priorize a proteção da qualidade em detrimento da transparência completa 

para muitos produtos perecíveis. 

Em resumo, o filme ativo desenvolvido, particularmente em concentrações mais 

elevadas como F15 e F20, demonstra propriedades ópticas que atendem às demandas do 

mercado por embalagens fotoprotetoras e ativas. Este filme oferece um valor 

significativamente superior em comparação com o filme de CMC não modificado. 

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

maiores concentrações, como F15 e F20, apresentaram propriedades ópticas compatíveis 
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com as exigências do mercado para embalagens ativas com apacidade de proteção contra 

radiação ultravioleta. Esse efeito fotoprotetor está associado predominantemente a 

mecanismos físicos, como a absorção seletiva da radiação ultravioleta por compostos 

bioativos do óleo essencial e o espalhamento da luz promovido pelas gotículas da 

nanoemulsão dispersas no filme polimérico, não havendo evidências de processos de 

degradação fotoquímica dos constituintes bioativos ou de geração de radicais livres no 

sistema avaliado. 

 

3.6 ANÁLISE TERMOGRAVIMÉTRICA 

A estabilidade térmica é uma consideração crucial na aplicação industrial de 

filmes ativos, visto que flutuações de temperatura podem ocorrer durante o 

processamento e armazenamento. A Análise Termogravimétrica (TGA) permite avaliar a 

estabilidade térmica de um material e os efeitos da incorporação de uma nanoemulsão no 

filme polimérico. A Figura 3 ilustra as curvas de TGA e termogravimetria derivada 

(DGT) para os componentes envolvidos na formulação do filme: (A) 

Carboximetilcelulose (CMC), (B) Glicerol e (C) Nanoemulsão de Óleo Essencial de 

Lippia origanoides (NE-OELO). 

 

Figura 3. Curvas TGA dos compostos utilizados no desenvolvimento do filme: (A) carboximetilcelulose, 

(B) glicerol e (C) uma nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides . 
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A análise termogravimétrica revelou três faixas de temperatura principais para 

cada material. Para a carboximetilcelulose (A), a perda de massa inicial ocorre até 

aproximadamente 120 °C, o que está relacionado à liberação de água fisicamente 

adsorvida. O principal evento de perda de massa ocorre entre aproximadamente 220 °C e 

350 °C, exibindo um pico acentuado próximo a 300 °C. Esse pico é indicativo da quebra 

da cadeia polimérica e da descarboxilação de grupos funcionais. Acima de 350 °C e até 

800 °C, a perda de massa é atribuída à oxidação e à remoção de resíduos carbonáceos 

remanescentes. Essa decomposição em múltiplos estágios é típica de polímeros 

hidrofílicos, como a carboximetilcelulose, destacando processos como a perda de água 

residual, a degradação oxidativa da cadeia polimérica e a quebra de grupos funcionais 

laterais [67-69]. Essas observações demonstram a integridade estrutural do material e sua 

maior resistência à degradação térmica, tornando-o uma opção atraente para aplicações 

em embalagens biodegradáveis. 

O glicerol (B) apresenta perda de massa quase completa em temperaturas de até 

aproximadamente 200 °C, resultando em rápida volatilização e degradação térmica, com 

o principal evento de decomposição ocorrendo antes de atingir 250 °C. Esse 

comportamento é característico de agentes plastificantes, que são incorporados em 

compostos poliméricos para alterar o filme polimérico e aumentar a mobilidade da cadeia 

para gelatinização [70]. Tais modificações reduzem as forças atrativas intermoleculares 

entre as moléculas do polímero, diminuindo assim a resistência térmica de filmes 

plastificados com glicerol [71]. 

No gráfico C, que ilustra a nanoemulsão (NE OELO), observa-se uma perda 

inicial de água e solventes até aproximadamente 120 °C. Entre 120 °C e 270 °C, ocorrem 

a evaporação e transformação dos componentes orgânicos do óleo essencial de Lippia 

origanoides , juntamente com o surfactante (Tween 80) utilizado na formulação. 

Observou-se que ocorrem alterações e oxidação dos resíduos orgânicos e das fases 

lipídicas na faixa de temperatura acima de 300 °C e até 800 °C, o que define o perfil 

térmico do sistema. Os resultados da análise termogravimétrica sugerem que a 

nanoemulsão permanece termicamente estável apenas em temperaturas mais baixas. 

Estudos recentes destacam o padrão de degradação térmica observado em 

nanoemulsões de óleo essencial em filmes poliméricos. Uma nanoemulsão desenvolvida 

contendo óleo essencial de Lippia origanoides demonstrou estabilidade apenas em 

temperaturas mais baixas. Em temperaturas extremas, ela sofre perda de massa devido à 
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decomposição de componentes orgânicos, resultando na ausência de resíduo significativo 

[41]. 

Embora as nanoemulsões apresentem estabilidade térmica limitada, a utilização 

de sistemas nanoestruturados de óleos essenciais em polímeros para criar filmes pode 

proteger eficazmente os componentes ativos [14]. Estes sistemas facilitam a libertação 

controlada de compostos voláteis, não resultando em massa residual após exposição a 

altas temperaturas, ao contrário dos filmes produzidos diretamente com óleos essenciais. 

A volatilização de óleos essenciais ocorre a temperaturas relativamente baixas, 

indicando que a incorporação do NE-OELO deve ser feita em condições 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 é crucial para minimizar 

a perda de carvacrol e outros compostos bioativos, garantindo assim a integridade e a 

qualidade do produto. Consequentemente, este filme é particularmente adequado para 

aplicações em alimentos que não são processados termicamente após a embalagem, como 

produtos frescos ou refrigerados, onde a liberação de compostos bioativos à temperatura 

ambiente ou inferior é otimizada. 

O estudo destaca a importância da nanotecnologia na estabilização do óleo 

essencial de Lippia origanoides . No entanto, a volatilidade inerente aos monoterpenos 

continua sendo uma limitação operacional a ser considerada em escala industrial. 

A análise dos termogramas dos filmes ativos que incorporam diferentes 

concentrações de NE-OELO (A-F0%, B-F10%(m/m), C-F15%(m/m) e D-F20%(m/m)) 

mostra a influência direta do NE-OELO nas propriedades físico-químicas e na 

estabilidade térmica dos filmes desenvolvidos (Figura 4). 

Todos os filmes passam por três estágios principais de degradação. A perda de 

água adsorvida caracteriza o estágio inicial do processo. O estágio intermediário envolve 

a decomposição dos grupos funcionais da carboximetilcelulose (CMC) juntamente com 

os componentes orgânicos do NE-OELO. Por fim, o estágio final abrange a degradação 

do filme polimérico residual. 
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Figura 4. Curvas de TGA de filmes de carboximetilcelulose impregnados com diferentes concentrações de 

nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides. As amostras são 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 análise termogravimétrica de filmes de carboximetilcelulose (CMC) contendo 

concentrações variáveis de NE-OELO destaca diferenças sutis, porém notáveis, entre as 

formulações. 

O filme de controle (gráfico A) exibe três estágios distintos de decomposição. A 

perda de massa inicial ocorre até aproximadamente 120 °C, o que é atribuído à remoção 

da água fisicamente adsorvida no filme polimérico. Um pico é observado entre 

aproximadamente 220 °C e 350 °C, sugerindo a degradação do polímero por meio da 

descarboxilação de seus grupos funcionais. Acima de 350 °C, ocorre uma fase prolongada 

de degradação do carbono residual, caracterizada por uma taxa gradual de perda de massa 

que se estende até 800 °C. 

No gráfico B, o filme contendo 10% de NE-OELO exibe uma faixa inicial de 

eliminação de água semelhante à da amostra controle, atingindo até 120 °C. Na faixa de 

temperatura entre 220 °C e 350 °C, observam-se múltiplos picos. Esse comportamento 

sugere que, além da manipulação do filme de CMC, há uma sobreposição na suspensão 

dos constituintes voláteis e fenólicos do óleo essencial, o que se reflete nos múltiplos 

eventos térmicos observados na curva. A fase final de oxidação dos resíduos acima de 

350 °C mostra uma diminuição na massa residual, indicando a presença de frações mais 

termolábeis. 
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O filme F15 (gráfico C) demonstra um perfil muito semelhante ao do filme F10, 

porém com intensidades de pico ainda maiores na faixa de 220–350 °C. Essa observação 

reforça o papel dos componentes do OELO na liberação de compostos voláteis. 

Notavelmente, a perda de massa parece ser mais substancial, e a proximidade dos picos 

em temperaturas semelhantes sugere uma influência mais significativa da fase lipídica. 

Na etapa final, acima de 350 °C, os resíduos exibem comportamento de oxidação 

contínua, com o filme F15 apresentando uma massa residual ainda menor que a do filme 

F10. 

No filme F20 ilustrado no gráfico (D), a perda de massa inicial ocorre até 120 °C, 

correspondendo à remoção de água livre e umidade adsorvida no filme polimérico. Entre 

220 °C e 350 °C, são detectados múltiplos picos, provavelmente refletindo os processos 

de degradação associados à despolimerização da carboximetilcelulose (CMC) e à quebra 

de constituintes termolábeis no OELO, incluindo terpenos e compostos fenólicos. A 

adição de 20% de NE-OELO resulta em maior liberação de compostos orgânicos voláteis 

e redução da estabilidade térmica. Acima de 350 °C, ocorre degradação contínua das 

frações residuais de carbono e lipídios. 

Filmes contendo nanoemulsão apresentam múltiplos picos de degradação durante 

o teste TGA. Essa variabilidade é atribuída à presença de componentes orgânicos 

encapsulados. Em contraste, o filme de controle exibe um padrão de decomposição mais 

uniforme [72]. 

Essa mudança no perfil térmico indica que a incorporação da nanoemulsão altera 

a dinâmica de degradação do filme. Isso é atribuído à presença de compostos voláteis e 

mudanças estruturais que promovem a quebra de ligações poliméricas em temperaturas 

intermediárias [73]. 

Os resultados desta pesquisa revelam que, embora a incorporação de NE-OELO 

aprimore as propriedades funcionais do filme ativo — particularmente suas características 

antioxidantes e antimicrobianas —, ocorre um declínio progressivo na estabilidade 

térmica à medida que a concentração de componentes orgânicos aumenta. Essa 

observação ressalta a necessidade de formulações futuras que abordem esse desafio, 

facilitando, assim, potenciais aplicações industriais. 

As propriedades térmicas obtidas são adequadas ao nicho de mercado de 

embalagens para alimentos refrigerados ou frescos que não são submetidos à esterilização 

ou aquecimento após o envase. Nesse segmento, os fatores-chave são a estabilidade física 

do filme (sua resistência) e a liberação eficaz do princípio ativo em condições de baixa 
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temperatura. Este trabalho se destaca por caracterizar um sistema que mantém a 

estabilidade física do componente ativo, ao mesmo tempo que se mostra termicamente 

vulnerável, orientando, assim, sua aplicação de maneira técnica e cientificamente sólida. 

 

3.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMAÇÃO DE 

FOURIER (FT-IR) 

A análise por FT-IR foi realizada nos filmes ativos para examinar possíveis 

alterações nos modos vibracionais moleculares resultantes da incorporação de diferentes 

concentrações de NE-OELO no filme polimérico de carboximetilcelulose (CMC). Essa 

análise espectroscópica é necessária para confirmar a integração efetiva do ingrediente 

ativo e para identificar interações intermoleculares que afetam a estabilidade e o 

desempenho funcional do filme ativo (Figura 7). 

O espectro do filme de controle (F0) exibiu as bandas características da CMC, 

com um pico de absorção amplo e proeminente em torno de 3400 cm⁻¹, atribuível ao 

estiramento vibracional O–H. Além disso, as bandas observadas próximas a 1600 e 1410 

cm⁻¹ correspondem às vibrações assimétrica e simétrica do grupo carboxilato (COO⁻), 

confirmando assim a integridade estrutural do polímero base. 

Por se tratar de uma análise por ATR-FTIR, mais sensível às camadas superficiais 

do material, a ausência de bandas novas e de deslocamentos significativos nas bandas 

principais indica que a incorporação da NE-OELO não promoveu alterações químicas 

detectáveis na superfície do filme, sugerindo ausência de formação de novas ligações 

químicas e predominância de incorporação física da nanoemulsão no filme de CMC. 

Além disso, a manutenção do perfil espectral pode indicar que não houve enriquecimento 

superficial relevante do óleo essencial, sendo compatível com a retenção das gotículas no 

interior/na rede polimérica. Essa condição pode contribuir para maior proteção dos 

compostos bioativos e para uma liberação mais gradual, embora o ATR-FTIR, 

isoladamente, não permita confirmar diretamente o mecanismo de retenção ou liberação. 
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Figura 7. Espectros FT-IR de filmes de carboximetilcelulose que incorporam diferentes 

concentrações de nanoemulsão polimérica contendo óleo essencial de Lippia origanoides . Os 

diferentes filmes são 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). 

 

Não foram encontrados na literatura, no momento da redação deste artigo, 

resultados de análises 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 óleo essencial de Lippia origanoides, 

relatou que tanto o timol quanto o carvacrol interagem com o filme polimérico, formando 

ligações de hidrogênio intermoleculares entre seus grupos hidroxila terminais e os grupos 

carbonila dos ésteres poliméricos. A incorporação desses óleos essenciais levou ao 

surgimento de novos picos, aumento da intensidade e deslocamentos nas bandas primárias 

[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⁻¹, indicando a presença de uma extensa rede 

de ligações de hidrogênio. Adicionalmente, pares de carboxilato característicos foram 

observados em aproximadamente 1600 e 1410 cm⁻¹. A incorporação de NE-OELO em 

concentrações 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⁻¹. O aumento da intensidade nas 

regiões próximas a 1600 e 1510 cm⁻¹ pode ser atribuído à atividade vibracional do anel 

aromático do carvacrol, o principal componente do OELO. Além disso, observou-se um 

pico em torno de 1260–1230 cm⁻¹ correspondente ao νC–O fenólico, confirmando a 

incorporação eficaz da nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides. 

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

nanotecnologia facilita a dispersão uniforme e a interação molecular do óleo essencial no 
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filme hidrofílico de CMC. A forte evidência de interações por ligações de hidrogênio, 

juntamente com a detecção dos modos vibracionais do carvacrol no filme, confirma que 

a funcionalização do filme foi alcançada com sucesso em nível molecular. Sugere-se que 

essa integração sirva como base para o desempenho biológico superior do material, o qual 

influencia diretamente suas propriedades funcionais, como a liberação controlada do 

ingrediente ativo em comparação com a rápida volatilização associada à sua forma pura, 

e o aumento da capacidade antioxidante e da atividade antimicrobiana seletiva contra 

Staphylococcus aureus, devido à distribuição molecular e às interações do NE-OELO. 

Em resumo, a espectroscopia fornece evidências convincentes de compatibilidade 

e miscibilidade molecular, confirmando o sucesso da abordagem nanotecnológica no 

desenvolvimento de filmes ativos de alto desempenho. 

 

3.8 DIFRAÇÃO DE RAIOS X (DRX) 

O índice de cristalinidade (IC) dos filmes apresentou uma média de 12,2 ± 1,6, 

sugerindo que os filmes de carboximetilcelulose (CMC) integrados com a nanoemulsão 

de óleo essencial de Lippia origanoides possuem uma estrutura predominantemente 

amorfa, caracterizada por apenas alguns domínios cristalinos detectáveis (Figura 5). 

Notavelmente, a adição da nanoemulsão não resultou em alterações significativas na 

organização cristalina do filme polimérica. 

 

Figura 5. Difratogramas de raios X (DRX) de filmes de carboximetilcelulose impregnados com diferentes 

concentrações de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides . Filme controle: 0% NE-OELO 

(preto); filmes com diferentes concentrações incluem 10% NE-OELO (azul), 15% NE-OELO (vermelho) 

e 20% NE-OELO (verde). Esta figura ilustra como a incorporação do óleo essencial afeta a organização 

estrutural do filme polimérico. 
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Resultados comparáveis foram descritos na literatura. Filmes compósitos à base 

de carboximetilcelulose que incluíam uma nanoemulsão de óleo essencial de 

Cinnamomum (canela). Seus testes de DRX revelaram que o filme de controle apresentou 

um pico de difração amplo a 20°, indicando uma cristalinidade de aproximadamente 17% 

e sugerindo uma estrutura pouco cristalina da carboximetilcelulose (CMC). É importante 

ressaltar que a introdução do óleo essencial de canela não levou ao surgimento de nenhum 

novo pico de difração [46]. Além disso, a análise de DRX de filmes nanocompósitos de 

carboximetilcelulose (CMC) confirmou a natureza amorfa da CMC, observando que a 

intensidade do pico característico do polímero de controle não se alterou com a 

incorporação dos compostos ativos [74]. 

Os resultados deste estudo sugerem que os filmes exibem uma estrutura 

desordenada, flexível e transparente. Nesta configuração, a dispersão dos componentes 

do óleo (terpenos e fenóis) interage fisicamente com as cadeias poliméricas, impedindo o 

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

 

3.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

A avaliação da capacidade antioxidante de filmes de embalagem é crucial, visto 

que a oxidação lipídica é uma das principais causas de deterioração dos alimentos e 

contribui para a redução da vida útil. A Tabela 4 ilustra a capacidade antioxidante de 

filmes de carboximetilcelulose (CMC) incorporando diferentes concentrações de 

nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides (NE-OELO). Essa avaliação foi 

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

 

Tabela 4 – Capacidade antioxidante de filmes de carboximetilcelulose incorporando diferentes 

concentrações de nanoemulsão de óleo essencial de Lippia origanoides . 

 

Filme Capacidade antioxidante (μmol TE/g filme ) 

DPPH ABTS 

F0 e 1,71 ± 0,07 c 

F10 10,54 ± 0,73 c 189,32 ± 44,51 b 

F15 23,08 ± 1,88 b 236,03 ± 41,97 b 

F20 35,89 ± 0,62 a 389,55 ± 37,58 a 

*Nas colunas, as letras iguais não diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Tukey ao nível 

de probabilidade de 5%. DPPH refere-se ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS refere-se ao cátion 

2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). **nd: não detectado. F0: 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) é amplamente utilizado para avaliar 

a capacidade de um composto doar hidrogênio ou elétrons. Neste estudo, o filme de 

carboximetilcelulose (CMC) pura, designado como F0, não apresentou capacidade de 

sequestrar radicais DPPH, indicando que o filme polimérico base possui atividade 

antioxidante mínima. 

Em contraste, a incorporação de NE-OELO resultou em atividade antioxidante 

detectável em todas as concentrações testadas. Observou-se uma relação dose-

dependente, com a capacidade antioxidante aumentando proporcionalmente à 

concentração 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 μmol TE/g de filme, 

superando significativamente os filmes F15 e F10. 

Para validar os resultados, foi realizado um ensaio utilizando radicais catiônicos 

de 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), que proporciona uma 

avaliação completa do potencial antioxidante em ambas as fases, lipofílica e hidrofílica. 

Os resultados revelaram que a capacidade antioxidante aumentou com a adição de NE-

OELO, confirmando a eficácia da nanoemulsão como veículo para compostos bioativos. 

A maior atividade antioxidante observada no ensaio ABTS pode ser atribuída à 

sua sensibilidade superior, uma vez que avalia compostos hidrofílicos e lipofílicos, ao 

contrário do ensaio DPPH, que mede principalmente respostas na fase orgânica. 

Consequentemente, a detecção de atividade antioxidante no filme controle 

exclusivamente no ensaio ABTS pode ser devida à presença de grupos hidroxila e 

resíduos redutores de CMC, que reagem com o radical ABTS⁺, mas não com o DPPH⁻ 

[75,76]. 

Os resultados indicam que a incorporação 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 soluções que possam 

prolongar a vida útil 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 oxidação lipídica e a rancidez — problemas 

particularmente comuns em alimentos ricos em gordura. 

Nosso grupo de pesquisa identificou anteriormente um total de vinte compostos 

distintos no óleo 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 β-cariofileno e γ-terpineno representam 6,61% e 

6,27%, respectivamente. 

Este estudo indica que a eficácia do NE-OELO é, em parte, atribuída ao seu 

principal componente, o carvacrol. Uma revisão bibliográfica recente [77] observou que 

o carvacrol, um monoterpeno fenólico abundante em óleos essenciais como o de Lippia 

origanoides , é reconhecido pela sua versatilidade e potentes propriedades antioxidantes. 

Além disso, a revisão destaca o papel promissor do carvacrol como aditivo na indústria 

alimentar, onde elimina eficazmente espécies reativas de oxigénio e azoto, protegendo 

assim os alimentos da oxidação lipídica e de alterações indesejáveis no sabor e aroma. 

Os autores enfatizam que, apesar do considerável potencial do carvacrol, sua 

incorporação direta em produtos alimentícios ou embalagens é frequentemente 

dificultada por diversos desafios inerentes. Esses desafios incluem sua alta volatilidade, 

baixa solubilidade em água e um aroma e sabor pronunciados que podem ser indesejáveis. 

Para superar essas limitações, uma estratégia de nanoencapsulação utilizando 

nanocápsulas, como nanoemulsões, apresenta-se como uma solução tecnológica. 

Assim, os resultados deste estudo reforçam a eficácia de filmes ativos à base de 

CMC incorporando NE-OELO em várias concentrações para aplicações em embalagens 

de alimentos, particularmente para itens sensíveis à oxidação. 

 

3.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

A atividade antimicrobiana dos compostos voláteis 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 número e a distribuição de colônias de S. aureus 

diminuíram progressivamente com o aumento da concentração da nanoemulsão no filme 

ativo. Em contraste, o filme controle (sem NE-OELO) apresentou crescimento uniforme 

de colônias, indicando ausência de atividade antimicrobiana. Além disso, não foi 

observada inibição do crescimento das bactérias Gram-negativas Escherichia coli ETEC 

(ATCC 11105) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028). 

Agentes antibacterianos naturais, como óleos essenciais, podem interagir com o 

núcleo hidrofóbico das camadas lipídicas, alterando assim as propriedades físico-

químicas das membranas celulares. Essa interação pode resultar em rupturas da 

membrana, vazamento do conteúdo celular, deformação e inchaço celular, o que sugere 
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um processo de permeabilização da membrana [78-80]. Além disso, os óleos essenciais 

penetram a camada permeável de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas mais 

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

 

Figura 6. Ensaio de volatilização de filmes de carboximetilcelulose incorporados com diferentes 

concentrações de nanoemulsão de óleo 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 é frequentemente atribuída a 

compostos como o carvacrol e o timol, que estão presentes na composição química do 

NE-OELO. Filmes biodegradáveis enriquecidos com carvacrol e timol foram avaliados 

quanto às suas propriedades antimicrobianas, demonstrando inibição significativa de 

bactérias deteriorantes de alimentos, incluindo Staphylococcus aureus [13]. 

Um filme composto de celulose, carboximetilcelulose (CMC) e timol apresentou 

uma zona de inibição antimicrobiana de 17,1 mm contra a cepa de Staphylococcus aureus 

[83]. Este achado destaca as propriedades antimicrobianas aprimoradas obtidas pela 

incorporação de timol na formulação de filmes ativos. 

Embora atualmente não haja atividade antimicrobiana relatada contra bactérias 

Gram-negativas, é essencial enfatizar que Staphylococcus aureus é um patógeno Gram-

positivo de importância clínica significativa. É também uma das principais causas de 

intoxicação alimentar em escala global [84]. 
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A principal preocupação centra-se nas estirpes de Staphylococcus aureus que 

produzem enterotoxinas estafilocócicas (SEs), que são proteínas termoestáveis. Mesmo 

após a cozedura, as SEs pré-formadas nos alimentos podem permanecer ativas e causar 

doenças. A intoxicação alimentar estafilocócica caracteriza-se por um início rápido de 

náuseas, vómitos e cólicas abdominais, que normalmente ocorrem entre 30 minutos e 8 

horas após o consumo de alimentos contaminados [85]. 

A contaminação por S. aureus está frequentemente associada a deficiências nas 

boas práticas de higiene e manipulação, visto que os seres humanos são importantes 

portadores assintomáticos da bactéria, que pode residir nas cavidades nasais, gargantas, 

pele e cabelos. Alimentos que envolvem manipulação considerável, como carnes fatiadas, 

laticínios, cremes, saladas e sanduíches, são frequentemente implicados, particularmente 

quando armazenados em temperaturas inadequadas que facilitam o crescimento 

bacteriano e a produção de toxinas [86]. Isso destaca a importância da implementação de 

estratégias de controle eficazes, como embalagens ativas, para minimizar o risco de 

contaminação. 

Os resultados sugerem que os recursos naturais, particularmente os óleos 

essenciais nanoemulsionados, apresentam um potencial biotecnológico substancial para 

o desenvolvimento de soluções de embalagens ativas que melhoram a conservação dos 

alimentos e garantem a segurança do consumidor. 

É crucial sublinhar que a composição química diversa e complexa desses óleos 

desempenha um papel significativo na redução do risco de resistência microbiana, 

dificultando a adaptação dos microrganismos [87]. Consequentemente, as descobertas 

desta pesquisa têm particular importância para o desenvolvimento de alternativas naturais 

que combatam os patógenos resistentes a antibióticos que afetam a indústria alimentícia. 

 

4 CONCLUSÃO 

Este trabalho apresenta a formulação de um sistema nanométrico de alta qualidade 

para a incorporação eficaz de um composto lipofílico, especificamente um óleo essencial 

rico em carvacrol, em o filme polimérico hidrofílico composta de carboximetilcelulose 

(CMC). 

O desenvolvimento e a caracterização de filmes ativos à base de 

carboximetilcelulose integrada com NE-OELO resultaram em materiais funcionais com 

significativo potencial para aplicações em embalagens de alimentos. As nanoemulsões 

apresentaram homogeneidade e estabilidade satisfatórias, aprimorando as propriedades 
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físicas, ópticas e funcionais dos filmes sem comprometer atributos essenciais como 

transparência e flexibilidade. 

Os filmes ativos demonstraram propriedades de barreira eficazes contra a radiação 

ultravioleta e mantiveram com sucesso níveis de transparência que atendem aos padrões 

de inspeção visual. Essa característica é crucial para garantir a aceitação do consumidor 

e a proteção dos alimentos durante o armazenamento. As avaliações da atividade 

antioxidante revelaram uma correlação direta entre a concentração de NE-OELO e o 

aumento do potencial antioxidante, o que é atribuído à presença de compostos fenólicos 

como o carvacrol. Além disso, as avaliações da atividade antimicrobiana indicaram que 

a inclusão da nanoemulsão permitiu que os filmes inibissem eficazmente o crescimento 

do microrganismo deteriorante de alimentos Staphylococcus aureus , demonstrando uma 

relação concentração-efeito. 

As análises térmicas revelaram que a inclusão da nanoemulsão altera o perfil de 

degradação dos filmes, ressaltando a importância de avaliar sua estabilidade em 

condições práticas de aplicação. Embora a incorporação de NE-OELO resulte em uma 

redução da resistência mecânica, os materiais mantêm flexibilidade suficiente para 

aplicações específicas em sistemas alimentares. 

Considerando o conjunto de propriedades avaliadas, as formulações contendo 

15% e 20% de nanoemulsão de Lippia origanoides (F15 e F20) apresentaram o melhor 

equilíbrio entre estabilidade, propriedades ópticas, capacidade de redução da transmissão 

de radiação ultravioleta e desempenho funcional, destacando-se como as mais 

promissoras para aplicações em embalagens ativas. Em especial, a formulação F15 

mostrou-se vantajosa por conciliar esses efeitos com menor impacto negativo sobre as 

propriedades mecânicas e a transparência do filme. 

Esta pesquisa contribui para uma compreensão mais profunda de sistemas 

nanoestruturados à base de biopolímeros e óleos essenciais, demonstrando que a 

integração de nanoemulsões pode servir como uma estratégia promissora para aprimorar 

as propriedades funcionais de embalagens ativas. Estudos adicionais devem ser 

conduzidos em sistemas alimentares sob condições reais de uso para melhor avaliar o 

desempenho do filme ativo ao longo de sua comercialização e consumo. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os resultados confirmaram que a NE-OELO potencializou significativamente a 

atividade antimicrobiana do óleo essencial livre (OELO), reduzindo os valores de 

concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) frente 

às cepas de microrganismos testadas, com destaque para Staphylococcus aureus. Essa 

melhora pode ser atribuída ao aumento da solubilidade e favorecendo a interação entre os 

compostos lipofílicos e as membranas celulares bacterianas. Além disso, a formulação 

obtida apresentou estabilidade físico-química satisfatória, transparência adequada e 

propriedades ópticas e estruturais coerentes com o perfil esperado para sistemas 

nanoemulsionados. Tais achados reforçam o potencial biotecnológico do uso de 

nanoemulsões como estratégia promissora para ampliar a eficácia e a aplicabilidade de 

óleos essenciais em diferentes setores, especialmente na conservação e segurança de 

alimentos. 

A incorporação da NE-OELO em um filme de carboximetilcelulose, resultando 

em filmes ativos com potencial para uso em embalagens alimentícias. As nanoemulsões 

apresentaram estabilidade e homogeneidade adequadas, promovendo modificações 

positivas nas propriedades físicas, ópticas e funcionais dos filmes sem comprometer a 

transparência e a flexibilidade. Os filmes demonstraram boa barreira à radiação UV, 

mantendo transparência adequada à inspeção visual, além de apresentarem aumento da 

atividade antioxidante e atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus aureus, 

proporcional à concentração da nanoemulsão incorporada. As análises térmicas indicaram 

alterações no perfil de degradação, sugerindo necessidade de testes adicionais de 

estabilidade. Os filmes conservaram flexibilidade e permeabilidade compatíveis com 

aplicações em alimentos. Conclui-se que a incorporação de nanoemulsões em 

biopolímeros representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de 

embalagens ativas, recomendando-se estudos futuros em condições reais de uso para 

validação do desempenho dos materiais. 
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ANEXO 

Anexo 1. Resultado da cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(CG/EM) apresentando os picos, tempos de retenção, % de área, nome da estrutura dos 

constituintes químicos do óleo essencial de Lippia origanoides. 

 

 

 
 


