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RESUMO

Filmes poliméricos a base de amido, plastificantes e 6leos essenciais constituem uma
alternativa de embalagem ativa, apresentando propriedades antimicrobianas.
Entretanto, a incorporacdo dos Oleos essenciais torna-se desafiadora pela sua
volatilidade. O 6leo essencial de melaleuca foi escolhido por ser pouco utilizado em
filmes de amido. Portanto, o objetivo deste trabalho consiste em avaliar duas
metodologias distintas na incorporagao do 6leo essencial de melaleuca, analisando
as propriedades fisicas, térmicas e antimicrobianas dos filmes obtidos. Foram
desenvolvidos filmes de amido de milho pelo método de casting, utilizando-se glicerol
e sorbitol como plastificantes. Avaliaram-se duas metodologias para incorporagao do
oleo essencial de melaleuca nas concentragdes de 2 e 4% em massa. Na metodologia
A, o amido foi moido antes da incorporagao do 6leo, enquanto na metodologia B,
adicionou-se o surfactante tween 80 juntamente ao 6leo essencial. Inicialmente foi
realizada a analise da concentragdo minima inibitéria (CIM) e bactericida minima
(CBM), além do teor de amilose do amido. Na sequéncia, os filmes foram
caracterizados quanto a espessura, umidade, absorg¢ao de agua, solubilidade, analise
termogravimétrica e espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier
(FTIR). A CIM e a CBM do 6leo essencial de melaleuca foram de 0,39% e 0,78%,
respectivamente, tanto para Salmonella quanto para Escherichia coli. Para
Staphylococcus aureus nao houve inibigdo. Contudo, quando incorporado aos filmes,
0 oleo essencial ndo apresentou atividade inibitéria contra as bactérias testadas. Os
filmes apresentaram espessura entre 0,15 mm e 0,20 mm, teor de umidade de 15,35%
a 18,21%, absor¢cdo de agua entre 52,20% e 77,47% e solubilidade em agua de
18,88% a 21,86%. Os filmes com maior percentual de 6leo essencial, na metodologia
A, apresentam melhores propriedades fisicas, maior estabilidade térmica e maior
temperatura de degradagao, com melhor distribuicdo homogénea do 6leo na matriz
polimérica, conforme FTIR. Assim, concluiu-se que a incorporacéo de 6leo essencial
de melaleuca melhorou as propriedades fisicas, quimicas e térmicas dos filmes. A
metodologia A mostrou-se mais promissora, destacando-se o filme FA_MetA_ OE4,

embora necessite de alguns ajustes para otimizar a atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Embalagens ativas. Oleo essencial. Oleo essencial de melaleuca.
Amido.



ABSTRACT

Polymeric films based on starch, plasticizers, and essential oils constitute an active
packaging alternative, exhibiting antimicrobial properties. However, the incorporation
of essential oils becomes challenging due to their volatility. Melaleuca essential oil was
chosen because it is rarely used in starch films. Therefore, the objective of this work is
to evaluate two distinct methodologies for incorporating melaleuca essential oil,
analyzing the physical, thermal, and antimicrobial properties of the resulting films. Corn
starch films were developed using the casting method, employing glycerol and sorbitol
as plasticizers. Two methodologies for incorporating melaleuca essential oil at
concentrations of 2% and 4% by mass were evaluated. In methodology A, the starch
was ground before incorporating the oil, while in methodology B, the surfactant tween
80 was added along with the essential oil. Initially, the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC), as well as the amylose content
of the starch, were analyzed. Subsequently, the films were characterized in terms of
thickness, moisture content, water absorption, solubility, thermogravimetric analysis,
and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The MIC and MBC of melaleuca
essential oil were 0.39% and 0.78%, respectively, for both Salmonella and Escherichia
coli. No inhibition was observed for Staphylococcus aureus. However, when
incorporated into the films, the essential oil did not show inhibitory activity against the
tested bacteria. The films had a thickness between 0.15 mm and 0.20 mm, a moisture
content of 15.35% to 18.21%, water absorption between 52.20% and 77.47%, and
water solubility of 18.88% to 21.86%. Films with a higher percentage of essential oll,
in methodology A, exhibit better physical properties, greater thermal stability, and a
higher degradation temperature, with better homogeneous distribution of the oil in the
polymeric matrix, according to FTIR. Thus, it was concluded that the incorporation of
melaleuca essential oil improved the physical, chemical, and thermal properties of the
films. Methodology A proved to be more promising, with the FA_ MetA OE4 film

standing out, although it needs some adjustments to optimize antimicrobial activity.

Keywords: Active packaging. Essential oil. Melaleuca essential oil. Starch.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, o descarte inadequado de residuos poliméricos esta crescendo cada
vez mais, prejudicando o meio ambiente. Estima-se que o mundo ira produzir cerca
de 619 milhdes de toneladas de materiais poliméricos no ano de 2030 (Mulhen, 2023).
Esses materiais, de origem petroquimica e nao biodegradaveis, dominam a industria
de embalagens, sendo responsaveis por 85% do lixo marinho. Visando reduzir o
impacto do descarte incorreto de plasticos ndo biodegradaveis, a fim de diminuir a
poluicado, propde-se, como alternativa, a utilizagcdo de embalagens plasticas feitas de
biopolimeros (Silva et al., 2024).

Biopolimeros sao polimeros produzidos a partir de matérias-primas de fontes
renovaveis (Kaur et al., 2024). Os materiais originados da cana-de-agucar e do amido
de milho sado classificados como biopolimeros devido a sua origem natural.
Biopolimeros formados por amido de milho, em especial, apresentam adequadas
condigbes para substituir os plasticos tradicionais (Blume et al., 2023), com
propriedades como inodoros, transparentes, insipidos e com barreira aos gases
oxigénio e carbdnico (Bashir et al., 2023). Conforme Luchese (2018), o amido destaca-
se pela utilizagdo em embalagens por ser uma matéria-prima comestivel, ndo toxica,
abundante e de custo acessivel. As espessuras desses filmes podem variar entre
0,025 mm a 0,125 mm. Caracteristicas importantes para os filmes sdo o alto grau de
flexibilidade, elevados limites de resisténcia a tragdo, ao rasgamento, ao ataque a
umidade e baixa permeabilidade a agua (Callister, 2016).

Pensando na qualidade de vida e no consumo de alimentos mais saudaveis, a
industria de alimentos tem buscado alternativas para diminuir a produgao de
embalagens com aditivos sintéticos. Uma das solugdes ¢é a utilizagdo de embalagens
ativas substituindo as tradicionais (Grassi et al., 2020; Souza et al., 2020). O foco
desses materiais esta na utilizacdo de matérias-primas com substancias de origem
vegetal. Geralmente esses principios ativos auxiliam nas fun¢des de aromatizar e
conservar, além de fornecerem propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Chen,
et al., 2022).

De acordo com Liu et al. (2023), os 6leos essenciais sdo substancias organicas
naturais volateis, extraidas de plantas aromaticas. Esses compostos possuem

atividades antioxidantes e antimicrobianas, e quando sao incorporados a formulagao
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das embalagens, ajudam na preveng¢ao do ataque microbiano em produtos frescos e
possuem a capacidade de inibir a atividade de organismos patogénicos
(Poongavanam et al., 2023). Segundo Chen et al. (2020), o éleo essencial (OE) pode
ser adicionado a matriz do filme, sendo liberado durante o armazenamento e
transporte dos alimentos, contribuindo para a redugdo da deterioracdo e para
prolongamento da vida util do alimento.

Os dleos essenciais sdo substancias volateis, geralmente aromaticas, incolores
e liquidas, constituidas por compostos naturais que podem ser encontradas em
diferentes partes das plantas, tais como sementes, flores e cascas (Hou et al., 2022).
O dleo essencial de melaleuca (OEM) foi escolhido por apresentar poucos estudos
em filmes funcionais para embalagens alimentares, apesar de suas propriedades
antimicrobianas serem conhecidas (Jamréz et al., 2018). De acordo com Ferreira et
al. (2022), o oleo essencial de melaleuca é extraido das folhas de tea tree por
destilagdo a vapor e utilizado nas embalagens, devido as suas propriedades
antioxidantes e reduzidos valores de concentracdo minima inibitoria. Lee et al. (2020)
descrevem que o Oleo essencial de melaleuca possui alto teor de terpenos, cuja
substancia volatil destr6i a parede celular das bactérias, apresentando o6timas
propriedades antifungicas. O 6leo essencial de melaleuca possui alta hidrofobicidade,
volatilidade e sensibilidade a oxidacgao, entretanto possui dificuldade para formar a
emulsdo de maneira direta. Nesse contexto, a emulsdo do O6leo essencial de
melaleuca em uma embalagem ativa € uma forma de solucionar o problema das
embalagens tradicionais (Shah et al., 2021).

Os Oleos essenciais sdo volateis em ambientes de altas temperaturas.
Entretanto, na combinacgao do 6leo essencial com o0 amido, esse comportamento pode
ser distinto. Por isso a introdugédo do 6éleo em diferentes estagios na preparacéo do
filme pode influenciar a dispersao e retencéo, afetando assim a liberagao e a atividade
antimicrobiana (Chen et al., 2025). Pozzebon (2024) incorporou o 6leo essencial no
amido por meio da técnica de cisalhamento, obtendo filmes com adequada
homogeneidade. Por outro lado, Liu et al. (2023) utilizaram o tween 80 como
surfactante na preparagcao da emulsédo do 6leo essencial, para melhorar a dispersao
e obter um filme mais homogéneo. Desta forma, este estudo objetiva investigar o uso
de diferentes metodologias e concentragdes de 6leo essencial de melaleuca e analisar

o efeito nas suas propriedades fisicas, quimicas, térmicas e antimicrobianas.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Analisar a influéncia de duas metodologias de incorporagao do oleo essencial
em filmes poliméricos a base de amido de milho e utilizando diferentes teores de 6leo
essencial de melaleuca nas propriedades fisicas, quimicas, térmicas e

antimicrobianas.

1.2.2 Objetivos especificos

- Determinar a concentragdo minima inibitéria (CIM) e a concentragdo minima
bactericida (CBM) do 6leo essencial de melaleuca;

- Comparar duas metodologias para incorporagao do 6leo essencial de melaleuca, na
concentragédo de 2 e de 4% em massa, em base seca de amido, quanto as
propriedades fisicas, térmicas (TGA), quimicas (FTIR) e microbiolégicas.

- Avaliar a influéncia do uso de tween 80 e do teor de dleo essencial nos filmes
poliméricos sobre o teor de umidade, na absorgéo de agua, na solubilidade, espessura,
analise microbiolégica, TGA e FTIR.

- Analisar as propriedades antimicrobianas para as bactérias Salmonella, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, dos filmes preparados em diferentes concentracbes e

metodologias.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EMBALAGENS ATIVAS

A grande quantidade de embalagens plasticas derivadas de petroleo
produzidas no ramo alimenticio vem causando diversos problemas relacionados ao
descarte inadequado desses materiais. Alguns paises comecaram a reduzir e até
mesmo proibir o uso de plasticos ndo degradaveis e de uso unico, incentivando assim
o desenvolvimento e a utilizagdo de embalagens oriundas de polimeros naturais,
como as embalagens ativas (Liu et al., 2023).

O termo ‘embalagem ativa’ é utilizado para classificar as embalagens que
atuam na preservagao de alimentos (Almada et al., 2022). Elas fazem parte de um
novo conceito devido a interagcéo positiva entre alimento, embalagem e ambiente, a
fim de melhorar e/ou preservar a vida de prateleira (shelf life) do produto, mantendo
sua qualidade, seguranga e aspectos sensoriais. O termo também esta relacionado a
tecnologia empregada na incorporagdo intencional de alguns componentes em
embalagens que absorvem ou liberam aditivos em seu interior ou incorporados ao
material da propria embalagem (Landim et al., 2016; Severo et al., 2021; Yildirim et
al., 2018).

Alguns fatores importantes para desenvolver embalagens ativas estao
relacionados as caracteristicas bioquimicas do alimento, as caracteristicas inertes do
componente bioativo, a interacdo quimica entre a matriz do polimero e os
componentes bioativos e a temperatura de armazenamento do produto (Mishra et al.,
2021). De acordo com Souza et al. (2020) a embalagem ativa € uma maneira
interessante de aumentar a vida util dos alimentos sem a adi¢ao direta de aditivos, por
exemplo, por meio de sua acao antimicrobiana.

As embalagens que funcionam como sistemas de liberagdo sao separadas em
sistemas de lixiviagéo e sistemas volateis. Nos sistemas volateis, a liberagdo acontece
por meio da difusdo do agente ativo a partir da embalagem até a estrutura dos
alimentos; por isso os agentes ativos necessitam de caracteristicas volateis. Podem-
se destacar os 6leos essenciais e compostos bioativos, de pequeno peso molecular
(Almasi et al., 2020).

Varios estudos reportam o uso de embalagens ativas com 6leos essenciais no

ramo alimenticio. Shao et al. (2013) testaram a adi¢do do vapor do 6leo essencial de
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melaleuca em frutos de morango e concluiram que houve diminuigdo do mofo cinzento
e do apodrecimento. No estudo de Liu et al. (2023) foram desenvolvidos compdsitos
a base de soja, nandxido de zinco e 6leo essencial de melaleuca, obtendo eficacia no
método de aplicacdo de filmes com desempenho consistente nas analises
microbiolégicas, garantindo flmes com uma atividade antibacteriana satisfatoria nos
filmes contendo 6leo essencial de melaleuca. O filme contendo nanéxido de zinco,
base de soja e 6leo essencial de melaleuca exibiu a maior atividade antibacteriana,
sendo que Staphylococcus aureus foi mais sensivel para este filme do que Escherichia
coli.

Yang et al. (2022) desenvolveram um filme com alginato de sddio, 6leo
essencial de melaleuca e nanoparticulas de oxido de titdnio, mostrando que o OEM
auxilia positivamente nas propriedades antioxidantes e antifungicas das embalagens
biodegradaveis. Roy e Rhim (2021) desenvolveram um filme com agar, 6leo essencial
de melaleuca com concentragéo de 0,5% e 2% de m/m e nanoparticulas de sulfeto de
zinco. Os autores observaram que a incorporacao do OEM, em concentragdes de 2%
promoveu alteragdes significativas na estrutura da matriz polimérica, apresentando
atividade antimicrobiana relevante. As nanoparticulas de sulfeto de zinco contribuiram
para uma melhor dispersdo do 6leo na matriz polimérica e para uma liberagdo mais
controlada dos compostos ativos, reduzindo sua volatilizagdo. Os resultados
apresentaram melhorias significativas nas propriedades mecanicas, como uma maior
rigidez dos filmes e nas propriedades térmicas, os filmes contendo 1% do OEM e
sulfeto de zinco obtiveram maior estabilidade térmica, através das analises
termogravimétrica e calorimetria exploratoria diferencial.

Nos ultimos anos houve um grande avango na tecnologia e aplicagdo de
embalagens, porém, o0 uso das embalagens sintéticas ainda €& bastante utilizado
(Moncao et al., 2022). Atualmente, tem aumentado gradativamente o uso de
embalagens que retardam a oxidacao lipidica em alimentos, apresentando bons
resultados quando aplicadas em alimentos de origem animal, sementes oleaginosas
e Oleos (Licciardello, 2017). Por meio dos dados da Organizagédo das Nagdes Unidas
para a Alimentacado e Agricultura (FAO), estima-se que foram desperdigados 931
milhdes de toneladas de alimentos no mundo em 2019. Esse elevado desperdicio esta
relacionado principalmente a deterioragdo microbiolégica e as reagdes de oxidagao

lipidica, que comprometem a seguranga dos produtos alimenticios. Diante desse
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cenario, o desenvolvimento de embalagens ativas, capazes de interagir com o
alimento ou com o ambiente ao redor, surge como uma estratégia promissora para
reduzir o desperdicio de alimentos, ao contribuir para a manutencao da qualidade e o
aumento da vida util dos produtos (Brasil, 2018).

2.2 AMIDO

Um biopolimero é classificado como tal quando sua origem é biodegradavel ou
bioldgica (Hernandez-Garcia et al., 2021). Os materiais biopoliméricos formados por
amido sado uma adequada alternativa para substituir os plasticos a base de petroleo
(Tarique et al., 2022). O amido é formado por granulos brancos com diferentes
dimensoes e estruturas para cada tipo de vegetal, conforme mostra a Figura 1 (Bertoft,
2017). O tamanho dos grénulos varia entre 1 e 100 ym, com formato regular ou

irregular (Isotton, 2013).

Figura 1 — Microscopia eletrdnica de varios tipos de amido

Fonte: Adaptado de Guinese et al. (2006).

Nos grédos de milho aparecem cerca de 61 a 78% de amido, além de
polissacarideos, proteinas e lipideos. A parte mais esbranqui¢ada do grdo € chamada

de endosperma (Zhang et al., 2021). O amido, cuja férmula molecular € CeH100s5, é
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classificado como um carboidrato e possui importancia na reserva de energia das
plantas (Isotton, 2013). E um o6timo candidato no preparo de emulsdes para
embalagens, por ser biocompativel, biodegradavel, atéxico e economicamente viavel.
Pode ser utilizado em diversos setores como téxteis, alimentos, polimeros e papel
(Altuna et al., 2018).

Considerado um polimero natural, o amido €& composto por duas
macromoléculas: amilopectina e amilose. A amilose € essencialmente linear, formada
por unidade de glicose unidas por ligagbes glicosidicas a-(1—4), o que favorece o
empacotamento das cadeias e a formacgao de estruturas mais organizadas e densas,
fornecendo as embalagens alimenticias caracteristicas mais flexiveis e fortes. Em
contraste, a amilopectina possui cadeia ramificada, composta por ligacdes a-(1—4)
nas cadeias principais e a-(1—6) nas ramificagbes, resultando em uma molécula mais
complexa e menos compacta, atribuindo menor resisténcia a tensao e alongamento.
Em funcao dessas caracteristicas, a amilose esta associada a formacgao de filmes com
maior resisténcia mecanica, coesao e menor permeabilidade, enquanto a amilopectina
contribui para materiais com maior flexibilidade e menor resisténcia a tragao (Padilha,
2019).

A estrutura do amido € semicristalina, sendo composta por regides cristalinas,
relacionadas a amilopectina, e regides amorfas, nas quais predominam cadeias
menos organizadas, incluindo a amilose. Essa organizagcdo na estrutura do amido
influencia diretamente as propriedades de barreira e a interacdo com compostos
hidrofébicos, como os 6leos essenciais. A presenga da amilose pode favorecer a
formacdo de uma matriz mais compacta, dificultando a difusdo de agentes
antimicrobianos, enquanto que as regides amorfas e a desorganizagédo estrutural
associada a amilopectina podem facilitar a incorporacdo e a liberacdo desses
compostos. Dessa forma, o equilibrio entre amilose e amilopectina desempenha um
papel fundamental na acado funcional dos filmes, influenciando nas propriedades
mecanicas e antimicrobianas, especialmente em sistemas contendo 6leos essenciais
(Diniz, 2021; Malafatti et al., 2021; Padilha, 2019). A Figura 2 representa a estrutura
da composi¢ao do amido de milho. A estrutura da amilose esta representada na Figura

2-a e a Figura 2-b apresenta a estrutura da amilopectina.
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Figura 2 — A estrutura da amilose (a) e amilopectina (b)
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

Os graos de amido s&o insoluveis em agua fria, em razdo das fortes ligagdes
de hidrogénio que constituem suas cadeias (Liu et al., 2009). Porém, quando aquecido
entre 65 a 90 °C, seus granulos absorvem agua, fazendo com que a matriz de
amilopectina se quebre e libere amilose no meio aquoso (Bobbio e Bobbio, 2001). O
amido possui a capacidade de aumentar a sua viscosidade quando a solugao é
submetida ao aquecimento (Fennema et al., 2010). Durante o aquecimento das
particulas de amido, em excesso de agua, os granulos incham, formando uma pasta
de amido (Fennema et al., 2010). A agua se incorpora na estrutura da amilose, que é
a estrutura mais soluvel, durante o aquecimento dissociando-se e difundindo-se para
fora do granulo. Esse processo caracteriza a gelatinizacdo do amido, sendo a base
para a transformacao do amido em um material termoplastico (Liu et al., 2009).

No decorrer do processo de gelatinizagdo do amido, ele € convertido de uma
forma semicristalina para amorfa. Assim que atinge a temperatura de gelatinizagao, a
dupla hélice de amilopectina é dissociada, embora a expansao da estrutura granular
possa ser conservada até em altas temperaturas e com aplicagdo de cisalhamento
(Peroni, 2003). Por outro lado, o fenbmeno que ocorre quando as moléculas de amido
gelatinizadas comegam a se reassociar, favorecendo uma estrutura mais ordenada
chama-se retrogradacgéo. Essa estrutura ordenada pode se transformar em uma mais
cristalina, sob condigdes favoraveis (Donald, 2004).

Obtido a partir do amido, por meio do aquecimento e com a presenga de um

plastificante, o0 amido termoplastico (TPS) apresenta maior processabilidade do que o
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amido puro, em razao da menor temperatura de fusdo durante a extrusao (Tian et al.,
2024). Na sua forma nativa, o amido apresenta algumas limitagbes em aplicagdes
industriais, sendo inadequado utiliza-lo como estabilizante em emulsées de
embalagens, ndo conseguindo formar uma barreira eficaz ao redor das goticulas do
Oleo, por causa da sua baixa hidrofobicidade e ao elevado tamanho das particulas
granulares, o que compromete sua capacidade de adsorgao na interface de 6leo com
agua e consequentemente, a estabilidade da emulsdo em sistemas para filmes de
embalagens (Li et al., 2019). A fim de contornar essa dificuldade, o amido pode ser
utilizado em mistura com outros polimeros biodegradaveis ou plastificantes na
fabricacao de filmes (Araujo-Farro et al., 2010).

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
plastificantes sdo substancias adicionadas aos polimeros com a finalidade de
aumentar sua processabilidade, flexibilidade ou capacidade de alongamento. Um
plastificante pode diminuir a viscosidade do fundido, o mddulo elastico, a temperatura
de transic¢ao vitrea e aumentar a elasticidade (Forini, 2008). A adi¢cao de plastificantes,
durante a gelatinizagdo do amido, quebra as ligagdes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular na estrutura inicial do amido (Chen et al., 2019). Dessa maneira, ocorre
a formacdo de amido termoplastico, resultado da incorporagcdo do plastificante
desejado, como o glicerol (Souza et al. 2020), sorbitol (Blume et al. 2023) e dleo de
soja (Gao et al., 2020). Ainda assim, por meio das moléculas dos plastificantes, esse
mecanismo diminui as forcas de Van der Waals que atuam entre as cadeias
poliméricas, reduzindo a atracao intermolecular, aumentando assim a flexibilidade da
cadeia, interferindo nas propriedades do produto final (Forini, 2008).

O glicerol € um composto organico da funcgéo alcool, presente em todos os dleos
de origem vegetal e animal. O uso dessa substancia justifica-se pelo poder
plastificante e pelo seu baixo custo. A incorporacao do glicerol nos filmes poliméricos
confere a maior flexibilidade do produto (Alves et al., 2007). O sorbitol também faz
parte do grupo organico dos polidis e fornece caracteristicas de melhorar a
flexibilidade e a aparéncia visual (Gonzalez-Torres et al., 2021). E uma molécula
hidrofilica, possuindo uma ligagdo intermolecular mais forte com as cadeias
poliméricas. A estrutura molecular desses plastificantes esta representada na Figura
3.
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Geralmente, os plastificantes sao adicionados na proporc¢ao de 10 a 60 g para
100 g de matéria seca, dependendo da rigidez que se deseja alcancar no material.
Porém, em concentragdes inferiores a 20 g de plastificante para cada 100 g de amido,
pode ocorrer um efeito indesejado, chamado de antiplastificante, diminuindo a
flexibilidade (Shimazu et al., 2007).

Figura 3 — Estrutura molecular do glicerol e sorbitol
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Fonte: Adaptado de Luchese (2018).

2.3 OLEO ESSENCIAL

A incorporacgao de substancias ativas € uma alternativa para transformar filmes
poliméricos em embalagens com propriedades antioxidantes, antimicéticas e
antimicrobianas. Conhecido por possuir essas propriedades, o 6leo essencial € um
composto organico natural, produzido por plantas aromaticas. Os componentes ativos
que garantem as propriedades funcionais e estao presentes na composicao dos 6leos
essenciais sdo os ésteres, fendis, aldeidos e terpenos (Liu et al., 2023).

Os oleos essenciais sdo incorporados as embalagens para evitar o ataque
microbiano aos produtos. Devido as suas propriedades antimicrobianas, podem
impedir a atividade dos microrganismos (Poongavanam et al., 2023). Por serem
volateis em altas temperaturas, a introducdo do OE em diferentes etapas da
preparacao do filme pode influenciar diretamente na dispersao do d6leo. O filme com a
maior liberagdo do OE no estudo de Chen et al. (2025), foi aquele produzido pela
incorporagao do 6leo diretamente no amido, durante a preparacdo do TPS. Novas
ligagdes de hidrogénio foram formadas com o amido, levando uma maior dispersao
do dleo essencial, além da elevada hidrofilicidade, que auxiliou na liberagdo do 6leo
essencial, aumentando a acessibilidade das moléculas de agua presentes no filme
(Chen et al., 2025).
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Souza et al. (2020) afirmam que os 6leos essenciais provenientes de plantas
aromaticas apresentam grande agao antimicrobiana, sendo extremamente eficientes
em embalagens no ramo alimenticio. Porém, a adi¢cdo de dleo essencial traz algumas
limitagdes em funcdo da volatilidade, do forte odor e da suscetibilidade a oxidagéo. A
fim de contornar essas limitagbes, as estratégias incluem a incorporagao do dleo
essencial através da emulsificagdo ou nanoencapsulagdo. Os parametros de
qualidade das propriedades dos Oleos essenciais devem basear-se na composi¢ao
bioquimica ideal, preservando-as conforme sintetizadas pela natureza, sem qualquer

modificagao ou alteragao realizada pelo homem (Baldoux, 2018).

2.3.1 Oleo essencial de Melaleuca

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia (Tea Tree), extraido da planta
apresentada na Figura 4, € uma mistura contendo monoterpenos, derivados de alcool
e sesquiterpenos (Cui et al., 2018). Conhecida popularmente como “arvore do cha”
trata-se de uma planta nativa da Australia (Carson et al., 2006). Caracterizado pela
coloragdo amarelo claro e com um odor agradavel, esse 6leo essencial é obtido pela
destilacdo a vapor das folhas da planta e possui acao anti-infecciosa,
imunomoduladora, analgésica e radioprotetora, constituindo-se em um composto com
propriedades terapéuticas. Sua formulagdo & complexa, contendo mais de 100
componentes (Baldoux, 2018; Da Silva et al., 2020; Silveira et al., 2019).

Figura 4 — Planta de melaleuca
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A utilizagao do 6leo essencial de melaleuca tornou-se uma pratica mais popular
quando estudos comprovaram sua agao antimicrobiana, nas décadas de 1920 e 1930
(Carson et al., 2006). O OEM também é considerado uma substéancia antioxidante, de
natureza biodegradavel contendo fendis, terpenos e flavonoides (Sathiyaseelan et al.,
2021).

A propriedade antibacteriana do OEM ocorre devido a alta concentragao do
componente terpinen-4-ol (Silveira et al., 2019). Esse composto possui toque
amadeirado com um aroma apimentado (Neto et al, 2022). Entretanto, as
caracteristicas antimicrobianas do OEM resultam das interacbes complexas entre
seus diversos componentes (Silveira et al., 2019). Os terpenos sao hidrocarbonetos
aromaticos volateis e sdo considerados derivados de isopreno (Carson et al., 2006).
O terpinen-4-ol (Figura 5) €& o principal componente que exerce os efeitos
antibacterianos do OEM, e quanto maior for a sua concentragdo, maior € sua agao
antimicrobiana. Estudos relataram que atua eliminando completamente as bactérias
e. colie S. epidermidis, apés uma hora de tratamento. O a-terpineno também contribui
com a atividade antimicrobiana, mas com um grau inferior ao terpinen-4-ol (Jesus et
al., 2007; Nguyen et al., 2023).

Figura 5 — Principais componentes do dleo essencial de melaleuca
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Fonte: Adaptado de Mirante, 2015.

Porém, o uso de grandes quantidades do 6leo de melaleuca nao diluido pode
causar irritagdes e alergias na pele, devido ao componente 1,8-cineol, toxico, presente

no 6leo. Segundo Russell (1999), experimentos em ratos e casos de envenenamento
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humano indicam que o OEM pode apresentar toxicidade. A dose letal mediana em
ratos varia entre 1,9 e 2,6 mL/kg.

Alguns estudos como os de Proenga (2020), Carson et al. (2006), Song et al.
(2022) mostram a eficacia do 6leo essencial de melaleuca em embalagens ativas,
sendo o OEM ativo contra as bactérias gram-positivas, gram-negativas, bacilos acidos
resistentes, leveduras e fungos. Yang et al. (2022) desenvolveram filmes de
bicamadas a base de alginato de sédio e nanoemulsdo de OEM incorporados com
dioxido de titanio, avaliando seus efeitos anticorrosivos, na conservacgao pés-colheita
de bananas. Os resultados demonstraram uma melhora na qualidade e manutengao
do frescor das bananas, sendo observado que a incorporagédo do 6leo essencial de
melaleuca contribuiu significativamente para o aprimoramento das propriedades
antifungicas e antioxidantes dos filmes.

Sathiyaseelan et al. (2021) investigaram a aplicagcdo do OEM na conservagao
de pimentdes vermelhos, demonstrando satisfatéria atividade antioxidante e
antimicrobiana. Os autores relataram a inibicdo do crescimento de microrganismos
nas bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e nos fungos Aspergillus niger
e Penicillium sp. A aplicacdo do OEM reduziu a carga microbiana, com diminuigdes
de aproximadamente 100 UFC/g a 1000 UFC/g, durante o periodo de armazenamento,
em comparagao com o controle. Ademais, observaram maior retencdo de compostos
fendlicos e atividade antioxidante nos pimentbes tratados, indicando menor
degradagao dos alimentos. Esses efeitos refletiram nos parametros de qualidade,
como cor, resisténcia mecanica e frescor, evidenciando o potencial do OEM como
agente natural, para a extensao da vida util de produtos alimenticios.

No estudo de Liu et al. (2023) compdsitos a base de soja com nandxido de zinco
e Oleo essencial de melaleuca foram estudados, obtendo-se melhoria nos resultados
através das analises antibacterianas, para cepas bacterianas Gram-positivas (S.
aureus) e Gram-negativas (E. coli), mostrando a eficiéncia da incorporagédo do OEM
nas embalagens ativas. Os autores observaram a formagao de zonas de inibigao
variando entre 8 a 14 mm para S. aureus e 7 a 12 mm para E. coli. O menor tamanho
da zona de inibigdo ao redor dos discos das amostras foi devido a baixa concentragao
de 6leo essencial de melaleuca nos filmes. A concentracdo de OEM aplicada aos
filmes foi de 0,5 % e 2% m/m, sendo que o aumento da concentragao resultou em

uma maior atividade antibacteriana. No entanto, mesmo nas maiores concentragdes
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de OEM, as zonas de inibicao foram consideradas moderadas, o que foi atribuido a
limitada difusdo do OE a partir da matriz polimérica. Adicionalmente, verificou-se que
as amostras contendo soja soluvel, nandxido de zinco e 6leo essencial de melaleuca
exibiram maior atividade antibacteriana do que filmes formados somente por soja
soluvel. Esses resultados confirmam o potencial desses filmes para aplicagédo em
embalagens ativas, contribuindo para a conservagao de alimentos. Roy e Rhim (2021),
desenvolveram um filme com agar, éleo essencial de melaleuca e nanoparticulas de
sulfeto de zinco, obtendo resultados significativos nas propriedades mecénicas e

térmicas devido a adicao do OEM.

2.4 FILMES POLIMERICOS DE AMIDO COM OLEO ESSENCIAL DE
MELALEUCA

Filmes poliméricos formados por amido e 6leo essencial sdo uma alternativa
para substituicdo de materiais sintéticos e uso em embalagens ativas, possuindo
propriedades antioxidantes e antibacterianas (Perdana, 2021; Roy et al., 2021; Song
et al., 2022). Os filmes poliméricos contendo 6leo essencial de melaleuca apresentam
adequadas propriedades antioxidantes, devido a presenga dos grupos fendlicos
bioativos, podendo atuar como doadores de elétrons ou atomos de hidrogénio para
eliminar os radicais livres. Dentre os componentes quimicos presentes no OEM,
destacam-se terpinen-4-ol, y-terpineno, a-terpineno, pelas atividades bioativas (Roy;
Rhim, 2021).

Além disso, um dos desafios das embalagens ativas € o controle da migragao
desses componentes ativos volateis, como os 6leos essenciais. Em muitos casos, as
taxas de liberacdo desses componentes ativos sao muito altas, comprometendo a sua
funcdo na embalagem (Almeida et al., 2020; Alves, 2018; Graebin, 2022; Souza et al.,
2022). Souza et al. (2020) desenvolveram e caracterizaram um sistema hibrido a base
de amido termoplastico, 6leo essencial de carvacrol e argila montmorilonita. Nesse
estudo, o 6leo essencial de carvacrol foi responsavel pela atividade antimicrobiana,
enquanto a argila atuou como reforco estrutural e agente de melhoria das
propriedades de barreira. Os filmes possuem grande potencial para serem utilizados
em embalagens alimenticias, como aquelas destinadas a frutas e vegetais, devido a
combinagado de propriedades mecanicas, efeito antimicrobiano e maior estabilidade

do material.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O amido de milho usado é da marca Adicel Industria e Comércio LTDA (Belo
Horizonte), com teor de umidade de 12% e o pH variando entre 4,5 e 5,5. O
polissorbato 80 (tween 80) foi adquirido da empresa ACS Cientifica (Sumaré — SP),
atuando como surfactante hidrofilico. Os plastificantes usados foram o glicerol e o
sorbitol. O glicerol P.A. foi adquirido da Exodo Cientifica (S0 Paulo) e o sorbitol da
Fillovita Web Store (Sao Paulo).

O odleo essencial de melaleuca foi adquirido do TERRA (Barueri — SP). A
extracao do 6leo essencial foi realizada por destilagao a vapor, a partir das folhas da
planta. O d6leo essencial foi analisado pelo fornecedor por meio de cromatografia
gasosa, espectrometria de massas (GC-MS). Os principais componentes quimicos

presentes no OEM s&o: terpinen-4-ol, y-terpineno, a-terpineno (Tabela 1).

Tabela 1 — Composic¢ao quimica do 6leo essencial melaleuca por cromatografia

Componentes Concentracgao (%)
terpinen-4-ol 42,07
y-terpineno 18,65
a-terpineno 10,18
1,8-cineol 2,46
p-cimeno 2,06
Outros 23,25

Fonte: Adaptado da doTERRA (2023).

O terpinen-4-ol, principal composto na formulacdo do 6leo essencial de
melaleuca, esta associado com a propriedade antibacteriana. O mecanismo
antimicrobiano do OEM resulta em interagdes complexas entre seus diferentes
componentes (Silveira et al., 2019). O terpinen-4-ol atua desestabilizando a
membrana celular de microrganismos, com concentragdes inibitérias minimas
variando de 0,125 e 2%, apresentando forte atividade antimicrobiana. O terpinen-4-ol,
y-terpineno, a-terpineno e 1,8-cineol sao responsaveis pelas propriedades funcionais
observadas em filmes de amido incorporados com 6leo essencial. Além disso, devido
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a natureza hidrofébica dos terpenos, observa-se uma melhoria nas propriedades de
umidade dos filmes. Por outro lado, esses compostos também atuam como
plastificantes naturais, reduzindo a resisténcia mecanica e aumentando a flexibilidade

dos filmes (Hammer et al., 2012).

3.2 METODOS

A metodologia € dividida em trés etapas: inicialmente, foi realizada a
caracterizacao do 6leo essencial de melaleuca, para determinacdo da concentragao
minima inibitdria e da concentragdo maxima bactericida. A partir dos resultados da
primeira etapa, foram selecionadas concentragdes para a preparagcdo dos filmes,
utilizando dois métodos distintos, o de cisalhamento (A) e o com surfactante (B). Na
ultima etapa, foi realizada a caracterizagao dos filmes preparados pelas metodologias

A e B. A Figura 6 representa as etapas das metodologias.

Figura 6 — Esquema representativo das etapas envolvidas para a caracterizagao do 6leo essencial e

amido de milho e para a preparagao e caracterizagao dos filmes
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3.2.1 Caracterizacao do 6leo essencial de melaleuca: concentragdo minima

inibitéria (CIM) e concentragdao minima bactericida (CBM)

As analises foram realizadas pelo Centro de Laboratério Regional IAL Santo
André (Sao Paulo). Os materiais isolados sao avaliados em relagcéo a suscetibilidade
através da diluicdo de caldo modificado, seguindo as diretrizes descritas no
documento Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) MO7-M10 de 2022. Os
testes realizados atendem as especificagcdes da 322 edigdo do M100 do Instituto de
Padrdes Clinicos e Laboratoriais, Wayne, PA, para as analises de suscetibilidade
antimicrobiana.

Os testes de CBM e CIM foram aplicados em microplacas contendo 96 pocos
de fundo plano, através do método de diluicdo seriada. Foi preenchido, em cada poc¢o,
o volume de 100 yL de Caldo Mueller Hinton (KASVI), contendo 20% de surfactante
Polissorbato (tween® 20, da Sigma Aldrich). No primeiro pogo foram colocados 200
ML de 6leo essencial. Da mesma maneira, foram despejados 100 yL desse volume e
transferidos para o segundo pogo, e assim, sucessivamente até o décimo segundo
poco. Em seguida, 100 pyL da suspensao de cada bactéria isolada foram colocadas

em cada pocgo, conforme Tabela 2.
Tabela 2 — Concentragdo do OEM em cada pogo para determinagao de CIM e CBM

Numero do pogo Concentragao de OEM (%v/v)

100
50
25

12,5

6,25
3,125
1,56
0,78
0,39
0,195
0,097
12 0,0488

© 00 N O o A W DN -

-
= O

Fonte: Adaptado do Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (2024).
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A incubacao das placas ocorreu na temperatura de 37 °C durante 24 h. A CIM
€ determinada como a menor concentracdo na qual ndo se observa crescimento
visivel da bactéria, sendo identificada no ultimo po¢o da série de diluicbes que
permanece limpido. Foram usadas solugdes de bacterianas de Salmonella enterica
subsp. Enterica serovar Choleraesuis (ATCC 10708), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Escherichia coli (ATCC 11229). Esse teste foi realizado em duplicata e em
dias distintos. Para a Salmonella o teste foi realizado no final de julho e repetido no
inicio de agosto, para Escherichia coli e Staphylococcus foi feito no inicio de agosto e

repetido no final de agosto.

3.2.2 Caracterizacao do teor de amilose do amido

As analises do teor de amilose do amido de milho foram realizadas no Instituto
Federal do Rio Grande do Sul, Campus Farroupilha, no equipamento T80+ UV/VIS
Spectrometer PG Instruments Ltd.

A caracterizagao foi baseada em Avaro et al. (2011). Foram colocados 100 mg
de amido de milho em um tubo de falcon. Adicionou-se 1 mL de etanol 95% e 9 mL
de NaOH 1M. Essa solucgao foi levada ao banho de agua fervente por 10 min. O falcon
foi removido do banho e colocado para esfriar por 10 minutos. Essa solugao foi
transferida para um baldao de 100 mL e completou-se o volume para 100 mL. Apds,
5 mL dessa solugao foi transferida para um baldo de 100 mL, onde foi adicionado
1 mL de HCI 1M e 2 mL de iodine (2 g de iodo e 20 g de iodeto de potassio por litro),
mais agua destilada para completar o volume. As leituras em espectrofotdmetro foram
realizadas na faixa de 620 nm. A solugcédo de 1 mL de HCI 1 M com 2 mL de solugao

de iodine mais agua foi usada como padréo.

3.2.3 Preparagao dos filmes

Neste estudo, foram produzidos filmes poliméricos de amido de milho utilizando
duas metodologias distintas para a incorporagao do éleo essencial de melaleuca, sem
e com a utilizacdo do surfactante tween 80. A Tabela 3 apresenta a denominacgao e
os percentuais usados de amido de milho, dleo essencial de melaleuca, tween 80,
glicerol e sorbitol.
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Tabela 3 — Denominagdo e composi¢ao das formulagbes dos filmes estudados

Amostra Amido de OEM Tween Glicerol Sorbitol
milho (% em (% em (% em (% em
(gramas) massa)* massa)* massa)* massa)*
FA_MetA OEO 10 -- -- 19 19
FA_MetA OE2 10 2 -- 19 19
FA_MetA OE4 10 4 -- 19 19
FA_MetB_OEO 10 -- -- 19 19
FA_MetB_tw_OE2 10 2 0,6 19 19
FA_ MetB_tw_OE4 10 4 1,3 19 19

*em base seca de amido.

A metodologia A foi feita a partir da inclusdo de uma etapa de moagem do
amido, cujo filme padrao foi denominado FA_MetA OEO. No filme com adigéo do 6leo
essencial de melaleuca na concentracdo de 2% em massa foi usada a sigla
FA_MetA OE2. Ja nofilme com a sigla FA_MetA OE4 foi utilizada uma concentragao
de 4% em massa do Oleo essencial de melaleuca. Em contrapartida, na metodologia
B foi usado o surfactante tween 80. O filme controle, usando apenas o amido de milho,
foi denominado FA_MetB_OEO. O filme FA_MetB tw_OE2 contém tween e 2% do OE
em massa e o filme FA_MetB _tw_OE4 contém 4% do 6leo essencial de melaleuca
em massa e tween.

O teor de 4% em massa, de 6leo essencial foi usado em fungédo do teor do
limite do 6leo na amostra. Conforme mostra a Figura 7, na concentragao de 6% em
massa, de dleo essencial de melaleuca (calculado em base seca de amido), o filme
apresentou rachaduras e tornou-se quebradico. De acordo com estudos de Song et
al. (2018), foi utilizado 2% em massa, de 6leo essencial de limédo e surfactantes. A
quantidade em massa de tween 80 foi usada na proporg¢ao de 1:3, em relacdo a
quantidade de 6leo essencial, adaptado dos estudos de Souza et al. (2020) e Liu et
al. (2023).
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Figura 7 — Imagem ilustrativa de um filme produzido no teor de 6% do 6leo de melaleuca estudado

(calculado em base seca de amido)

3.2.3.1 Preparacao dos filmes usando a metodologia A

Para o desenvolvimento do flme FA_MetA OEO, pesou-se 10,1 g de amido de
milho, que permaneceu no moedor (Perfect Coffe — Philco de 170 W) até atingir 50 °C.
Esse moedor é equipado com laminas potentes que garantem uma trituragao uniforme
dos graos. A temperatura foi monitorada com um termémetro digital a laser (GM 320
- Zyhum). Essa mistura foi adicionada em 250 mL de agua deionizada e aquecida até
80 °C em chapa de aquecimento (Cama 5 - Centauro), sob agitacdo manual e
constante para a gelatinizacdo do amido, durante 10 min. Posteriormente, foram
adicionados os plastificantes, 19% em massa de glicerol e 19% em massa de sorbitol,
baseados nos estudos de Mulhen (2023) e Blume et al. (2023), sendo mantida a
suspensao a 85 °C por 5 min. A temperatura foi controlada com um termdémetro (5003
— Incoterm). As amostras foram submetidas a banho de ultrassom (SSBu 10L -
Solidsteel) para remover bolhas. Apds, foi vertido 30 mL da mistura nas placas de petri
de poliestireno (90 x 15 mm), e as amostras foram secas em estufa (Lucadema - SP),
durante 24 h a 35 °C. Apos os filmes foram envolvidos com papel manteiga e
armazenados em um local protegido da luz.

As formulagbes FA_MetA OE2 e FA_MetA OE4 (metodologia A) foram
preparadas de acordo com o esquema apresentado na Figura 8. O amido de milho foi
pesado e moido no moedor (Perfect Coffe - Philco) até atingir 50 °C. A temperatura
foi monitorada com um termémetro digital a laser (GM 320 - Zyhum). Apds, foi
adicionado o oleo essencial de melaleuca no moedor, gota por gota, até completa
homogeneizagdo com o amido. Essa mistura foi adicionada em 250 mL de agua

deionizada e aquecida até 80 °C na chapa de aquecimento (cama 5 - Centauro), sob
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agitacado constante para a gelatinizacdo do amido, durante 10 min. Posteriormente,
foram adicionados os plastificantes, 19% em massa de glicerol e 19% em massa de
sorbitol, a 85 °C e 5 min. A temperatura foi controlada com um termémetro (5003 —
Incoterm). As amostras foram colocadas no banho de ultrassom por 10 min (SSBu
10L - Solidsteel). Depois, foi transferido 30 mL da mistura na placa de petri de
poliestireno (90 x 15 mm), e a secagem ocorreu em estufa (Lucadem - SP), durante
24 h a 35 °C. Apos os filmes foram envolvidos com papel manteiga e armazenados

em um local protegido da luz.

Figura 8— Fluxograma da preparacao do filme utilizando a metodologia A

4

3.2.3.2 Preparagao dos filmes usando a metodologia B

A preparagao dos filmes de amido usando a metodologia B foi realizada pelo
método de casting, adaptado de Muhlen (2023), Souza et al. (2013), Souza et al. (2020)
e Jha (2021).

Na formulagdo FA_MetB_OEDQO, utilizou-se 10,1 g de amido de milho em 250 mL
de agua deionizada, na chapa de aquecimento (Cama 5 - Centauro), sob agitagéo
constante por 10 min em torno de 80 °C. A temperatura foi controlada com um

termdédmetro (5003 — Incoterm). Adicionou-se um total de 38% em massa dos dois
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plastificantes, 19% em massa de glicerol e 19% em massa de sorbitol, em base seca
de amido, na proporcédo de 1:1, sob agitagcdo a 85 °C durante 5 min. As amostras
foram submetidas no banho de ultrassom (SSBu 10L - Solidsteel), para remover
bolhas. Apds, 30 mL da suspenséo foi vertida nas placas de petri de poliestireno (90
x 15 mm), e realizada a secagem na estufa (Lucadem - SP), por 24 h numa
temperatura de 35° C. Apds os filmes foram envolvidos com papel manteiga e
armazenados em um local protegido da luz.

Para os filmes contendo O6leos essencial, FA MetB tw OE2 e
FA MetB_tw_OE4 a suspensdo acima preparada (amido com agua e plastificantes),
permaneceu em agitacdo até atingir 60 °C, conforme apresentado na Figura 9. A
temperatura foi controlada com um termémetro (5003 — Incoterm). Enquanto isso,
20 mL de agua e tween foram misturados até completa homogeneizagdo em um
agitador mecanico (713D — Fisatom), por 20 min. Posteriormente foi incorporado 6leo
essencial, na proporgéo de 1:3 (tween:6leo essencial), no agitador mecanico por
65 min. A mistura foi vertida vagarosamente, a suspensao preparada anteriormente.
Utilizou-se 2% de 6leo essencial em massa para FA_MetB _tw _OE2 e 4% do OE para

FA_MetB_tw_OE4, calculado em base seca de amido.

Figura 9 - Fluxograma da preparagéo do filme utilizando a metodologia B
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3.2.4 Caracterizagao dos filmes

3.2.4.1 Espessura e aspecto visual

A espessura dos filmes foi medida com auxilio do micrébmetro analégico Cosa
de 0 — 25 mm, em cinco pontos diferentes. A medigao foi feita em triplicata, em varios
pontos diferentes de cada amostra, e a média com desvio padrao foi apresentada
(Blume et al., 2023).

3.2.4.2 Teor de umidade

O teste de umidade foi realizado de acordo com Hazrati et al. (2021), em
triplicata. As amostras foram pesadas, secas na estufa do tipo secador de bandejas
(Lucadema - SP), em 105 °C durante 24 h, e depois pesadas novamente. O teor de
umidade foi calculado de acordo com a equagao 1 para a amostra de amido pura
(matéria-prima) e para os filmes produzidos, onde w; corresponde a massa inicial e wr

a massa final.

Umidade (%)= S x

100 (1)

3.2.4.3 Absorgéao de agua

Em triplicata, as amostras secas foram cortadas em um tamanho de 10 mm x
10 mm e pesadas (w;). Apds, foram imersas em agua durante 24 h. O excesso de
agua foi retirado com um papel toalha e as amostras foram pesadas novamente (wyr)

(Sanhawong et al., 2017).

Absorgao de agua = ~—x 100 (2)

3.2.4.4 Solubilidade em agua

O teste de solubilidade de agua (Ws) foi realizado em base no trabalho de Liu
et al. (2023). As amostras secas foram cortadas em um tamanho de 20 mm x 20 mm
e pesadas (w;). Foram imersas numa quantidade de 50 mL de agua deionizada por
3 ha25°C e depois as amostras foram secas na estufa a 105 °C até massa constante
(ws), de acordo com a equagéo 3:

Wws = 2% % 100 (3)

wi
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3.2.4.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada no equipamento da Perkin Elmer
(EUA), usando 10 mg de cada amostra, sob taxa de aquecimento de 10 °C/min, na
faixa de 30 °C a 800 °C, em fluxo de nitrogénio a 50 mL/min (Muhlen, 2023).

3.2.4.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR (Perkin Elmer Frontier, EUA) foi realizada pela técnica de
refletancia total atenuada (ATR). Os espectros analisados estavam na faixa de uma
regido de 4000 a 500 cm', numa resolugéo de 4 cm™' e 16 varreduras (Bohnenberger,

2024). Foi realizado analise em trés pontos diferentes para cada amostra em triplicata.

3.2.4.7 Caracterizagao microbiolégica

A andlise antimicrobiana dos filmes com 6leo essencial de melaleuca contra
Salmonella enterica, Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi determinada pelo
Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (Santo André — SP), por meio do
teste de difusdo em disco. A suspensao das cepas padrao bacterianas isoladas foi
preparada com turbidez padrao de 0,5 de McFarland, em uma concentragao padréo
de 1,5 x 108 UFC/mL (unidades formadoras de col6nia por mililitro). Essas cepas
foram utilizadas para contaminar placas com agar Mueller-Hinton (KASVI). As
amostras dos filmes que apresentavam didmetros de 10 mm, foram adicionadas nas

placas, inoculadas e incubadas em estufa a 37 °C por 24 h.

3.2.4.8 Analise estatistica

O teste de Analise de Variancia (ANOVA) de um fator, com nivel de confianca
de 95% e nivel de significancia de 0,05, foi aplicado para verificar diferengas
significativas entre as médias das amostras de todos os grupos, ao mesmo tempo, ou
seja, pode-se comparar as duas metodologias estudadas. Adicionalmente, o teste de
Tukey foi realizado para identificar quais amostras apresentaram diferengas
estatisticas entre si. Os testes estatisticos foram conduzidos utilizando o software Past
4.03. As analises foram realizadas para os ensaios de espessura, umidade, absor¢ao
de agua e solubilidade. As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Para médias estatisticamente iguais, foram utilizadas

letras semelhantes.
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4 APRESENTAGAO E ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo do oleo essencial de melaleuca: concentragdo minima inibitéria
(CIM) e concentragao bactericida minima (CBM)

A analise da CIM e CBM no 06leo essencial de melaleuca foi de extrema
importancia para determinar a quantidade necessaria na formulacao dos filmes. A
partir dos resultados apresentados na Tabela 4, verifica-se que o 6leo essencial de
melaleuca é eficaz para os microorganismos de E. coli e Salmonella. Para a bactéria
Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Choleraesuis ATCC 10708, o d6leo
apresentou 0,39% de CIM e 0,78% de CBM, o valor da CIM foi de 0,39% e o valor da
CBM foi de 0,78% para a bactéria Escherichia coli ATCC 11229. Entretanto, na analise
realizada do OEM para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538, n&o inibiu para
CIM e CBM.

Tabela 4 — CIM e CBM do 6leo essencial de melaleuca com as bactérias Salmonella, E. coli e S. aureus
Bactéria CIM (%) CBM (%)

Salmonella enterica subsp. Enterica serovar

0,39 0,78
Choleraesuis ATCC 10708
Escherichia coli ATCC 11229 0,39 0,78
Staphylococcus aureus ATCC 6538 N&o inibiu  N&o inibiu

Os resultados obtidos para a concentracdo minima inibitéria e bactericida
minima do 6leo essencial de melaleuca estdo de acordo com a literatura, que reporta
valores entre 0,25% e 1,5% para cepas de Escherichia coli (Gioppo et al. 2019) e
valores de 0,44% a 0,53% par CIM e 0,96% a 1,10% para CBM (Werle et al., 2022).
Entretanto, os filmes de amido de milho incorporados de 2 e 4% do OEM néo
apresentaram atividade antimicrobiana. Esse comportamento pode ser explicado pela
limitacdo da difusdo do dleo essencial na matriz polimérica, aprisionando o OE no
polimero causando diminui¢ao na atividade antimicrobiana e a perda de volatilizagao
do OE durante o processo.

As Figuras 10 a 12 apresentam os resultados dos ensaios em duplicata, para
a CIM e CBM do 6leo de melaleuca para Salmonella, E. coli e Staphylococcus aureus,

respectivamente. A CIM se trata do pogo com a menor concentracido que inibe o
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desenvolvimento da bactéria, por outro lado, a CBM ¢é o pogo que se refere a menor

concentragao que é capaz de eliminar completamente a bactéria.

Figura 10 — CIM e CBM do 6leo melaleuca para Salmonella

Fonte: Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (2024).

Figura 11 — CIM e CBM do 6leo melaleuca para E. coli

f
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Fonte: Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (2024).

Figura 12 — CIM e CBM do 6leo melaleuca para Staphylococcus aureus

Fonte: Centro de Laboratério Regional IAL Santo André (2024).
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4.2 Caracterizacao do teor de amilose

Os valores do teor de amilose sao reportados na Tabela 5. A média para o teor
da amilose nas amostras de amido de milho foi de 35,46% * 0,30. Conforme o estudo
de Avaro et al. (2011), um alto teor é reportado para valores acima de 25% de amilose.
No estudo de Perez; Agama-Acevedo (2017), o teor de amilose varia entre 25 a 30%
nos amidos normais. O teor de amilose obtido nas amostras mostrou-se adequado
para aplicagdo em filmes destinados a embalagens ativas, uma vez que influencia
diretamente em suas propriedades. De acordo com Cano et al. (2014), filmes com
maior quantidade de amilose apresentam maior rigidez, maior resisténcia a fratura e
menor extensibilidade. Em concordancia com Myllarinen et al. (2002), os filmes com
maior teor de amilose mostraram-se mais estaveis em agua, demonstrando maior
resisténcia a hidrélise, enquanto as amostras contendo maior quantidade de

amilopectina foram completamente hidrolisados.

Tabela 5 — Teor de amilose

Amostra Teor de amilose (%)
1 35,8
2 35,2
3 35,4

4.3 Caracterizagao dos filmes
4.3.1 Espessura e aspecto visual

A Tabela 6 apresenta os resultados da espessura para as amostras estudadas,
e os valores reportados ficaram na faixa entre 0,15 mm e 0,20 mm. De acordo com a
analise estatistica realizada, a incorporacédo de OE nao afetou de modo significativo o
resultado das espessuras dos filmes.

Nos estudos de Blume et al. (2023), a espessura dos filmes variou entre
0,115 mm e 0,127 mm. Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de
Muhlen (2023), obtendo uma variagao de 0,13 mm para 0,17 mm, e no de Wang et al.
(2023) a espessura foi de 0,10 a 0,18 mm. Os resultados obtidos para os filmes
produzidos estdo em concordancia com a faixa de valores reportada na literatura para

materiais similares.
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Tabela 6 — Espessura dos filmes

Filmes Espessura (mm)
FA_MetA OEO 0,15+ 0,012
FA_MetA_OE2 0,17 £ 0,012
FA_MetA_OE4 0,17 £ 0,022
FA_MetB_OEO 0,19 + 0,012

FA MetB_tw_OE2 0,18 + 0,022
FA_MetB_tw_OE4 0,20 £0,01°

*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa entre si (Teste de Tukey,
p<0,05).

A transparéncia e o aspecto visual dos filmes foram avaliados qualitativamente
por meio da visualizagcao de um padrao de texto posicionado ao fundo das amostras,
permitindo observar a nitidez, homogeneidade e opacidade dos filmes, de acordo com
as Figura 13 e 14 (ASTM D1003, 2013). Observa-se que as amostras apresentam
aspecto homogéneo e transparente, e foram observadas pequenas diferengas entre
os filmes comparando-se as duas metodologias.

Nos filmes da metodologia A (Figura 13), a amostra do filme FA_MetA OEO
apresentou um aspecto compacto, superficie mais lisa, homogéneo, moderadamente
turvo, maior flexibilidade e menor espessura. A amostra FA_MetA_ OE2 demonstrou
caracteristicas visuais mais nitidas, homogéneas, com aspecto mais claro e mais
transparente em comparagao com as demais amostras. O filme FA_MetA OE4 obteve
um aspecto visual homogéneo, menos transparente e mais opaco.

Em contrapartida, os filmes produzidos pela metodologia B (Figura 14),
exibiram maior opacidade, e maior espessura. A amostra FA_MetB_OEO apresentou
um aspecto mais turvo, homogéneo e com uma menor transparéncia. Ja o filme
FA MetB tw_OE2 obteve a maior transparéncia dessa metodologia, além de
homogéneo e mais claro. O filme FA MetB tw_OE4 nao apresentou total
homogeneidade em todas as partes da amostra, apresentando pontos mais claros e
transparentes e outros, mais turvos e opacos. Nas amostras contendo 6leo essencial
de melaleuca o cheiro do OE é caracteristico. A cor e a transparéncia dos filmes
usados em embalagens alimenticias desempenham um papel importante na aceitagao
da embalagem pelos consumidores (Mendes et al., 2020). No estudo de Cai et al.
(2020), a adicao de oleo essencial de tomilho reduziu, de maneira significativa a
transparéncia dos filmes de amido.



Figura 13 — Aspecto visual dos filmes na metodologia A

Figura 14 — Aspecto visual dos filmes na metodologia B
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4.3.2 Teor de umidade

O teor de umidade obtido para o amido de milho foi de 12%. No estudo de
Mulhen (2023), os resultados da umidade do filme com amido de milho foram de ~15%.
Nesse estudo, os valores médios obtidos para a umidade dos filmes variou entre 15,35
a 18,21%, conforme resultados apresentados na Figura 15.

A amostra FA_MetA OE4 apresentou o menor valor médio percentual de
15,35%, enquanto o filme FA_MetA OEO obteve maior teor de umidade, com valor
médio de 18,21%. Para a metodologia B, os valores médios para os trés filmes
estudados foram de 16%, mas o filme FA_MetB_tw_OE4 apresentou um menor teor
de umidade, com pouca diferenga, ndo apresentando impacto significativo. Isso,
devido a concentracdo do tween, que foi suficiente para estabilizar a emulsdo, mas
insuficiente para modificar a umidade em termos significativos. No entanto, fazendo a
analise estatistica, os resultados ndo apresentam diferengas significativas entre si,
considerando p < 0,05 (teste de Tukey).

Comparando as duas metodologias, a técnica A apresentou uma tendéncia de
reducdo no teor de umidade com o aumento do percentual de 6leo essencial na
amostra. Conforme Martins et al. (2021), a incorporacao do 6leo essencial nos filmes
aumenta a propriedade hidrofébica da matriz polimérica.

No trabalho de Song et al. (2022), foi utilizado quitosana, solvente eutético, éleo
essencial de melaleuca e acido citrico. Semelhante com a metodologia A, no intuito
de desenvolver um filme sem adi¢ao de surfactante, os autores obtiveram filmes com
menor percentual de umidade a medida que se aumentava a concentragao de 6leo
essencial nas amostras.

Em contrapartida, os resultados encontrados na metodologia B ndo alcangaram
diferencga significativa com a incorporacao do 6leo essencial. Equivalente ao estudo
de Bharti et al. (2021), onde o valor do teor de umidade n&o revelou diminui¢cao
significativa com o aumento de concentracdo do dleo essencial. Esses resultados
podem ser atribuidos a reducdo do carater hidrofilico da matriz polimérica apds a
incorporagcao do Oleo essencial, pelos compostos presentes e os grupos hidroxila,
reduzindo a disponibilidade dos grupos hidroxila para a interagdo das moléculas de
agua, gerando em filmes mais hidrofébicos, mais resistentes a agua. Por apresentar
natureza predominantemente apolar, o 6leo essencial contribui para o aumento da

hidrofobicidade do filme, além de interagir com os grupos hidroxila do amido por meio



42

de interagbes intermoleculares, diminuindo a disponibilidade desses grupos para a
formacao de ligagbes de hidrogénio com moléculas de agua.

Como consequéncia, observa-se menor afinidade por agua e maior resisténcia
a umidade. Ademais, o método de incorporacao pode influenciar esse comportamento,
uma vez que a presenca de tween, por seu carater anfifilico e hidrofilico, pode
aumentar a retengao de agua na matriz ou favorecer maior dispersao do 6leo na fase
aquosa, alterando o equilibrio entre as regides hidrofébicas e hidrofilicas do filme. A
composicao e a forma de incorporacdo dos componentes apresentam papel
determinante nas propriedades de interagao com a agua.

Na metodologia A, a auséncia do surfactante favorece maior predominancia
das interacbes hidrofobicas no sistema, uma vez que o Oleo essencial tende a
apresentar menor afinidade com a fase aquosa da matriz polimérica. Como
consequéncia, pode ocorrer menor retencdo de agua, possivelmente associada
também a uma dispersdo menos homogénea do 6leo essencial, 0 que pode resultar
em uma matriz menos capaz de reter moléculas de agua. Além disso, a menor
interagédo entre os componentes pode levar a formagao de regides mais hidrofébicas,
contribuindo para a redugao do teor de umidade dos filmes (Hafsa et al., 2016).

Por outro lado, na metodologia B, a presenca do surfactante tween atua
reduzindo a tenséo interfacial das fases, favorecendo a formacéao de emulsdes mais
estaveis. Esse efeito contribui para uma melhor dispersédo do 6leo essencial na matriz
aquosa e aumenta a interagdo com a agua, resultando em maior retencéo de umidade
nos filmes. Ademais, a presenca do surfactante pode intensificar a capacidade de
ligacdo da agua por meio de interagdes intermoleculares, justificando os maiores
teores de umidade observados (Hafsa et al., 2016).

Na literatura o teor de umidade dos filmes varia de uma faixa proximo a
observada neste estudo. Song et al. (2022), relataram valor de 14,87%, enquanto
Bhatia et al. (2025) encontraram teores de 16 e 21%. De modo semelhante, Muhlen
(2023) reportou valores entre 14 e 16%. Esses resultados demonstram que os teores
de umidade obtidos para os filmes produzidos pelas duas metodologias testadas neste

trabalho estdao em concordancia com os dados descritos na literatura.
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Figura 15 — Umidade dos filmes preparados a partir da (a) metodologia A e (b) metodologia B
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*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa entre si (Teste de Tukey,
p<0,05).

4.3.3 Absorcgao de agua

O estudo da absorgéo de agua tem sua importancia pois afeta as propriedades
de barreira, as propriedades mecanicas e a resisténcia bacteriana das amostras
(Sanhawong et al., 2017). Analisando os dados obtidos na Figura 16, o filme
FA_MetA OE4 apresentou o melhor resultado no teste de absorgao de agua (52,20%),
indicando que o filme com o maior percentual de dleo essencial, nesse método,
apresenta menor probabilidade de penetragdo a agua, pelo fato do flme com maior
concentracdo de 6leo essencial repelir a agua em razao da polaridade. Segundo

Martins et al. (2021), a incorporagao de 6leo essencial aumenta a hidrofobia da matriz
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polimérica dos filmes. Esse resultado justifica-se pelo fato de que os compostos
hidrofébicos do dleo se dispersam no filme, criando barreiras dificultando a passagem
de agua, diminuindo assim a interagao das moléculas de agua e os grupos hidrofilicos
do amido, obtendo uma menor absor¢ao de agua (Ardjoum et al., 2023).

Figura 16 — Absorgéo de agua para os filmes preparados a partir da (a) metodologia A e (b)

metodologia B
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*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenga significativa entre si (Teste de Tukey,
p<0,05).

O filme FA_MetB_OEOQ absorveu mais agua (77,47%). Esse resultado justifica-
se pela formulagao do filme branco, com auséncia de 6leo essencial, tornando-se mais

polar, atraindo assim as moléculas de agua para o filme. De acordo com a literatura,
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os filmes contendo 6leo essencial absorvem menos quantidade de agua (Martins et al.
2021), ou seja, o aumento da quantidade de concentragdo de Oleo essencial de
melaleuca nas amostras reduzem indices de inchaco nos filmes (Liu et al., 2020).

A analise estatistica mostra que os melhores resultados foram observados para
os filmes na metodologia A, contendo 6leo essencial, que apresentaram valores
significativamente menores que a amostra controle (FA_MetB_OEO) preparada com

o surfactante tween 80.

4.3.4 Solubilidade em agua

Com a finalidade de embalar alimentos com alta taxa de umidade, recomenda-
se embalagens com baixa solubilidade em agua, a fim de que a embalagem proteja o
alimento e n&do se degrade em meio aquoso (Martins et al., 2021). A Figura 17

apresenta os resultados da solubilidade em agua dos filmes estudados.

Figura 17 — Solubilidade para os filmes preparados a partir da (a) metodologia A e (b) metodologia B
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*Amostras com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa entre si (Teste de Tukey,
p<0,05).
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Os dados obtidos experimentalmente variaram de 18,9% a 25%. Os filmes
desenvolvidos por Mulhen (2023) apresentaram valores de solubilidade em agua de
30%, ou seja, os filmes produzidos neste estudo apresentam resultados satisfatorios
de solubilidade. O filme FA MetA OE4, possuindo 4% de OEM preparado na
metodologia A, resultou no menor valor médio de solubilidade em agua, de ~ 18,9%,
apresentando reducdo significativa em relacdo aos filmes FA_MetB OEO e
FA_MetB_tw_OEZ2, que apresentaram valores médios de solubilidade em agua de ~
25%. O filme FA_MetB_tw_OE4 apresentou menor percentual na metodologia B, com
23,3%. Esses resultados justificam-se pela alteragcdo da hidrofilicidade do filme, por
ser apolar o 6leo essencial é praticamente insoluvel em agua, e quando incorporado
no filme ele tem a capacidade de repelir a agua, diminuindo o percentual de

solubilidade da amostra.

4.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

Na analise termogravimeétrica, as curvas indicam a perda de massa da amostra
em relagéo as temperaturas de degradacéao (Song et al., 2022). A Figura 18 apresenta
os resultados obtidos na analise termogravimétrica para os filmes produzidos a partir
da metodologia A (a) e metodologia B (b).

O primeiro evento de perda de massa aconteceu por volta dos 100 °C, devido
a evaporagao de agua e componentes volateis. De acordo com Roy e Rhim (2021), a
primeira alteragcdo de massa observa-se entre 60 °C e 120 °C devido a evaporagao
da umidade absorvida.

A perda de massa do filme em torno de 150 °C explica-se pela evaporacao do
oleo essencial de melaleuca nas amostras das duas metodologias. Song et al. (2022),
atribuiu essa perda a volatilizacdo do 6leo essencial de melaleuca e pela vaporizagao
da umidade nas amostras. No estudo de Roy e Rhim (2021), a degradagao dos
plastificantes ocorreu em torno de 240 °C a 260 °C.

Um evento de perda de massa ocorreu em torno de 270 °C e 370 °C, pela
degradagao da cadeia principal do polimero (Xiao et al. 2022), e em torno de 800 °C
ocorreu a degradacao de todo o material analisado. Em geral, os filmes apresentaram
estabilidade térmica adequada, semelhante aos resultados do estudo de Soni et al.
(2016), que avaliaram filmes bionanocompdsitos de quitosana incorporados com

nanofibras de celulose oxidadas por tempo, evidenciando que a estabilidade térmica
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pode ser atribuida a interagdo entre a matriz polimérica e os reforgos estruturais,

independente da presencga de 6leos essenciais.

Figura 18 — TGA dos filmes preparados a partir da (a) metodologia A e (b) metodologia B
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A Tabela 7 apresenta os resultados extraidos da curva de TGA e da derivada
da curva de TGA (DTG). Na temperatura em que ocorre 10% de perda de massa, as
maiores temperaturas de degradacao correspondem ao filme FA MetA OEO, sem
percentual de oleo essencial de melaleuca. A incorporagédo de 6leo essencial, assim
como a metodologia B, reduzem a estabilidade térmica em baixas temperaturas. Em

relacdo a presenca do 6leo essencial essa reducido é explicada pelo fato do 6leo
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apresentar a temperatura de pico, ou seja, a temperatura em que ocorre a maxima
velocidade de degradacdo, em aproximadamente 164 °C, sendo responsavel pela
reducdo da estabilidade térmica do filme. A partir de 50% de perda de massa, e na
Tpico, @ temperatura dos filmes se mantém proximas, tendo o filme FA_MetA OEO
apresentado a maior temperatura nessa etapa. A partir de 200 °C o 6leo essencial
apresenta praticamente 0,7% de massa residual, ndo interferindo mais na temperatura

de degradacgao dos filmes a partir desse valor.

Tabela 7 — Dados extraidos das curvas de TGA e DTG

Amostra T10% Ts0%  Tpico Massa residual

(%)

Oleo de melaleuca 109,8 157,2 164,3 0,7
FA_MetA OEO 176,5 342,5 3439 54
FA MetA OE2 162,7 340,8 3428 57
FA MetA OE4 148,2 341,8 345,77 55
FA_MetB_OEO 169,0 340,8 340,6 6,6
FA MetB tw_OE2 149,8 340,8 3427 59
FA MetB tw OE4 150,5 341,1 3439 5,6

4.3.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
permite identificar a composicao quimica dos filmes, por meio da absorcéo de radiagao
infravermelha em comprimentos de onda variados. A Figura 19 apresenta as bandas
de transmitancia para os filmes preparados na metodologia A e B, e para o éleo
essencial. A estrutura quimica do amido de milho é CeH100s, a do sorbitol € CeH140s
e a do glicerol € C3HsOs (Blume et al., 2023). As principais bandas nos filmes de amido
sdo caracterizadas pelos grupos funcionais do amido de milho. O FTIR apresentou
uma banda intensa em torno de 3300 cm-', devido as vibragbes de estiramento das
ligacdes de O-H, que indicam a presenca de ligagdes de hidrogénio nos filmes. Essa
banda também é intensificada pela presenca de agua e dos plastificantes, como o
sorbitol e o glicerol (Luchese, 2018). A banda de 3360 cm™' também representa a
ligacdo da hidroxila nos derivados terpénicos do oOleo essencial de melaleuca
(Sathiyaseelan et al., 2021).
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Figura 19 — FTIR dos filmes preparados a partir da (a) metodologia A e (b) metodologia B
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As mudancgas ocorridas na Figura 19 do FTIR na metodologia A nao ficaram claras no
espectro, talvez em funcédo de sobreposicado com as bandas ja presentes nos filmes,
e devido a baixa quantidade de 6leo incorporado na amostra. Com a incorporacéo do
Oleo essencial de melaleuca, ha a formagao de novas ligagdes de hidrogénio entre os
grupos hidroxila (OH") e do terpinen-4-ol. Como a hidroxila € consumida, uma redugéo
¢ ligeiramente observada principalmente na faixa de 3300 a 3360 cm-'. Na onda de
1653 cm™'!, observa-se uma absorgao caracteristica associada a deformacgéo da agua
(H-O-H), presente em materiais hidrofilicos como o amido. A reducao da intensidade

dessa banda com a adicdo do OEM pode estar relacionada a diminuigao da interacao
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do material com a umidade. Ja na regido entre 1446 e 1357 cm™', nota-se vibragdes
atribuidas aos grupos de CH2 (Cortez et al., 2021; Pereira et al., 2019).

Comparando as duas metodologias, nota-se pouca diferenga no FTIR, isso
devido a composicido semelhante, diferenciando-se pela presenca do surfactante
tween 80 na metodologia B. Segundo Cazon et al. (2021), essas alteragées podem
estar associadas pela ligacdo de hidrogénio nos compostos contendo OEM,
terpendide-4-ol.

A Figura 20 mostra o FTIR aproximando algumas regides especificas do
espectro dos filmes de amido preparados a partir da metodologia A, e a Figura 21 o
FTIR dos filmes de amido preparados a partir da metodologia B. Os espectros
apresentam muita similaridade, por ter uma formulacgao parecida. Observa-se a banda
caracteristica entre 3300 a 3400 cm', correspondem ao estiramento do grupo OH
(Song et al., 2022).

Nas Figuras 20-b e 21-b, observa-se a banda em torno de 1650 cm-’, atribuida
principalmente a presenga de agua adsorvida na matriz polimérica, associada as
vibragdes de deformagéo angular das ligagdes O-H. A intensidade dessa banda pode
estar pode estar diretamente relacionada ao teor de umidade dos filmes, bem como
as interacgdes intermoleculares estabelecidas, especialmente por meio de liga¢des do
hidrogénio entre agua, amido e demais componentes do filme (Le et al., 2025; Singh
etal., 2023).

O alongamento de ligagdo de C-O, caracteristico da estrutura do amido, é
evidenciado em 1024 cm-" (Figura 20-c e 21-c), estando associado as vibragdes de
estiramento dos grupos C-O-C e C-O presentes nos polissacarideos (Song et al.,
2022). Ja na regido de 2960 cm (Figura 20-d e 21-d), observa-se uma banda
relacionada as vibragbes de estiramento das ligagdes C-H dos grupos CH2 e CHs,
atribuidas a presenca de compostos organicos do Oleo essencial de melaleuca,
indicando sua incorporagao na matriz polimérica (Johnson et al., 2022).

A banda observada em torno de 1476 cm™' (Figura 20-e e 21-f) esta associada
as vibragdes de deformacgao dos grupos CHz,reforgando a contribuicdo dos compostos
organicos presentes no 6leo essencial (Johnson et al., 2022). Além disso, a banda
originalmente préxima de 1048 cm™' (f), apresentou deslocamento para nimeros de

onda mais baixos, o que pode ser atribuido ao processo de gelatinizagdo do amido,
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que promove a reorganizagao estrutural e alteragao nas interagdes intermoleculares,

especialmente nas regides amorfas do polimero (Souza et al., 2020).

Transmiténcia (%)

Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

Figura 20 — FTIR aproximado da metodologia A
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Figura 21 — FTIR aproximado da metodologia B
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Adicionalmente, a banda em torno de 1274 cm-! pode ser atribuida as vibragdes
de estiramento das ligacbes C-O do composto 1,8 cineol, um dos principais
constituintes do 6leo essencial de melaleuca (Sathiyaseelan et al., 2021). As bandas
localizadas em 1420 e 1338 cm', estdo relacionadas ao terpinen-4-ol, outro composto
majoritario do 6leo essencial de melaleuca, indicando a presenga desses constituintes
apos a incorporagao na matriz (Santos et al., 2019).

De modo geral, nao foram observadas diferencas significativas nas posicoes
das bandas entre os filmes com diferentes concentracbes de o6leo essencial de

melaleuca, sugerindo a auséncia de reagdes quimicas relevantes e indicando que a
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incorporagao do OEM ocorreu predominantemente por meio de interagdes fisicas.
Esse comportamento refor¢ca que a estrutura quimica do amido foi preservada, com o
Oleo essencial distribuido na matriz polimérica sem provocar alteragbes estruturais
marcantes.

As Figuras 22 e 23 apresentam o espectro de FTIR obtidos em trés pontos

distintos de cada amostra, a fim de verificar a homogeneidade dos filmes.

Figura 22 — FTIR do filme (a) FA_MetA_OEQ, (b) FA_MetA OE2 e (c) FA_MetA OE4
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Figura 23 — FTIR do filme (a) FA_MetB_OEQ, (b) FA_MetB_tw_OE2 e (c) FA_MetB_tw_OE4
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Observa-se baixa variagdo entre os espectros analisados, evidenciando uma
distribuicdo uniforme dos componentes ao longo da matriz polimérica. Esse resultado
esta em concordancia com a analise visual dos filmes, que caracterizou os filmes com
aspecto homogéneo, sugerindo que o processo de obtengao foi eficiente na disperséo

dos constituintes.

4.3.7 Caracterizagao microbioldgica

A Figura 24 mostra que ndo houve formagéo de halo de inibigdo nas amostras
estudadas. Desta forma, os resultados indicam que nenhuma das metodologias
empregadas (A e B) foi capaz de inibir o crescimento das bactérias E. coli, Salmonella,

e S. aureus.

Figura 24 — Resultados da andlise microbiolégica
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Esses resultados podem ser atribuidos a diferentes fatores. Na metodologia B,
a interacado do surfactante com os compostos bioativos do 6leo essencial pode ter
reduzido sua disponibilidade na matriz polimérica, comprometendo a atividade
antimicrobiana (Razavi et al. 2015). Além disso, a concentracdo de OE incorporada
aos filmes pode ter sido insuficiente do éleo essencial para atingir a CIM no sistema
soélido (Vargas et al. 2011). Soma-se a isso a possibilidade de volatilizagdo do OEM.
Durante o processamento térmico e a etapa de secagem dos filmes, parte significativa
dos compostos bioativos pode ser perdida por evaporagdo ou sofrer degradagéo
térmica, reduzindo a quantidade de substancias ativas no material final (Chafer et al.
2012). Dessa forma, mesmo que a formulagao inicial contenha 2% e 4% de OEM, a
concentracao efetiva apds o processamento pode ter sido menor.

Para a metodologia A, o cisalhamento pode ter favorecido a imobilizacdo do
Oleo essencial na matriz polimérica, reduzindo sua migragao para o meio e, portanto,
sua eficacia antimicrobiana. Ademais, devem ser consideradas as caracteristicas do
Oleo essencial de melaleuca, cuja natureza volatil e suscetivel a degradagao pode
limitar sua atividade quando incorporado em filmes poliméricos.

Embora a concentragéo de 2% e 4% de 6leo essencial de melaleuca possam
ser consideradas relativamente elevadas em formulacdes de filmes, isso nao garante
que a fracao efetivamente disponivel do OE seja suficiente para atingir a concentracao
inibitéria minima no sistema sélido. Considerando que o método de difusdo em agar
depende diretamente da capacidade de difusdo dos compostos antimicrobianos.
Compostos hidrofobicos, como os presentes no d6leo essencial de melaleuca,
apresentam baixa difusividade no agar, o que dificulta a formagao de zonas de inibicao
visiveis, mesmo quando possuem atividade antimicrobiana em outros sistemas.
Diferentemente de ensaios em meio liquido, nos quais o 6leo essencial esta mais livre
e disperso, em matrizes poliméricas ocorre retengcdo dos compostos ativos, reduzindo
sua difusdo (Vargas et al., 2011).

Adicionalmente, ressalta-se uma limitacdo experimental relacionada a
dificuldade de manutencao das amostras em contato adequado com o meio de cultura
soélido, uma vez que os filmes apresentaram curvatura durante o ensaio, o que pode
ter comprometido a difusdo dos compostos ativos no agar e influenciando nos

resultados obtidos.
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Além disso, a forte interacdo dos componentes do OEM (como terpinen-4-ol, y-
terpineno, a-terpineno) e a matriz de amido de milho pode promover a imobilizagéao
desses compostos por meio de interagdes hidrofobicas e ligagdes intermoleculares.
Esse fenbmeno pode limitar a migragdo dos agentes antimicrobianos para o meio
externo, que é essencial para a formacgao de halos de inibicdo (Razavi et al. 2015).
Em sistemas de filmes poliméricos, a liberagado controlada pode ser almejada, porém,
quando é restrita, acaba comprometendo a eficacia antimicrobiana.

No trabalho de Song et al. (2018), o filme que melhor apresentou o efeito
antimicrobiano foi a amostra com 2% de 6leo essencial de limao, amido de trigo e
milho, isenta de surfactante. Ja os filmes de controle, ndo apresentaram nenhum halo
de inibicdo ao redor do disco da amostra. Ruiz-Navajas et al. (2013), concluiram que
0 Oleo essencial faz parte da estrutura quimica do filme e acaba interagindo com o
plastificante e o polimero, dificultando a difusdo do antimicrobiano, podendo causar a
reducao da atividade dos compostos ativos do 6leo essencial.

No estudo de Sousa et al. (2023), eles desenvolveram filmes de amido de trigo
com Oleo essencial de eucalipto, numa concentracdo de 1,5%. Nesse trabalho,
nenhum filme obteve inibicdo das bactérias E. coli e S.aureus. No trabalho de Souza
(2024), os filmes nao apresentaram atividade no teste de difusdo em agar contra
P.aeruginosa e S.epidermidis. Nos filmes produzidos por Mahmood et al. (2021),
contendo hidrogel com goma gelana e dleo essencial de melaleuca, também obteve
uma menor zona de inibigado, contra E. coli, foi limitada em fungéo da solubilidade do
6leo no agar. Em contrapartida, os filmes de Souza et al. (2020), com 15% O6leo
essencial de carvacrol, amido e argila montmorilonita inibiram completamente a E. coli,
no entanto, os filmes contendo 3 e 6% de dleo essencial ndo apresentaram inibigao.

Por fim, aspectos estruturais do filme, como espessura, grau de gelatinizagao
do amido e distribuicao do OE também influenciam a liberagdo dos compostos ativos.
Filmes mais densos ou com distribuicdo heterogénea do 6leo podem atuar como
barreira a difusdo, reduzindo ainda mais a eficacia antimicrobiana. Dessa forma, a
auséncia de atividade antimicrobiana, mesmo em concentragdes de 2% e 4% de OEM,
pode ser atribuida principalmente a baixa disponibilidade e difusdo dos compostos
ativos no meio, as perdas durante o processo e as interagdes com a matriz polimérica,

€ nao necessariamente a ineficacia do 6leo essencial de melaleuca.
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5 CONCLUSAO

Filmes a base de amido de milho plastificados com glicerol e sorbitol foram
desenvolvidos com diferentes concentragbes de 6leo essencial de melaleuca (2% e
4%) por duas metodologias (A e B). As formulagdes apresentaram satisfatorias
propriedades quimicas, térmicas e estruturais, resultando em filmes homogéneos,
sem rupturas e com espessura adequada para aplicagdes em embalagens. Os filmes
da metodologia A apresentaram maior flexibilidade, com menor espessura e aparéncia
semelhante a da metodologia B. Os fiimes FA MetA OE2 e FA MetB tw OE2
demonstraram caracteristicas visuais mais nitidas, homogéneas, com aspecto mais
claro e mais transparente em comparagcao com as demais amostras. Os filmes da
metodologia B mostraram-se mais espessos e opacos. A metodologia A, com o filme
FA MetA OE4 mostrou melhor desempenho geral, especialmente nas analises de
umidade, solubilidade e absor¢ao de agua, indicando uma tendéncia de reducao da
interagdo com agua para o maior teor de 6leo essencial estudado.

A anadlise térmica evidenciou que fiimes com 4% de Oleo essencial
apresentaram maior estabilidade térmica e maiores temperaturas de pico de
degradagao. O FTIR confirmou a incorporagao do 6leo essencial e a manutengao da
estrutura quimica do amido.

Embora os resultados fisico-quimicos tenham se mostrado satisfatérios,
nenhuma formulagdo apresentou atividade antimicrobiana efetiva contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella, provavelmente devido a baixa liberagcédo do
6leo nos filmes, embora os valores de CIM e CBM encontrados na literatura indiquem
potencial antibacteriano do 6leo de melaleuca. A auséncia da atividade antimicrobiana
nos filmes pode estar associada a diversos fatores. Na metodologia A, o cisalhamento
durante o processamento pode ter favorecido a dispersdo e, consequentemente, a
imobilizagcdo do OEM no amido, restringindo sua migragcao para o meio externo. Em
relagdo a metodologia B, a presencga do surfactante pode ter promovido interagoes
com os compostos bioativos do 6leo essencial de melaleuca, reduzindo sua difusdo
na matriz polimérica, comprometendo sua agao antimicrobiana. Além disso, a elevada
volatilidade e propensdo a degradacdo térmica dos compostos ativos do o6leo

essencial de melaleuca pode ter interferido nos resultados da analise.
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Assim, os filmes contendo OEM demonstram potencial para uso em
embalagens biodegradaveis e ativas, especialmente pela melhoria nas propriedades
fisicas, embora novos ajustes sejam necessarios para garantir atividade
antimicrobiana. A metodologia A se destacou, indicando um caminho promissor para
futuros desenvolvimentos visando aplicagdes sustentaveis sem o uso de surfactantes,

na area de embalagens.

5.1 Contribuicao do trabalho

O presente estudo contribuiu para o ramo de embalagens ativas a base de
amido de milho, ao comparar duas metodologias para a incorporagédo de dleo
essencial de melaleuca.

Através das analises realizadas, foi possivel compreender a influéncia das duas
metodologias em relagdo as propriedades fisicas, térmicas, quimicas e
microbiolégicas. Os resultados obtidos mostram que os filmes produzidos pela
metodologia A sdo mais promissores para o desenvolvimento de embalagens ativas
para alimentos, destacando-se o fiime FA MetA OE4 como o de melhor

desempenho, sem a necessidade da utilizagao de surfactantes.

5.2 Possibilidades de trabalhos futuros

Em trabalhos futuros, sugere-se a exploragao de outros 6leos essenciais, a fim
de verificar possiveis melhorias na atividade antimicrobiana. Recomenda-se, ainda, a
avaliacao de diferentes metodologias para a incorporagao de 6leo essencial, tais como
emulsificacdo com surfactantes, nanoemulsificacdo, encapsulagdao e incorporacao
direta na matriz polimérica, visando a determinagdo das propriedades
antimicrobianas. Adicionalmente, propde-se a incorporacéo de outras substancias aos
filmes, como agentes plastificantes, nanoparticulas ou compostos bioativos, com o
objetivo de potencializar o desempenho funcional dos materiais. Por fim, recomenda-
se a realizacdo de analises complementares, a microscopia eletrénica de varredura

(MEV), para uma investigagcao mais aprofundada da superficie dos filmes.
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