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RESUMO

GUIMARAES, Maria Clara. Desenvolvimento de embalagem ativa & base de amidos
modificados e 6leo essencial de tomilho (T. Vulgaris) encapsulado. 2024. 126p. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Programa de P6s-Graduagéo Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2024.

A pesquisa aborda o desenvolvimento de embalagens ativas a base de amido modificado,
visando solugdes mais sustentaveis e eficazes para a inddstria alimenticia por meio da
encapsulacdo de 6leos essencial de tomilho (OET) em materiais biodegradaveis. Sendo
assim, o OET foi microencapsulado por coacervacdo complexa. As microparticulas
formadas apresentaram tamanho de 10 um com uma eficiéncia de encapsulacédo de 90%,
carregando 0,30g oléo/g particula seca. Posteriormente essas microparticulas foram
incorporadas em filmes de amido neutro e modificados para entdo ser realizada a
caracterizacdo dos materiais formados. Foram analisadas a resisténcia mecanica,
propriedades de barreira e térmicas, solubilidade, composicdo quimica, atividade
antimicrobiana e antioxidante. Os filmes ativos formados com incorporagdo OET tanto
livremente quanto em microparticulas, apresentaram melhora nas propriedades de
barreira a 4gua bem como atividade antimicrobiana e antioxidante. Entretanto, a
modificacdo do amido aliada com incorporacao das microparticulas conferiram melhora
na resisténcia do material e maior estabilidade térmica. Além disso, a encapsulacdo
ofereceu protegdo adicional ao OET, melhorando atividade antimicrobiana contra
Escheria. coli, Staphylococcus aureus e Penicillium sp. Dessa forma a presente pesquisa
destacou a importancia da inovacdo na area de embalagens alimenticias, visando
prolongar a vida Util dos produtos e manter sua qualidade. A utilizacdo de amidos
modificados reforcados com microparticulas emerge como uma abordagem promissora

para atender a esses objetivos, promovendo uma economia mais sustentavel e resiliente.

Palavras chaves: biopolimeros, conservagéo de alimentos, embalagem ativa, mandioca,

microencapsulacao
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ABSTRACT

The research addresses the development of modified starch-based active
packaging, aiming for more sustainable and effective solutions for the food industry
through the encapsulation of thyme essential oil (TEO) in biodegradable materials. Thus,
TEO was microencapsulated by complex coacervation. The formed microparticles had a
size of 10 um with an encapsulation efficiency of 90%, carrying 0.30g oil/g dry particle.
Subsequently, these microparticles were incorporated into neutral and modified starch
films for the characterization of the formed materials. Mechanical resistance, barrier and
thermal properties, solubility, chemical composition, antimicrobial, and antioxidant
activity were analyzed. The active films formed with TEO incorporation, both freely and
in microparticles, showed improvement in water barrier properties as well as
antimicrobial and antioxidant activity. However, starch modification combined with
microparticle incorporation improved material resistance and thermal stability.
Additionally, encapsulation offered additional protection to TEO, enhancing
antimicrobial activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Penicillium
sp. Thus, this research highlighted the importance of innovation in the field of food
packaging, aiming to prolong the shelf life of products and maintain their quality. The
use of modified starches reinforced with microparticles emerges as a promising approach

to meet these objectives, promoting a more sustainable and resilient economy.

Keywords: active packaging, biopolymers, cassava, food preservation,

microencapsulation.
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INTRODUCAO GERAL

A crescente consciéncia ambiental pelos consumidores, incentiva a demanda por
sustentabilidade e a reducdo do impacto ambiental das embalagens (POTRC et al., 2020).
Na industria de embalagens, metade dos plasticos derivados de combustiveis fosseis sao
destinados as embalagens de alimentos (NCUBE et al., 2020; YONG; LIU, 2020).
Esforcos vem sendo direcionados para pesquisas de desenvolvimento de filmes e
revestimentos a base de polimeros ecologicamente amigaveis.

Nesse contexto, biopolimeros como o amido e 6leos essenciais tém despertado
interesse como matérias-primas promissoras para embalagens ativas, que desempenham
um papel fundamental ndo apenas na protecdo e conservacao de alimentos, mas também
na reducao do desperdicio e na minimizacdo do impacto ambiental (LIU et al., 2022).

As embalagens ativas sdo um dos conceitos mais promissores que visam estender
a validade comercial dos alimentos pois podem contribuir para reducdo da oxidagéo
lipidica, diminuicdo das contaminagfes por microrganismos patdgenos e/ou deteriorante,
e consequentemente podem reduzir incidéncia das doengas transmitidas por alimentos
(DTA’s) e o desperdicio do mesmo (BRAGA; SILVA, 2017)

Os polimeros biodegradaveis, a exemplo dos amidos, vem sendo destaque para
producdo dessas embalagens biodegradaveis para alimentos visto que sdo renovaveis,
abundantes, GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) e de baixo custo (ZHANG;
LI; KANG, 2019). Além dos requisitos mencionados , este possui caracteristicas de ser
comestivel compativel com outros biopolimeros, insipido, inodoro e hidrofilico (CAZON
etal., 2017). Entretanto, podem apresentar certas fragilidades em relacdo as propriedades
mecanicas e de barreira a umidade (ZHANG,; LI; KANG, 2019). Isto posto, a modificacao
dos amidos pode aperfeicoar caracteristicas com o intuito de alterar tanto as propriedades
mecanicas quanto as de hidrofilicidade dos materiais (CAZON et al., 2017; ZHANG; LI;
KANG, 2019). Dessa forma, os amidos, sejam naturais ou modificados, podem servir de
base para indUstria de embalagens ativas de alimentos.

Entre os aditivos naturais utilizados nessas embalagens, os constituintes dos 6leos
essenciais extraidos de plantas aromaticas, apresentam um amplo espectro antimicrobiano
(bactérias, fungos e leveduras) e antioxidante (ESCOBAR et al., 2020; GONCALVES et
al., 2017a). O timol (2-isopropil-5-metil-fenol) é um dos principais fendis terpendides
presentes nos 6leos essenciais de orégano e tomilho. Além disso, foram classificados

como compostos GRAS e como aditivos pela FDA (Food and Drugs Administration) que



os tornam adequados e eficazes como antimicrobiano e antioxidante em alimentos (LIN;
ZHU; CUI, 2018).

Apesar das vantagens apresentadas pelo amido e pelos éleos essenciais em termos
de renovabilidade, biodegradabilidade e propriedades funcionais, sua aplicacdo direta em
embalagens ainda enfrenta desafios significativos. A instabilidade e volatilidade desses
materiais, bem como sua sensibilidade a fatores ambientais, limitam sua eficacia e
aplicabilidade em larga escala (VIANNA et al., 2021). Portanto, torna-se crucial
desenvolver sistemas de encapsulamento que protejam e estabilizem esses componentes,
garantindo sua eficacia ao longo do ciclo de vida das embalagens.

O encapsulamento envolve a retencdo de um ingrediente ativo dentro de outro
(material da parede) e criando uma barreira fisica entre o ndcleo e materiais de parede,
protegendo assim ingredientes sensiveis ao ambiente externo (BASTOS et al., 2020). Os
compostos ativos encapsulados podem ser adicionados as matrizes poliméricas das
embalagens de alimentos para conferir propriedades ativas (PISOSCHI et al., 2018).

Ainda existem poucas pesquisas na area de embalagens ativas com compostos
encapsulados e amidos modificados (BECERRIL; NERIN; SILVA, 2020; MATHEUS et
al.,, 2023a). O desenvolvimento e implementacdo eficazes sdo fundamentais para
promover a transi¢do para uma economia mais circular e sustentavel.

Diante desse contexto, o presente estudo visa desenvolver embalagens ativas a
base de amido modificado e 6leo essencial de tomilho (T. vulgaris) encapsulado, com
foco na maximizacdo de sua eficacia funcional e minimizacao de seus limitantes.

Para isto, foi utilizada a técnica de encapsulamento de coacervagdo complexa para
garantir a estabilidade Oleo essencial encapsulado, bem como a avaliacdo das
microparticulas formadas. Posteriormente, foi realizada sua incorporacdo nos filmes de
amido modificado e entdo avaliado o desempenho das embalagens. Além disso, fez-se a
comparacdo da eficacia antimicrobiana e antioxidante dos filmes com microparticulas
com filmes incorporados com o 6leo livre.

Para melhor compreensdo dos resultados do estudo, esta tese foi dividida, além
desta introducdo geral, em mais 4 capitulos e uma conclusdo geral. Onde primeiro
capitulo apresenta uma revisdo que da base para as aplicacdes metodoldgicas deste
trabalho, discorrendo, em termos gerais, sobre a utilizacdo de amidos modificados para
producdo de embalagens de alimentos. O segundo capitulo realiza uma reviséo
analisando as técnicas de encapsulamento aplicadas no 6leo essencial de tomilho. O

terceiro capitulo apresenta o artigo “Effect of microencapsulated Thyme (thymus



vulgaris) essential oil on the antimicrobial and physicochemical properties of starch
food packaging” publicado no International Journal of Food Science & Technology,
que discute os resultados do efeito da incorporacéo de diferentes concentragcdes do 6leo
essencial de tomilho livre e encapsulado nas propriedades antimicrobianas e fisico-
quimicas dos filmes a base de amido de mandioca. O quarto capitulo apresenta um
estudo comparativo das propriedades de filmes de amido modificado contendo 6leo
essencial de tomilho livre e encapsulado. Por fim, foram apresentadas as consideracfes
finais gerais do estudo, ressaltando os principais resultados encontrados durante o
desenvolvimento da pesquisa, bem como direcionamentos para o desenvolvimento de

pesquisas futuras na area.



OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar filmes a base de amidos modificados ativos com 6leo

essencial de tomilho livre e encapsulado pela técnica de coacervagdo complexa.

1.2 Objetivos especificos

. Encapsular o 6leo essencial de tomilho utilizando a técnica de coacervagéo
complexa;
. Caracterizar as particulas formadas em relacdo a eficiéncia de

encapsulacdo, tamanho das particulas, load e morfologia;

. Desenvolver filmes de amido de mandioca neutro com incorporacao de
diferentes concentracdes das microparticulas

. Incorporar 6leo essencial livre proporcional a concentracdo de 6leo contida
nas microparticulas, nos filmes de amido neutro

. Desenvolver filmes de amidos modificados utilizando amido de mandioca
eterificado e oxidado com 5% de microparticulas e comparar com incorporagdo
proporcional de 6leo essencial livre;

. Caracterizar os filmes de amido modificado ativos quanto suas
propriedades mecanicas, quimicas, épticas e de barreira;

. Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes ativos neutro e modificados
contra microrganismos gram-positivo, gram-negativos e fungo;

. Avaliar os compostos fenolicos e a possivel capacidade antioxidante dos

filmes ativos neutro e modificados
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RESUMO

Os materiais ideais para embalagens de alimentos devem ser reciclveis,
biodegradaveis e compostaveis. O amido, destaca-se como um dos biopolimeros
apropriados para a producédo de filmes biodegradaveis, dada a sua abundancia natural e
baixo custo. Porém, o aprimoramento das propriedades tecnoldgicas € desejavel. Sua
modificagdo, mediante a alteragcdo de grupos funcionais na sua estrutura, resulta em filmes
propicios a embalagens. Esta revisdo oferece uma visdo abrangente sobre esse
biopolimero, com uma abordagem para o desenvolvimento de materiais sustentaveis para
embalagens de alimentos. O estudo resume o0s principais métodos utilizados para
modificagdo, o que se tem de pesquisa envolvendo o desenvolvimento de embalagens
utilizando como base amidos modificados. Sao delineadas perspectivas para avancar em
direcdo a embalagens de alimentos mais sustentaveis, alinhando-se com os principios de

uma economia circular.

Palavras-chave: Biopolimeros; Seguranca Alimentar; Macromoléculas



ABSTRACT

The ideal materials for food packaging should be recyclable, biodegradable, and
compostable. Starch stands out as one of the suitable biopolymers for the production of
biodegradable films, given its natural abundance and low cost. However, enhancement in
technological properties is desirable. Its modification, through the alteration of functional
groups in its structure, results in films suitable for packaging. This review provides a
comprehensive overview of this biopolymer, with an approach to the development of
sustainable materials for food packaging. The study summarizes the main methods used
for modification, as well as research involving the development of packaging using
modified starches as a base. Perspectives are outlined to advance towards more

sustainable food packaging, aligning with the principles of a circular economy.

Keywords: Biopolymers; Food Safety; Macromolecule



1. INTRODUCAO

A geracdo anual de residuos plasticos mundial ultrapassa os 300 milhGes de toneladas,
onde destes, somente 10% é reciclado (NATIONAL GEOGRAPHIC BRASIL, 2023). O
plastico de fonte ndo renovavel pode levar até 450 anos para se decompor no ambiente
(WARD; REDDY, 2020).

Em resposta a esse cenario preocupante hd um consenso da necessidade de solucdes,
com foco no desenvolvimento de tecnologias materiais biodegradaveis (ANCY et al.,
2024). De 2021 a 2022 a producédo de bioplastico deu um salto de 145,75%, mas ainda
representa apenas 0,5% do total de plastico produzido no mundo. (Figura 1) (PLASTICS
EUROPE, 2023).
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Figura 1 Producdo de plastico no mundo nos ultimos 5 anos. Fonte: Plastic Europe (2023).

A substituicdo desses polimeros a base de petrdleo por alternativas sustentaveis ja
é uma realidade e vem cada vez mais despontando pesquisas e espa¢o no mercado de
embalagens (CHENG et al., 2021; MATHEUS et al., 2023a; ZUBAIR et al., 2022).

A European Bioplastics classificou os bioplasticos como um mercado lider no
crescimento da nova bioeconomia (ISHIMWE, 2023). Dentro desse cenario,
apresentando menor impacto ambiental e menor custo comparado as embalagens de base
microbiologicas (PLA, PHA), filmes a base de polissacarideos, emergem como a proxima
geragdo de materiais poliméricos, tendo sido considerados uma alternativa viavel, por

reduzir as emissdes de gases de efeito estufa (WANG et al., 2022).



O uso de biopolimeros de base agricolas, € eficiente na producédo de plasticos
ecoldgicos, exigindo menos terra e gerando maiores rendimentos. Atualmente, menos de
0,02% da &rea agricola global € usada para produzir bioplasticos de base agricola (arroz,
mandioca, milho, batata), em comparacdo com 0s 91% dedicados a producéo de alimentos
e pastagens (ISHIMWE, 2023). Apesar do crescimento previsto no mercado de
bioplasticos, segundo relatorio da European Bioplastic (2023), a projecao de necessidade
de terra agricola para sua produgdo permanece abaixo de 0,06% até 2027.

O amido € oriundo de fontes vegetais amplamente cultivadas (batata, mandioca,
arroz, trigo, milho) e apresentam-se como alternativa viavel para a producdo de filmes
biodegradaveis, contribuindo para a reducdo do impacto ambiental associado as
embalagens plasticas convencionais (LAUER; SMITH, 2020; LIU et al., 2022).

Nesse contexto, a modificacdo desses amidos emerge como uma estratégia
promissora (MATHEUS et al., 2023a). Ao modificar suas propriedades, pesquisadores
tém buscado aprimorar caracteristicas como resisténcia mecanica, barreira contra
umidade e flexibilidade, tornando esses filmes cada vez mais adequados e competitivos
para diversas aplica¢fes na industria alimenticia (CHENG et al., 2022).

Embora as caracteristicas dos filmes a base de amido sejam amplamente
documentadas, as revisbes sobre o assunto, at¢ o momento, tém se concentrado
principalmente em biopolimeros ou polissacarideos de maneira geral, sem explorar
especificamente as modificacbes nas propriedades dos amidos e os efeitos das
modificacdes na estrutura e nas propriedades desses materiais para embalagens.

Sendo assim, nesta revisdo, serdo estudados os métodos de modificacdo
empregados para otimizar as propriedades dos filmes a base de amido, bem como os
avancos recentes que tém impulsionado o campo. Além disso, serdo abordados desafios
atuais e o papel importante desses filmes como objetivo de contribuir para uma economia

sustentavel dos pléasticos.



2. PROPRIEDADES DOS AMIDOS

O amido é a matéria-prima mais promissora para a producdo de polimeros
biodegradaveis (LUCHESE; RODRIGUES; TESSARO, 2021). Sua composicao e forma
variam de acordo com a fonte boténica (Tabela 1), bem como as variedades genéticas de
cada espécie; no entanto, os amidos sdo compostos por dois polimeros: a amilose e
amilopectina (Fig. 2) (JANIK et al., 2024; LIANG; GAO, 2023). A amilose é composta
por longas cadeias lineares ligadas por a-1,4 (SANTHOSH et al., 2024). Ja a
amilopectina, que € o principal polimero dos amidos, possui cadeias de glicose unidas por
pontos de ramificagdo a-1,6. (Fig. 2) (ZHU, 2015).
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Figura 2 Estrutura do amido. Fonte: Prdpria autora

Tabela 1 Composicéo das principais fontes de amido

Principais

fontes de %. de .% de . Referéncias
amido amilose amilopectina

Mandioca 20 80 Hermiati; Sondari; Sunarti, (2023)
Batata 20-30 70-80 Bertoft; Blennow (2016)
Arroz 15-25 75-85 Bao (2018)
Milho 25 75 Lacerda et al. (2024)
Trigo 30 70 Lacerda et al (2024)
Banana 16-24 76-84 Chang et al. (2022)

O amido nativo possui uma forte hidrofilicidade devido a presenca de grandes
quantidades de grupos hidroxila hidrofilicos. Isso torna o amido suscetivel a erosdo pela
umidade (VIANNA et al., 2021). A hidrofilicidade do amido geralmente deteriora suas

propriedades mecanicas e estabilidade dimensional. Além disso, devido ao efeito desses
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grupos hidroxila, as moléculas de amido tém fortes ligacbes de hidrogénio
intermoleculares e intramoleculares, o que confere sua rigidez, baixa plasticidade e
resisténcia a ruptura (MAJEED et al., 2023).

Devido a acdo dessas ligacGes de hidrogénio, o amido é pouco soltvel em agua a
temperatura ambiente e é facilmente auto agregado em meios organicos, formando
agregados na escala micrométrica durante o processamento (SANTHOSH et al., 2024).

Essas caracteristicas podem resultar em baixa dispersibilidade em solventes
organicos e pouca compatibilidade com polimeros hidrofobicos (WANG et al., 2020).

Os filmes a base de amido destacam-se por uma variedade de propriedades
intrinsecas que os tornam atrativos para aplicacdes em embalagens sustentaveis de
alimentos como: biodegradabilidade, boa capacidade de formacdo de filmes,
transparéncia, baixo custo e atoxicidade (FAN; PICCHIONI, 2020; MATHEUS et al.,
2023b). Entretanto, quando transformado em filme, 0 amido exibe uma baixa resisténcia
mecénica e alta solubilidade (FAN; PICCHIONI, 2020; JANIK et al., 2024). A
capacidade de suportar tensdes e deformacBGes, compardvel a filmes plésticos
convencionais, torna a utilizacdo desses materiais limitados para diversas aplicacdes
(WANG et al., 2020).

O controle da transferéncia de umidade e de gases é crucial em embalagens para
alimentos. Os filmes a base de amido demonstram propriedades de barreira que podem
ser ajustadas para atender a requisitos especificos, garantindo a manuten¢do da qualidade
e prolongando a vida Gtil dos produtos embalados (TRINH; DANG, 2019). Esses ajustes
podem ser realizados através da modificacdo desses amidos (OJOGBO; OGUNSONA,;
MEKONNEN, 2020).

O avanco no entendimento dos efeitos das modificaces na estrutura dos granulos
de amido é considerado crucial para uma compreensdo aprofundada das propriedades
funcionais dos filmes (JANIK et al., 2024).

Essas propriedades conferem aos filmes a base de amido caracteristicas essenciais
para enfrentar desafios ambientais e atender as demandas por embalagens mais
sustentaveis na industria alimenticia. Ao compreender e otimizar essas propriedades, 0s
pesquisadores podem continuar avangando no desenvolvimento desses filmes para

aplicagdes préticas e inovadoras.

11



3. TECNICAS DE MODIFICACAO:

As modificagbes aplicadas ao amido nativo geram produtos amilaceos com
propriedades especificas para sua utilizacdo em diferentes processos, diversificando as
propriedades funcionais, aumentando sua valorizacao e amplitude de uso (ZHU, 2015).

O amido nativo é frequentemente modificado por meio de métodos quimicos,
fisicos e enziméticos. A pesquisa sobre a modificagdo do amido tem sido um campo
extenso de estudo evoluindo em termos de técnicas e resultados (MHASKE et al., 2022).

A modificacdo do amido visa superar as limitacdes inerentes ao amido nativo,
abordando questbes como baixa solubilidade, instabilidade durante ciclos de
congelamento e descongelamento, resisténcia inadequada a forcas de cisalhamento e
térmicas, hidrélise enzimatica deficiente, elevada sinérese, propensao a retrogradacdo e
alta digestibilidade (WANG et al., 2020).

A otimizacdo das propriedades dos filmes a base de amido envolve diversos
métodos de modificacdo, visando atender as exigéncias especificas de diferentes
aplicacdes na industria de embalagens de alimentos. Alguns dos principais métodos

incluem: modificacdo quimica, fisica e enzimatica (ZHU, 2015):

3.1 Modificacdo Quimica

A modificacdo quimica do amido é realizada para aprimorar caracteristicas como
a resisténcia mecanica e a estabilidade térmica.

Estas técnicas sdo empregadas para alterar a estrutura molecular do amido,
conferindo-lhe propriedades desejadas para a producdo de filmes mais resistentes e
versateis (WANG et al., 2022). E possivel realizar essas modificacdes quimicas no amido
devido a existéncia de trés grupos hidroxila ativos nas moléculas de glicose (C2, C3 e
C6) (COLIVET; CARVALHO, 2017). Além disso, essas modificacfes ndo destroem a
integridade de sua cadeia (DAI; ZHANG; CHENG, 2019).

Através das modificacGes quimicas, obtém-se amidos com ampla variedade de
aplicacdo, pois as modificacdes adaptam os amidos para resistirem ao processamento e
ao mesmo tempo aumentam a eficiéncia nos processos produtivos (DAI; ZHANG;
CHENG, 2019).

Essas modificagdes podem ocorrer principalmente por trés métodos: degradacdo
(trata-se da oxidagdo de grupos hidroxila), substituicdo (através da esterificacdo ou
eterificacdo) e reticulagdo (crosslinking).
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a. Oxidacdo

A oxidacao do amido, refere-se ao processo em que o amido é submetido a reacdes
quimicas de oxidacg&o. 1sso envolve a introducdo de grupos funcionais contendo oxigénio
na estrutura do amido, ou seja, os anéis de glicose sdo rompidos, gerando radicais
carboxilicos (COOH) e carbonilicos (C=0). (WANG et al., 2022).

Os agentes oxidantes normalmente utilizados sdo: peréxido de hidrogénio,
oxigénio, oz6nio, bromo, &cido crémico, nitrogénio, hipoclorito de sédio (LAUER;
SMITH, 2020; WANG et al., 2020).

O amido oxidado apresenta uma reducdo na viscosidade, na retrogradacao, maior
solubilidade em &gua, maior estabilidade e melhor capacidade de formacédo de gel para
producdo de filmes (COLIVET; CARVALHO, 2017; ZHU, 2015).

Sendo assim, o amido oxidado pode ser empregado em formulacbes para
embalagens, revestimentos e outros produtos que se beneficiam das propriedades
especificas conferidas por esse processo de modificagdo quimica (WANG et al., 2022).

Ao realizar a oxidagdo do amido de mandioca com peréxido de hidrogénio,
Sondari; Iltizam, (2018) mostraram que a modificacdo quimica afetou as propriedades
quimicas de revestimentos/filmes comestiveis quanto comparado com filme de amido
nativo. A modificagdo aumentou o angulo de contato e a solubilidade dos
filmes/revestimentos comestiveis, comprovando que os filmes de mandioca modificados
sdo mais hidrofobicos que os filmes de mandioca nativa.

b. Esterificacdo

A esterificacdo, refere-se ao processo quimico em que grupos éster sdo
introduzidos na estrutura do amido. Esse processo geralmente envolve a reacdo do amido
com um agente de esterificacio, como 4&cidos ou anidridos de A&cidos
carboxilicos(LAUER; SMITH, 2020).

Durante a esterificacdo, os 3 grupos hidroxila no amido reagem com 0s grupos
carboxila dos é&cidos ou anidridos carboxilicos, formando ligagdes éster (AMINI;
MASRURI; ULFA, 2017). Essa reacdo converte os grupos de hidroxila em grupos de
estéres hidrofobicos, conferindo melhora na hidrofobicidade, processabilidade,
flexibilidade e, consequentemente, termoplasticidade dos filmes (MATHEUS et al.,
2023a).
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Promsorn e Harnkarnsujarit, (2022) produziram filmes de base bioldgica
eliminadores de oxigénio para controlar o conteldo de oxigénio em embalagens de
alimentos. Foi utilizado o amido termopléstico (ATP) via extrusdo com diferentes teores
de &cido galico (AG) (1-10%) e polietileno linear de baixa densidade (PEBD). O aumento
do teor de AG plastificou e facilitou a fusdo do amido. Além disso, as taxas de eliminagéo
de oxigénio aumentaram e o oxigénio residual diminuiu linearmente com o contetdo de
GA, inferindo que filmes a base de ATP/PEBD com AG podem ser utilizados como
embalagens ativas para controlar o oxigénio em embalagens de alimentos.

c. Eterificacdo

A eterificacdo, € uma outra estratégia de modificacdo no qual grupos éter sdo
introduzidos na estrutura do amido. Nesse procedimento, os grupos de hidroxila séo
substituidos por carboxil metil, hidroxipropil e/ou outros grupos modificados, formando
uma cadeia éter (MATHEUS et al., 2023a; WANG et al., 2020). Em amidos, os estudos
sobre a eterificacdo limitam-se a sintese de hidroxipropil e amidos catiénicos (OJOGBO;
OGUNSONA; MEKONNEN, 2020; XIE et al., 2017). O amido modificado catiénico €
produzido através da substituicdo dos grupos funcionais hidroxila do amido por meio da
éterificacdo com grupos que carregam cargas positivas (OJOGBO; OGUNSONA;
MEKONNEN, 2020).

A eterificacdo altera as propriedades do amido, resultando em caracteristicas

como: aumento da solubilidade em &gua, maior viscosidade e maior estabilidade térmica.

d. Crosslinking

O crosslinking, ou reticulacdo do amido refere-se ao processo de criacdo de
ligagbes quimicas adicionais entre as moléculas de amido (OJOGBO; OGUNSONA,;
MEKONNEN, 2020). Essas ligagdes, conhecidas como pontes de reticulacdo, séo
formadas entre os grupos hidroxila (C2, C3 e C6) das moléculas de amido. Normalmente
sdo utilizados agentes reticulantes como dialdeidos e acido citrico para criar as ligacdes
cruzadas (WANG et al., 2020).

A reticulacgdo altera as propriedades estruturais, fisico-quimicas e funcionais do
amido, promovendo melhorias em sua resisténcia mecanica, resisténcia teérmica,
propriedades de barreira e estabilidade em relagdo a &gua (AMARAWEERA et al., 2021).

Sunetal. (2019), verificam que a estabilidade ao congelamento-descongelamento,

aresisténcia a acidos e a estabilidade térmica do amido de mandioca como matéria-prima,
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sdo altamente melhoradas quando 0 amido de mandioca é reticulado) pelo método simples
auxiliado por ultrassom assistido por micro-ondas.

Cada uma dessas categorias representa diferentes abordagens para alterar as
propriedades do material em questdo por meio de processos quimicos. Os impactos da
modificagdo quimica nas propriedades funcionais do amido abrangem aspectos como
solubilidade, poder de inchamento, clareza da pasta, sinérese, comportamento na
pastagem, propriedades texturais, térmicas e reoldgicas (ZHU, 2015).

Colivet; Carvalho, (2017) apresentaram um estudo sobre as propriedades de
superficie e microestrutura de filmes produzidos com amidos de mandioca modificados
quimicamente. O equilibrio entre grupos polares e apolares na superficie dos filmes pode
afetar a hidrofobicidade, que é uma propriedade importante para a estabilidade dos filmes.
De acordo com os autores, a superficie e microestrutura dos filmes de amido de mandioca
tém importante relacdo com as propriedades funcionais, como barreiras contra gases e
umidade. Essas caracteristicas sdo importantes para a aplicacdo dos filmes em diversos
campos, como na producdo de embalagens biodegradaveis, revestimento de alimentos e
formulacdo de produtos farmacéuticos.

Dai; Zhang; Cheng, (2020) investigaram o efeito de trés estratégias distintas de
modifica¢do no amido de mandioca, abrangendo esterificagéo, reticulagdo (crosslinking)
e oxidagdo. Para surpresa, constataram que todas as modificagcbes resultaram em
melhorias significativas em praticamente todas as propriedades mecénicas e de barreira
ao vapor de agua. Notavelmente, o amido de mandioca reticulado destacou-se, com seu
filme exibindo maior resisténcia a tracdo e elongacao na ruptura, juntamente com menor
permeabilidade ao vapor de d4gua e um leve aumento no médulo de elasticidade em
comparagdo com o controle ndo reticulado.

A Tabela 2 apresenta mais exemplos de embalagens a base de amido modificado

guimicamente.
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Tabela 2 Exemplos de aplicacfes de amido modificado em embalagens

Tipo de
amido

Técnica de Modificacao

Principais resultados

Referéncias

Mandioca

Mandioca

Mandioca

Mandioca

Ozonizagéo

Extrusdo e Acetilacdo

Oxidacao

Esterificacédo

Filmes derivados de fécula de mandioca ozonizada apresentaram
resisténcia a tracdo e modulo de Young elevados. A permeabilidade ao
vapor de &gua e oxigénio aumentou proporcionalmente ao tempo de
ozonizacdo.O processamento com ozénio conferiu uma superficie
mais hidrofilica aos filmes. Os filmes ozonizados exibiram menor
solubilidade ap6s 24 horas.

Amido de mandioca com &cido galico foram utilizados para producéo
de embalagem absorvedora de oxigénio. O aumento de acido galico
melhorou a cinética de eliminacdo de oxigénio. Os teores minimos de
oxigénio residual foi de 16% alcancados em 5 dias a 50°C.

A espessura do filme aumentou com o aumento da quantidade de
amido oxidado adicionado, resultando no aprimoramento da
propriedade mecénica. Além disso, a solubilidade do filme em agua
também diminuiu de 13,48% (filme controle sem amido modificado)
para 5,75% (filme com amido oxidado). A adigdo de amido oxidado
resultou em uma maior biodegradabilidade e cinética de absor¢do de
agua duradoura

Ao misturar amido de mandioca esterificado, nano ZnO de quitosana
e, diferentes concentragdes de ¢ lisina (g-poli--PL), os filmes bioativos
formados reduziram podridao da cereja, ressecamento do caule e perda
de peso, manutencdo da cor da superficie, aumento do contetido de
solidos soluveis.

La Fuente et al.
(2019)

Promsorn;
Harnkarnsujarit,
(2022)

Oluwasina et al.
(2019)

Zhang et al.,
(2022)

16



Mandioca

Batata doce

Banana

Inhame

Milho

Acetilacao/crosslink

Esterificacdo

Eterificacdo

Oxidacao/crosslink

Eterificacdo, crosslink e
dual:Eterificagdo/crosslink

Os filmes produzidos a partir de amido de mandioca acetilado e
reticulado mostraram maior hidrofobicidade e melhores propriedades
mecanicas do que os filmes de amido de mandioca nativo, enquanto 0s
filmes preparados com amido de mandioca duplamente modificado e
acetilado apresentaram menor energia de superficie.

O filme comestivel produzido com amido modificado com pectina
associado com CaCl2 melhorou as propriedades mecénicas e reduziu
a solubilizacdo em agua comparado com filme nativo. Além disso, o
filme retardou a oxidacdo lipidica dos alimentos embalados.

Os filmes de amido modificado foram elaborados e sua condutividade
elétrica foi 2,9 vezes maior que a do amido nativo. O filme amido/PET
apresentou o maior valor na propriedade mecanica de alongamento na
ruptura comparado ao filme somente amido. O filme de amido
modificado foi degradado acima de 80% por hidrdlise aquosa.

A permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes com amido de inhame
oxidado apresentou reducédo de 58,04% em relacdo ao amido nativo. A
resisténcia a tracdo dos filmes de amido de inhame oxidado apresentou
uma diminuigdo de 17,51% com o0 aumento da concentracdo de
glicerol.

A desramificagdo diminuiu substancialmente o alongamento na
ruptura dos filmes de amido de 39,2% para 8,4% e a hidroxipropilacdo
diminuiu a resisténcia a tracdo de 4,82 para 2,92 MPa, indicando que
nem a desramificacdo nem a hidroxipropilagéo poderiam melhorar de
forma abrangente as propriedades do filme. Apds a modificacdo dupla,
0 alongamento na ruptura e a resisténcia a tracdo do filme aumentaram
para 57,2% e 7,35MPa, respectivamente.

Colivet;
Carvalho, (2017)

Choi et al. (2023)

Silvia et al.
(2021)

Narvaez-gémez
etal., (2021)

Hu et al. (2019)
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3.2 Modificacéo Fisica

A modificacdo fisica do amido é considerada uma abordagem mais segura em
comparacdo com a modificacdo quimica, uma vez que nao utiliza reagentes quimicos
(OJOGBO; OGUNSONA; MEKONNEN, 2020).Esta pode ser dividida em dois
principais tipos: tratamento térmico e tratamento néo térmico.

O tratamento térmico envolve o processamento do amido em diferentes condicdes
de temperatura e umidade, com métodos comuns, como: pré-gelatinizacdo, recozimento,
tratamento por micro-ondas e tratamento de calor e umidade (MHASKE et al., 2022). J&
0 tratamento ndo térmico, inclui o uso de técnicas como: alta pressdo hidrostatica,
ultrassom, plasma a frio e campo elétrico pulsado. Essas abordagens tém sido exploradas
para modificar 0 amido e adapta-lo a diversas aplicacdes de forma mais sustentavel e
ecolégica (KHURSHIDA et al., 2021).

A Tabela 3 apresenta um resumo dessas técnicas e revisdes feitas por Alcazar-
Alay e Meireles, (2015) e Zia-ud-Din; Xiong; Fei (2017) abordam com detalhes cada uma

dessas técnicas aplicadas em amidos de diferentes fontes botanicas.

Tabela 3 Tipos de tratamentos térmicos

Modificacdo Fisica Descrigdo Ref
Processo de cozimento até atingir Alcazar-
Pré- completa gelatinizagéo e Alay;
gelatinizacdo  subsequentemente um processo de Meireles
secagem. (2015)
Aqyemmento dog granulos de Zia-Ud-Din:
Tratamento ~ amido em um ambiente fechado,de . ~ = _.
Hidrotérmico baixa umidade e acima da Xiong; Fel
(2017)7

temperatura de transicéo vitrea.
Aguecimento dos granulos de
amido entre a temperatura de Amaraweera
transicdo vitrea e temperatura de etal. (2021)
gelatinizag&o sob alta umidade

O amido é submetido a altas
temperaturas e pressdes em uma
extrusora, 0 que causa ruptura das
ligagdes moleculares e rearranjo da
estrutura molecular.

Tratamentos

. Anelamento
térmicos

Mhaske et

Extrusédo al. (2022)

Microondas

Aguecimento dos granulos por
irradiagdo de micro-ondas, sem que
haja cisalhamento dos granulos

Bemiller;
Huber
(2015)

Tratamentos
nao-térmicos

Alta presséo

Pode ser estatica ou hidrostatica.
Em ambos os casos, ha o uso de
homogeneizadores que produzem

Amaraweera
etal., (2021)
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turbuléncia, causando cisalhamento
através da alta presséo.

« . . . Zia-Ud-Din;

Degradacédo das cadeias de amido .~ .

Ultrassom por ultrassonicagao Xiong; Fel
(2017)
O amido é exposto a um gas Ojogbo;

Plasma a frio parcialmente  ionizado e a Ogunsona;

modificagdo ocorre apenas na sua Mekonnen
estrutura superficial (2020)
Pulsos elétricos de alta intensidade

. ~ Zia-Ud-Din;
Campo elétrico e de curta duragdo levam um Xiona: Eei
pulsado rearranjo molecular intragranular (201%’

dos granulos de amido

Esses processos podem alterar a estrutura cristalina do amido, impactando
diretamente as propriedades dos filmes produzidos (LONG et al., 2023), pois melhoram
sua solubilidade em 4gua e reduzem o tamanho dos granulos (ALCAZAR-ALAY;
MEIRELES, 2015).

O processo térmico nos granulos de amido pode resultar em alteracBGes na sua
estrutura molecular, levando a uma melhor coeséo e, consequentemente, aprimoramento
propriedades como a resisténcia mecéanica dos filmes (MHASKE et al., 2022). Além
disso, o tratamento fisico pode influenciar a cristalinidade do amido, afetando sua
solubilidade e resisténcia a umidade, fatores importantes para filmes que serdo utilizados
como embalagens (MATHEUS et al., 2023a).

Yang et al., (2023) investigaram a relacdo entre estrutura molecular e propriedades
fisico-quimicas de filmes de amido termoplastico formados a partir de amidos de fontes
botanicas diferentes (cereais, tubérculos e legumes). A extrusdo termoplastica
desestruturou as moléculas de amido durante o processo, 0 que aumentou a mobilidade
de suas moléculas, resultando em maior processabilidade. Isso ocorreu porque as ligacoes
de hidrogénio inter e intramoleculares foram quebradas, assim como a estrutura de hélice
dupla das moléculas de amido. Os filmes termoplasticos de amido de mandioca
apresentaram uma estrutura mais lisa e amorfa devido ao maior teor de amilopectina,
resultando em maior alongamento na ruptura e maior opacidade. A opacidade, protegeu
os alimentos embalados da luz, como produtos carneos.

Filmes preparados com a mistura amido irradiado (20 kGy) /gelatina apresentaram
as melhores propriedades mecanicas comparado com filme de amido nativo. O

processamento de irradiagdo do amido reduziu a sinérese. Adicionalmente o suco de
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limdo (LJ) resultou em filmes com propriedades antioxidantes e antibacterianas
(KANATT, 2020).

Uma vantagem significativa da modificacéo fisica do amidos é a capacidade de alterar
e melhorar suas propriedades fisicas sem modificar sua composic¢ao quimica (MHASKE
et al., 2022). Isso pode resultar em uma ampla gama de beneficios, incluindo melhorias
na estabilidade térmica, solubilidade e viscosidade, além do aumento da capacidade de
gelatinizagdo (OJOGBO; OGUNSONA; MEKONNEN, 2020). Tais modificagdes
contribuem para a criacdo de embalagens mais eficazes, capazes de resistir a diferentes
condicbes de armazenamento e transporte, garantindo a integridade dos produtos
embalados (ZIA-UD-DIN; XIONG; FEI, 2017).

3.3 Modificagdo Enzimética

A modificacdo enzimatica apesar de ter altos custos, complexidade e exigéncias
de tempo associados, destacam-se por serem mais seguras quando comparadas a
modificacdo quimica, além de apresentarem maior rendimento e serem ecologicamente
amigaveis (MATHEUS et al., 2023a) .

As enzimas catilizam reagdes como: gelatinizacdo, desramificacdo e isomerizacéo
dos amidos, resultando na diminuicéo da solubilidade e na aprimoracéo das propriedades
térmicas, quimicas e mecanicas dos filmes (YU et al., 2021). As quatro principais enzimas
envolvidas na modificagdo do amido sdo: (i) endoamilases, (ii) exoamilases, (iii) enzimas
desramificadoras e (iv) transferases (AMARAWEERA et al., 2021).

A reacdo enzimatica ocorre predominantemente nas regibes amorfas, como a
amilose e nos pontos de ramificacdo da amilopectina, que também sdo amorfas, levando
a redugdo das cadeias lineares, ou a formagdo de novas ligagdes glicosidicas a-(1,6),
resultando no aumento da estabilidade (ASHOGBON, 2021).

Filmes de amido de milho e gelatina tratados pela enzima transglutaminase
apresentaram menor solubilidade, maiores resisténcia a tracdo, alongamento e umidade
guando comparado aos filmes de amido sem tratamento enzimatico (ROSSETO et al.,
2021).

A hidrélise com amyloglucosidase, gerou poros nos granulos de amido de milho
que ao serem aplicados na formulagdo do filme por Miao; Zhang; Lu (2021), favoreceu a

liberagdo controlada do composto bioativo.
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Embora comprovada melhoras nas propriedades reologica dos amidos, foram
encontrados poucos trabalhos nas bases de pesquisa utilizadas (Scopus, PubMed, Science
Direct), que utilizassem o mesmo na producdo de filmes ou revestimentos.

O amido modificado por enzimas é frequentemente empregado na producgéo para
aplicacdes tanto alimenticias quanto ndo alimenticias, incluindo produtos farmacéuticos
e sistemas de entrega de medicamentos (PUNIA BANGAR et al., 2022).

A combinacdo estratégica desses métodos de modificagdo possibilita a obtengéo
de filmes a base de amido com propriedades especificas, tornando-os mais competitivos
em relacdo as embalagens tradicionais. O entendimento dessas técnicas € essencial para
a evolucgdo continua e a aplicacdo eficaz desses materiais na industria de embalagens de

alimentos.

4. PERSPECTIVAS E CONCLUSAO

Por ser um polissacarideo amplamente presente na natureza e apresentar uma
gama de aplicacBes, 0 amido necessita frequentemente de novos estudos que explorem
novas propriedades em relacdo ao amido nativo, principalmente em termos de
modificagdes (FAN; PICCHIONI, 2020).

Conforme apresentado nesta revisdo, nas ultimas décadas o0s avangos na
tecnologia de embalagens a base de amido modificado tém proporcionado notaveis
melhorias nas propriedades mecénicas, de barreira e sustentabilidade desses materiais. A
evolucdo continua nessa area tem implicacdes significativas para a industria de
embalagens, promovendo solucdes mais ecoldgicas e eficientes.

O uso de solventes “verdes” (liquidos i6nicos), gas CO2 supercritico e 0zonizagao
vem sendo explorados como opcdes ecoldgicas para modificagdo dos amidos (FAN;
PICCHIONI, 2020; LA FUENTE et al., 2019).

A modificacdo sequencial do amido, ou seja, a combinagao de diferentes métodos,
também tem se mostrado uma abordagem eficaz para produzir amido modificado com
propriedades funcionais especificas em um curto periodo de tempo e para melhorar as
propriedades de revestimentos/filmes a serem usados como embalagens alimenticias
(ASHOGBON, 2021; CHENG et al., 2022; HU et al., 2019; KHURSHIDA et al., 2021;
NARVAEZ-GOMEZ et al., 2021)

Um outro tipo de modificacdo que vem sendo explorado é a genética. A

modificacdo genética do amido pode ser realizada por meio de técnicas de melhoramento
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vegetal tradicionais ou utilizando métodos de biotecnologia que envolvem enzimas
relacionadas a biossintese de amido (KATHURIA; GAUTAM; DATT, 2019). Essas
técnicas tém como objetivo alterar as propriedades do amido para finalidades especificas
ou novas aplicacdes, como a obtencdo de amido com alto teor de amilose, resultando na
producdo de filmes mais rigidos e cristalinos (KATHURIA; GAUTAM; DATT, 2019;
LAUER; SMITH, 2020).

Os avancos significativos em embalagens a base de amido modificado emergem
como uma resposta promissora aos desafios ambientais e as demandas crescentes por
solucgdes sustentaveis. A modificacdo do amido, seja por processos quimicos, fisico,
enzimatico, ou a combinacdo deles, tem catalisado uma evolucdo notavel,
proporcionando melhorias substanciais nas propriedades mecéanicas e de barreira desses
filmes.

Os recentes progressos na otimizacdo das propriedades mecanicas, como
resisténcia a tracdo e elongacdo, sdo testemunhas da habilidade crescente em adaptar o
amido para atender as exigéncias préaticas da industria de embalagens.

Além disso, a incorporacdo de nanomateriais e agentes bioativos tem
potencializado a estabilidade térmica e mecénica dos filmes e conferindo funcionalidade,
elevando os padrdes de desempenho. A modificagdo do amido, aliado a incorporacdo de
aditivos ativos sdo estratégias eficazes para melhorar as propriedades dos filmes,
tornando-o0s mais competitivos no mercado.

Em suma, os avancos em embalagens a base de amido modificado estdo
pavimentando o caminho para solu¢Ges mais inovadoras, sustentaveis e adaptaveis as
necessidades especificas da industria alimenticia e de embalagens. O compromisso
continuo com a pesquisa e desenvolvimento nesse campo € essencial para impulsionar a

evolucdo e a adocdo generalizada dessas tecnologias emergentes.
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RESUMO

As ameacas a seguranca alimentar e a deterioracdo causada pela contaminacdo de
microrganismos resultaram em perdas econdmicas e doencgas transmitidas por alimentos
na indastria alimenticia. Portanto, o desenvolvimento de conservantes alimentares
naturais € uma necessidade urgente, considerando a seguranca dos conservantes
sintéticos. Devido as suas excelentes propriedades antioxidantes e antibacterianas, o 6leo
essencial de tomilho (OET) é visto como um promissor conservante natural. No entanto,
a sua volatilidade, baixa solubilidade em &gua e susceptibilidade a oxidacdo limitam a sua
utilizacdo. O encapsulamento de OEs é uma das opcOes para reduzir esses efeitos e
melhorar suas atividades bioldgicas. Nesta revisdo, € discutida a relevancia do
encapsulamento do OET, as principais técnicas utilizadas, bem como as aplicacdes em

matrizes alimentares e embalagens de alimentos.

Palavras-chaves: conservacao; microparticulas; nanoparticulas; timol
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ABSTRACT

Threats to food safety and deterioration caused by microbial contamination have resulted
in economic losses and foodborne illnesses in the food industry. Therefore, the
development of natural food preservatives is an urgent need, considering the safety of
synthetic preservatives. Due to its excellent antioxidant and antibacterial properties,
thyme essential oil (TEO) is seen as a promising natural preservative. However, its
volatility, low solubility in water, and susceptibility to oxidation limit its use.
Encapsulation of EOs is one option to reduce these effects and enhance their biological
activities. This review discusses the relevance of TEO encapsulation, the main techniques
used, as well as applications in food matrices and food packaging.

Keywords: preservation; microparticles; nanoparticles; thymol
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1. INTRODUCAO

As doengas de origem alimentar causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas
e contaminacao por produtos quimicos tornaram-se uma grande preocupacao de saude
global como resultado da globalizacdo e do comércio ativo de alimentos (POSGAY et al.,
2022; ZHANG et al., 2023a). Todos os anos, 0 consumo de alimentos contaminados
resulta em cerca de 600 milhGes de casos de doencas de origem alimentar e 420.000
mortes (WHO, 2022).

Os conservantes quimicos tém sido historicamente utilizados para impedir o
crescimento e a multiplicacdo de microrganismos nos produtos alimentares, mas as
preocupacOes de seguranca relativas aos residuos quimicos limitaram a sua utilizagdo na
industria alimentar. Além disso, 0 uso prolongado de conservantes quimicos artificiais
pode resultar em resisténcia microbiana, o que cria sérios problemas para a manutencao
da seguranca e preservacdo dos alimentos (HOSSEN et al., 2024). Portanto, investigar
conservantes sustentaveis e naturais € uma forma promissora de adiar a deterioragao dos
alimentos e diminuir a incidéncia de doencas de origem alimentar.

Nos ultimos anos, foram experimentados muitos compostos naturais que
mantém os alimentos frescos e seguros para consumo, incluindo principalmente extratos
vegetais, como polifendis e 6leos essenciais (OE) (BASAVEGOWDA; BAEK, 2021). Os
OEs vegetais sdo metabdlitos secundarios de plantas e na sua maioria com ampla
atividade antibacteriana e excelente capacidade antioxidante que sdo amplamente
utilizados no processamento e preservacdo de alimentos (HOU et al., 2022).

Recentemente, numerosos OEs de plantas, como de orégano, cravo, manjericao,
canela, tomilho, hortela-pimenta, alecrim, pimenta rosa, bem como os componentes
monoméricos como eugenol, carvacrol, timol, mentol, cinamaldeido, demonstraram
capacidade de conservar alimentos (CARPENA et al., 2021; VIANNA et al., 2021).

O dleo essencial de tomilho (OET) é um OE tipico caracterizado por seu sabor
picante unico, utilizado nas indudstrias de aromatizagéo de alimentos e cosméticos. Além
disso, este OE possui alto valor medicinal devido as suas propriedades inseticidas,
antimicrobianas e antioxidantes (BARROS et al., 2022; GALOVICOVA et al., 2021b).
E importante ressaltar que o OET tem um efeito inibitdrio significativo na maioria dos
microrganismos de origem alimentar e, como conservante. O OET possui uma
composi¢do quimica complexa que consiste principalmente timol, p-cimeno, carvacrol e
y-terpineno (RADUNZ et al., 2020). Tal como outros OEs vegetais, o0 OET é volatil,

facilmente oxidado, facilmente decomposto e insoluvel em &gua, limitando sua
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capacidade de ser utilizado como conservante natural em produtos alimentares
(RADUNZ et al., 2020).

Portanto, para melhorar sua aplicagcdo na industria alimentar, pesquisas que
envolvendo técnicas de encapsulamento para reduzir a sua degradacdo e controlar a sua
taxa de libertacdo foram estudadas. Além disso, o0 OET tem um aroma forte e Unico, que
pode afetar o sabor natural dos alimentos quando aplicado diretamente, e seu
encapsulamento pode minimizar seu aroma e reduzir os efeitos adversos no sabor dos
alimentos (YANG et al., 2022). Os processos comumente usados para encapsular OET
incluem secagem por pulverizacdo (spray drying) (BARROS et al., 2022) , liofilizacdo
(AHMED et al., 2023), coacervacio complexa (GUIMARAES et al., 2024), gelificacio
ionica (MEDINA et al., 2019), nanoemulsdes (HE et al., 2022) e eletrospinning
(PEIXOTO et al., 2023). Alem disso, muitos estudos nos ultimos anos relataram a
aplicacdo de OET encapsulado em uma variedade de produtos alimenticios, incluindo
frutas e vegetais frescos, carnes e bolos (GONCALVES et al., 2018; MEDINA et al.,
2019; POSGAY et al., 2022; RADUNZ et al., 2020). Para aumentar a eficacia do OET
em aplicacBes na preservacdo de alimentos, os atuais esforcos de investigacdo centram-
se principalmente na incorporacao de formas encapsuladas em filmes de embalagens de
alimentos ou revestimentos comestiveis (PEIXOTO et al., 2023; RIBEIRO-SANTOS;
ANDRADE; SANCHES-SILVA, 2017).

Embora as pesquisas focadas na aplicacdo de OET na preservacao de alimentos
estejam aumentando, até o momento, nenhum trabalho foi realizado delineando o
progresso da encapsulacéo e sistemas de entrega para OET como conservante natural para
aplicacdes de processamento de alimentos. Portanto, este estudo concentra-se no OET,
descreve sua composicdo quimica e propriedades funcionais, e discute os sistemas de

encapsulacao utilizados bem como sua aplicacéo na preservacdo de alimentos.

2. TOMILHO, VISAO GERAL
A espécie Thymus (também conhecida como tomilho) pertence a familia
Lamiaceae e é comumente usada como tempero e erva (STEFANAKI; VAN ANDEL,
2021). O tomilho é amplamente distribuido em todo o mundo e tem >200 variedades. A
espécie mais importante comercialmente é o Thymus vulgaris, conhecido como tomilho
comum ou tomilho de jardim. Tem distribui¢do no oeste do Mediterraneo e é nativo do

sul da Europa, da Espanha a Italia. Outras espécies comercialmente importantes incluem
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Thymus zygis (conhecido como tomilho espanhol), Thymus pulegioides e Thymus
serpyllum, as duas Ultimas espécies de distribuicdo eurasiatica (FERNANDES;
TRINDADE; DE MELO, 2018).

O timol - um fenil propileno- é o principal composto de 6leo essencial do Thymus
vulgaris e de outras espécies culinarias de tomilho. Outros compostos volateis dominantes
nos Oleos essenciais dessas plantas sdo: carvacrol, p-cimeno, y-terpineno e linalol
(ABHISHEK BISWAL; PAZHAMALAI, 2021). Os principais componentes estdo na
Tabela 1.

Tabela 1 Contetdo percentual dos componentes do 6leo de tomilho

Componente %
a-Thujene 0.2%-15%
R-Myrcene 1.0 %-3.0%
a-Terpinene 0.9 %-2.6%
p-Cymene 14.0 %-28.0 %
y-Terpinene 4.0 %-12.0 %
Linalool 1.5%-6.5%
Terpinen-4-ol 0.1%-25%
Carvacrol methyl ether 0.05%-1.5%
Thymol 37.0 %-55.0 %
Carvacrol 0.5%-55%

Fonte:Adapatado de (STAHL-BISKUP; VENSKUTONIS, 2012)

O O6leo de tomilho é obtido principalmente por destilagdo a vapor,
hidrodestilacdo ou extracdo com liquido pressurizado das partes aéreas com flores frescas
de Thymus vulgaris L., T. zygis L. ou de uma mistura de ambas as espécies (ABHISHEK
BISWAL; PAZHAMALAI, 2021).

O método de hidrodestilacdo foi empregado para extrair o 6leo essencial de T.
zygis o rendimento foi de 5,25% (FATIMA; KOMALA, 2022). Os compostos bioativos
do OET podem ser identificados por cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC
— MS). Dependendo da variedade de OET, varios compostos quimicos sdo detectados em
GC-MS. Almeida et al. (2023) identificaram 12 compostos quimicos do OET de Thymus
vulgaris. Galovicova et al., (2021a) identificaram mais de 30 compostos quimicos de T.

serpyllum. Diferentes métodos de extracao, condi¢des sazonais, fenoldgicas ou climaticas
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podem afetar os principais constituintes quimicos dos OEs (STEFANAKI; VAN
ANDEL, 2021).

Devido a sua composicdo quimica, o OET possui excelente atividade
antibacteriana e antioxidante, sendo uma boa base para o desenvolvimento de
conservantes e antioxidantes naturais eficazes (COIMBRA; FERREIRA; DUARTE,
2022). Gongalves et al. (2017) relataram que a concentra¢do minima inibitéria (CMI) do
OET foi de 0,60; 0,125; 0,25; 0,20; 0,15 e 0,5 mg/mL para E. faecium, S. aureus, A. niger,
E. coli, S.choleraesuis e P. aeruginosa, respectivamente

Além disso, estudos demonstraram que o OET tem atividade antifingica de
amplo espectro e pode ser aplicado contra a deterioracdo de alimentos devido a
contaminaces fungicas em sistemas alimentares, como frutas pds-colheita (COIMBRA,
FERREIRA; DUARTE, 2022; MEDINA et al., 2019). A acdo antimicrobiana do OET
tem sido relacionada a inibi¢do de microrganismos devido a presenca do timol, que causa
danos as membranas celulares; alteracdo do perfil lipidico; inibicdo de ATPases, divisdo
celular, porinas de membrana, motilidade e formagdo de biofilme (COIMBRA;
FERREIRA; DUARTE, 2022; HOU et al., 2022).

Estudo realizado por Park et al. (2016) mostrou que apds 24 horas de fumigacéo
a 11,76 mg de OET/L de O, apresentou alta mortalidade de 93,9% e 72,0% contra
machos e fémeas de drosofila de asa manchada (Drosophila suzukii), respectivamente.
Em relacdo a toxicidade de contato, ap6s 24 h de tratamento com 7,5 ug de OE/mosca, 0
0leo exibiu 93,7% de mortalidade contra machos e 77,1% de mortalidade contra fémeas.

O OET ndo tem apenas boa atividade antimicrobiana, mas também atividade
antioxidante significativa (FERNANDES; TRINDADE; DE MELO, 2018; PEIXOTO et
al., 2023; RADUNZ et al., 2020). Existe uma correlagdo entre a composicio quimicae a
atividade antioxidante, estudos demonstraram a superioridade do poder antioxidante dos
6leos essenciais com carvacrol, timol (BOUTAKIOUT et al., 2022; COIMBRA;
FERREIRA; DUARTE, 2022). Os fenolicos operam como agentes redutores, doadores
de hidrogénio e doadores Unicos de oxigénio devido as suas propriedades redox (RADI
etal., 2022).

O oleo essencial de tomilho, conforme apresentado, apresenta excelentes
propriedades antioxidantes e antibacterianas, sendo considerado um promissor
conservante natural. No entanto, sua utilizacdo € limitada devido a sua volatilidade, baixa
solubilidade em agua e susceptibilidade & oxidagdo. Por meio do processo de

encapsulamento, é possivel superar essas limitagcdes, protegendo o OET de fatores
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externos que poderiam comprometer sua eficacia, como a exposi¢cdo ao oxigénio e a
umidade. Além disso, a encapsulacdo permite controlar a liberagcdo do OET, garantindo
uma eficacia prolongada e controlada ao longo do tempo.

3. TECNICAS DE ENCAPSULAMENTO

O encapsulamento é uma técnica na qual a substancia (ativo de interesse) €
envolvida por uma matriz ou parede, formando uma estrutura semelhante a uma capsula
(ZHANG et al., 2023a) (Figura 1). Essa parede pode ser composta de diferentes materiais,
como polimeros, lipidios ou proteinas, e tem o objetivo de proteger a substancia
encapsulada, controlar sua liberacdo e melhorar sua estabilidade (FERNANDES et al.,
2022). O encapsulamento é frequentemente utilizado para proteger ingredientes sensiveis,
como aromas, compostos bioativos ou medicamentos, garantindo sua eficacia e
prolongando sua vida atil (SUNDAR; PARIKH, 2023).

(a) (b) (c) (d)

Figura 1 Morfologia de microparticulas obtidas por microencapsulagdo: (a) microcapsula, (b)
microesfera, (c) Microcapsula multicamada, (d) microesfera multicamada e multinuclear.

Uma etapa crucial antes do encapsulamento é a formacdo de emulsGes. Uma
emulsdo € uma mistura de dois liquidos imisciveis, onde um deles (a fase dispersa) €
disperso em forma de pequenas goticulas no outro (a fase continua). Emulsificantes sdo
frequentemente usados para estabilizar essa mistura, prevenindo a separacdo das fases.
As emulsbes podem ser 6leo em agua (O/A), onde o 6leo é a fase dispersa, ou agua em
oleo (A/O), onde a agua ¢ a fase dispersa. A formacdo de emulsdes é essencial para
garantir a homogeneidade e a eficiéncia do encapsulamento, melhorando a estabilidade e
a biodisponibilidade dos compostos bioativos (FERNANDES et al., 2022)

O encapsulamento influencia algumas propriedades fisico-quimicas dos 6leos
essenciais, incluindo estabilidade, propriedades de liberacéo, caracteristicas sensoriais e

atividade antimicrobiana. A extensdo da influéncia variara com base da técnica de
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encapsulamento adotada bem como da escolha da parede material e tipo de 6leo essencial
sendo encapsulado (MORAES-LOVISON et al., 2017; SUNDAR; PARIKH, 2023).

A selecdo da técnica de encapsulamento depende do material de recheio da
capsula (material a ser encapsulado), do tamanho desejado das particulas e da aplicacédo
e mecanismo de liberacdo do material protegido pretendido (SALVADORI et al., 2019).

Por ser a parede que manterd o ativo protegido do meio, ou ainda, ser a matriz
onde o ativo estara distribuido, a escolha do material encapsulante deve seguir alguns
critérios; como por exemplo: baixa viscosidade em altas concentracdes, ser de facil
manipulacdo durante o processo, ndo ser altamente higroscopico, transformar liquido em
solido para uso em sistemas secos, nao ser reativo com a substancia a ser encapsulado e,
principalmente, proteger o ativo quanto as condi¢des adversas (luz, pH, oxigénio, calor e
outros compostos presentes) e ainda, possuir as propriedades desejadas de liberacdo do
encapsulado; além de ndo possui sabor e ter baixo custo (PRAKASH et al., 2018).

A liberacdo dos agentes ativos incorporados nas particulas pode ocorrer através
da ruptura mecéanica, mediante acdo da temperatura e do pH, por meio da biodegradacéo,
pela solubilidade no meio e por difusdo (SALVADORI et al., 2019). A tabela 2 apresenta

estudos de encapsulacdo do OET por diferentes técnicas.
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Tabela 2 Técnicas de encapsulamento para o Oleo essencial de tomilho (OET)

Técnica

Polimeros

Propriedades

Microrganismos
testados

Aplicacéo

Referéncias

Coacervacao
complexa

Coacervacao
complexa

Coacervacao
complexao

Eletrofiacéo

gelatina e goma
arébica

gelatina e goma
arébica

B-Cyclodextrina e
goma arabica

Zeina

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antioxidante e
Antimicrobiano

Enterococcus
faecium ,
Enterococcus hirae
, Escherichia coli ,
Salmonella
choleraesuis ,
Staphylococcus
aureus , Salmonella
typhimurium , e
Pseudomonas
aeruginosa
Aspergillus niger

Staphylococcus
aureus, Escherichia
coli, Penicillium sp.

Colletotrichum
gloeosporioides Pen
z. e Botryodiplodia

theobromae Pat.

Staphylococcus
aureus

Bolo

Embalagem de
amido de mandioca

Embalagem para
manga

Embalagem para
Carne moida

(GONGALVES et
al., 2017b)

(GUIMARAES et
al., 2024)

(CAl et al., 2020)

(PEIXOTO et al.,
2023)
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Coacervacao
complexa

Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Spray drying

Spray drying

Gelificaca I6nica

Eletrofiacéo

y-ciclodextrina

Cloreto de
hexadecilpiridinio
monohidratado

Tween 80,
Dodecilsulfato de
sodio e cloreto de

cetilpiridinio

caseina e
maltodextrina

caseina e
maltodextrina

Quitosana e acido
citrico

Amido e acido
férmico

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antioxidante e
Antimicrobiano

Inseticida

Antimicrobiano

Antioxidante

Filmes de
nanoplacas
tricamadas de
polilactida/éleo de
tomilho/grafeno

S. typhimurium e L.
monocytogenes,

(AHMED et al.,
2023)

Escherichia coli
O157:H7 e
Staphylococcus
aureus

- (HE et al., 2022)

Escherichia coli - (YANG et al., 2022)

Staphylococcus
aureus, Escherichia

coli, Listeria Hamburauer (RADUNZ et al.,
monocytogenes e S g 2020)
almonella Typhimur
ium
. . . « . (BARROS et al.,
Sitophilus zeamais Grdos de milho 2022)
Filmes de
S. aureus, S. Qumqa/Qunosana (MEDINA et al.,
typhimurium e L. aplicados em 2019)
innocua, Botrytis Mirtillos e Tomates
cinerea cereja
) . (FONSECA et al.,
Nanofibras 2020)
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3.1 Spray Drying
O processo de secagem por pulverizagdo (spray drying) é um método de
microencapsulacdo usado nas industrias de alimentos e farmacéutica para produzir pos
secos (BECERRIL; NERIN; SILVA, 2020) (Figura 2).
O processo de spray drying envolve 0s seguintes passos:

a) Atomizacdo: a emulsdo (solugdo aquosa com material de parede + composto
bioativo) é atomizado em pequenas gotas usando um dispositivo de
pulverizagdo, como um bico pulverizador, para criar uma grande area de
superficie exposta ao ar.

b) Secagem: As gotas atomizadas sao introduzidas em uma camara de secagem,
onde estdo expostas a um fluxo de ar quente. Este ar quente evapora
rapidamente a umidade das goticulas, resultando em particulas solidas secas.

c) Coleta: As particulas secas sdo coletadas por ciclones, filtros ou outros
dispositivos de coleta.

Fatores como as propriedades dos materiais de parede e do nucleo, o fluxo de ar
e a temperatura de entrada, a umidade e a viscosidade da solugcdo tém impacto na
eficiéncia de encapsulacdo. A técnica apresenta algumas desvantagens como: temperatura
alta, o nimero limitado de materiais de parede adequados e 0s pds resultantes ndo séo
uniformes em tamanho (KUREK et al., 2021; SUNDAR; PARIKH, 2023).
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Figura 2 Representacdo esquematica do processo de Spray drying. Fonte: Autoria propria

Rad(nz et al. (2020) investigaram o impacto da microencapsulagéo por spray
drying (SD) nas propriedades antioxidantes e antimicrobianas do OET. Os pesquisadores
examinaram a microencapsulacdo do OET utilizando caseina e maltodextrina (MD) como

materiais encapsulantes e compararam suas atividades antimicrobianas e antioxidante
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com o OE livre. O OET encapsulado demonstrou atividade antioxidante e antibacteriana
tanto experimentalmente in vitro quanto in situ contra L. monocytogenes, E. coli e S.
typhimurium. Adicionalmente, a encapsulacéo do OET controlou o crescimento de E.coli
em carnes de hamburguer por 14 dias enquanto o OET livre esse controle foi de 7 dias.
Esses resultados confirmam a eficacia do encapsulamento do OET no controle de

liberacdo do 6leo, podendo ser utilizado como conservante em produtos carneos.

3.2 Coacervacgao complexa

A coacervacdo é uma técnica Util para encapsular Gleos essenciais.
‘Coacervacdo’ ¢ um termo usado na quimica coloidal para denotar o processo de
separacdo de fase associativa induzido pela modificacdo do ambiente de midia (pH, forca
ibnica, temperatura, solubilidade) sob condi¢des controladas. A fase mais concentrada no
componente coloidal é o coacervado, e a outra fase é a solucdo de equilibrio
(TIMILSENA et al., 2019).

De acordo com Mukurumbira et al., (2022). O encapsulamento via coacervacgédo
complexa geralmente consiste em quatro etapas (Figura 3):

a) emulsificacéo,

b) coacervagdo/separacdo de fases

c) gelificacdo (producéo de parede de casca) e;
d) solidificacdo (reticulacdo), se necessario.
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Figura 3 Representacdo esquematica da técnica de coacervagdo complexa. Fonte: Autoria

prépria.

Um ponto critico da técnica € otimizar as concentracfes do material de parede e

do reticulante para se adequar & concentracdo minima de atividade antimicrobia e/ou
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antioxidante do 6leo. A concentracdo do OE influencia na eficiéncia de encapsulamento,
com aumento da concentragdo do 6leo, ela ultrapassa a quantidade de material de parede,
tornando-se assim insuficiente para encapsular todas as goticulas de Oleo,
consequentemente, afetando a eficiéncia de encapsulacio (MUKURUMBIRA et al.,
2022).

Apesar de ser uma técnica de custo elevado e que envolve a otimizacdo de varios
pardmetros de processamento, a tecnologia de coacervacdo complexa oferece inUmeras
vantagens como: uma carga Util elevada de ingredientes principais, alto rendimento,
protecdo adequada a compostos funcionais volateis e de alto valor, uma vez que tem
condicGes de preparacdo suave e excelentes caracteristicas de liberacdo controlada, sendo
as microcapsulas resultantes imisciveis em agua (REN et al., 2023).

Ao utilizar a técnica de coacervagdo complexa para encapsular OET com B-ciclo
dextrina, Viacava et al. (2018) compararam as microparticulas com o6leo livre como
antioxidante natural e agente antimicrobiano para melhorar a qualidade e a vida util da
alface minimamente processada durante o armazenamento refrigerado. Os tratamentos
com Oleo essencial livre ndo reduziram a carga microbiana da alface, ao contrario dos
tratamentos com Oleo essencial encapsulado em [-ciclodextrina (TO:B-CD), que
mostraram efeito bacteriostatico contra bactérias mesoéfilas e psicrotréficas, além de
reduzirem as contagens de Enterobacteriaceae, leveduras e bolores ao longo do
armazenamento. Além disso, as alfaces tratadas com TO:B-CD apresentaram melhor
qualidade organoléptica em comparacdo com as alfaces tratadas com TO livre. Isso sugere
que as microcapsulas TO:B-CD podem ser eficazes para controlar a deterioracdo e

melhorar os beneficios antioxidantes da alface minimamente processada.

3.3 Eletrofiacdo
O processamento eletro-hidrodinamico (também conhecido como eletrospun ou
electrospray) tem por propdsito atomizar liquidos por meio de forcas elétricas. A¢des
eletro-hidrodindmicas, onde solugdes de polimeros sdo concentradas e pulverizadas
atraveés de campo elétrico de alto potencial, com intuito de se obter fibras ou particulas
(RENTERIA-ORTEGA et al., 2021) (Figura 4).
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Figura 4 Representacdo esquematica da técnica de Eletrofiagdo. Fonte: Autoria propria.
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No caso do eletrospray este surge como uma alternativa inovadora pela sua
capacidade de ultrapassar alguns dos desafios associados a processos de encapsulagéo de
substancias susceptiveis a deterioracdo por calor, como é o caso dos 6leos essenciais. O
processo pode ser realizado a partir de uma solucdo aquosa, a temperatura ambiente e sem
coagulacgdo quimica, e que permite produzir estruturas a micro ou nano escala, onde existe
um processo “simultdneo” de encapsulagdo e secagem (AZIMI et al., 2020).

O ponto critico dessa técnica esta na otimizacdo dos parametros. A concentracdo
e viscosidade ideais do polimero sdo necessarias para permitir entrelagamento suficiente
das cadeias e tensdo superficial necessaria para produzir nanofibras uniformes e sem
granulos (LIANG; GAO, 2023). Na eletrofiacdo, uma baixa voltagem pode produzir
pequenos granulos e nanofibras, enquanto uma alta voltagem pode produzir nanofibras
grossas e heterogéneas (GUNES CIMEN et al., 2022). Além disso, a morfologia das
nanofibras é influenciada pela taxa de fluxo da solucéo.

Ansarifar e Moradinezhad (2022) encapsularam o 6leo essencial de tomilho por
eletrofiacdo utilizando fibra de zeina para preservagdo de morangos. Os autores
constataram que o uso das fibras como embalagem ativa para armazenamento de
morangos, foi possivel preservar as caracteristicas bioquimicas e microbianas da fruta,
reduzindo a contagem de bactérias, fungos e leveduras e preservando a capacidade

antioxidante dos morangos apés 15 dias de armazenamento a 4°C.
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3.4 Nanoemulsao

Emulsdo é uma dispersdo coloidal heterogénea, ou seja, dois liquidos que
normalmente ndo se misturam (imisciveis). Um liquido (fase dispersante) € disperso em
pequenas goticulas no outro liquido circundante, chamado de fase continua
(GUCHHAIT; SARMA, 2024).

Nanoemulsdes sdo emulsdes, cujo tamanho de suas goticulas geralmente variam
de 20 a 200nm e requerem a adicdo de um emulsificante para alcancar estabilidade e
evitar a separacdo de fases dos liquidos imisciveis (SAXENA et al., 2017). A técnica
envolve a producéo de uma emulséo e esta é submetida a forgas externas com alta entrada
de energia através de equipamentos como: homogeneizadores de alta pressao,
microfluidizadores e ultrassonicadores, que quebram goticulas maiores em goticulas

menores (Figura 5).
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Figura 5 Representagdo esquematica da técnica Nanoemulsdo. Fonte: Autoria propria.

Esta técnica vem sendo cada vez mais utilizadas para encapsular, proteger e
fornecer ingredientes lipofilicos (ACEVEDO-FANI et al., 2015). Oleo em agua (o/a) e
agua em 6leo (a/o) sdo os dois sistemas de nanodispersdo que sdo comumente utilizados
para encapsulamento. Os Oleos essenciais, emulsdes de 6leo em agua sdo mais
utilizadas(SUNDAR; PARIKH, 2023).

O tamanho abaixo de 100nm das particulas em nanoemulsdes tem duas
vantagens importantes como a possibilidade de melhorar as propriedades fisico-quimicas

e de estabilidade e a capacidade de melhorar a atividade bioldgica dos compostos
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lipofilicos aumentando a area da superficie em quantidade de massa (PRAKASH et al.,
2018).

Em estudo realizado por Acevedo-Fani etal. (2015), filmes de alginato contendo
nanoemulsdes de 6leo essencial de tomilho demonstraram uma potente atividade
inibitdria contra E. coli, ao passo que aqueles que continham nanoemulsdes de outros
OEs (salvia e capim-limao) ndo apresentaram qualquer atividade antimicrobiana quanto
encapsulados. Os pesquisadores atribuiram essa alta atividade antimicrobiana dos filmes
com tomilho as propriedades do timol, seu principal componente, que provoca alteracdes
na membrana celular.

Em outro estudo, tomates cereja foram protegidos contra o apodrecimento
causado pelo fungo o Botrytis cinerea ao serem revestidos em nanoemulsdes de tomilho.
Um filme comestivel de quitosana contendo nanoemulsdo de tomilho retardou
consideravelmente o crescimento de fungos nos tomates cereja ap6s 7 dias de
armazenamento a 5°C (ROBLEDO et al., 2018).

3.5 Gelificagao lonica
E uma técnica simples, econdmica e eficiente. Neste processo, particulas
carregadas com OEs sdo produzidas em duas etapas (HOSSEN et al., 2024):
a) formacdo de emulsdo 6leo-em-agua e;
b) gelificacdo i6nica dessa emulsdo com agentes gelificantes, como cloreto de
calcio (CaCl).

A gelificaco i6nica utiliza uma solugdo de biopolimero contendo o material de
interesse e através de um bocal de alta pressdo, faz-se o gotejar sobre uma solucdo de

carga oposta, acontecendo a gelificacdo (Figura 6).

Solugdo
biopolimérica

—_ Solugdo gelificante

Figura 6 Representagdo esquematica da técnica de Gelificacdo I6nica. Fonte: Autoria propria.
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A gelificacdo ocorre por meio da difusao de cations para o interior da solucéo de
hidrocoloide (REIS et al., 2021). Assim, ao misturar duas solu¢Ges de macromoléculas
de cargas opostas, os complexos de polieletrélitos sdo formados devido as interacoes
eletrostatica entre os ions.

Uma limitacéo significativa deste método € o tamanho consideravel das capsulas
formadas, variando entre 500pum e 3mm. O tamanho das mesmas é dependente do
tamanho do didmetro da agulha utilizada, da viscosidade e concentragdo da solugéo
biopolimérica, e da distancia entre a seringa e a solucgéo idnica (REIS et al., 2021).

Com intuito de reduzir essa limitacdo, pesquisas vém sendo realizadas e
demonstraram que equipamentos extrusores com bicos multiplos, discos aspersores e
fluxo de ar comprimido diminuem o tamanho das particulas (HADIDI et al., 2020; MELO
etal., 2018).

O estudo realizado por Medina et al., (2019) teve como objetivo aprimorar a
eficacia de filmes comestiveis a base de proteina de quinoa/quitosana na prolongacao da
vida til pés-colheita de mirtilos e tomates cereja, mediante a adi¢do de nanoparticulas
de quitosana e timol preparadas por gelificacdo i6nica. As nanoparticulas mostraram
eficacia na inibicdo do crescimento do fungo Botrytis cinerea. Os filmes contendo
nanoparticulas apresentaram uma reducdo significativa na permeabilidade ao vapor de
agua em comparacgdo com filme contendo 6leo de girassol livre e filme sem éleo. Além
disso, esses filmes foram aplicados como revestimento em recipientes PET para
armazenar 0s mirtilos e tomates cereja, resultando em uma perda de peso
significativamente menor em comparacdo com o0s recipientes PET ndo modificados

durante o armazenamento por 10 dias a 7°C e 85% de umidade relativa.

4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

OET é um conservante alimentar natural promissor como agente antimicrobiano
e antioxidante derivado de plantas. Este trabalho mostrou que a estabilidade e as
propriedades de liberacdo controlada do OET podem ser melhoradas atraves de varios
sistemas de encapsulamento e entrega, aumentando assim a capacidade do OET de
prolongar a vida Gtil dos produtos alimenticios. As propriedades de diferentes sistemas
de encapsulamento e distribuigédo variam e incluem spray drying, coacervacdo complexa,

eletrofiagdo, nanoemulsdo e gelificacdo idnica. Os estudos atuais concentram-se na
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otimizacdo de processos e nas propriedades dos sistemas de encapsulamento OET e em
aplicacdes préticas de preservacdo de alimentos. Além disso, 0 OET tem um sabor
caracteristico forte, e estudos futuros devem concentrar-se no efeito de diferentes sistemas
de entrega no mascaramento do seu sabor.

A utilizacdo de OEs encapsulados esta alinhada com os principios da economia
circular, que promove o uso eficiente dos recursos naturais e a reducdo do desperdicio.
Esses conservantes naturais, como OET, podem ser encapsulados em materiais
biodegradaveis, como aqui apresentado, proporcionando uma libera¢do controlada e
prolongada de seus beneficios antimicrobianos e antioxidantes. 1sso ndo apenas prolonga
a vida util dos alimentos, reduzindo o desperdicio, mas também promove uma abordagem
mais sustentavel em comparacdo com conservantes sintéticos. Além disso, a utilizacdo de
conservantes naturais pode contribuir para a saude e o bem-estar dos consumidores,
oferecendo uma alternativa mais saudavel e segura. Portanto, a adocao de conservantes
naturais encapsulados néo s6 beneficia 0 meio ambiente, ao reduzir o uso de substancias

quimicas prejudiciais, mas também promove uma economia mais sustentavel e resiliente.
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ABSTRACT

This research endeavored to explore the potential application of thyme essential oil (TEO)
in the production of cassava starch (CS) films for active packaging. The study
incorporated TEO both in its unencapsulated form and encapsulated through complex
coacervation into the cassava starch film. The antimicrobial properties of the resulting
films were assessed. The control films and those exhibiting antimicrobial activity were
subjected to extensive physicochemical characterization, including measurements of
thickness, mechanical properties, visual analysis using atomic force microscopy (AFM),
color, luminosity, opacity, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), moisture
content, solubility, and vapor transmission. The outcomes indicated that the presence of
TEO, whether in its unencapsulated or encapsulated form, significantly affected the
roughness of the CS films, reducing their solubility and enhancing their hydrophobicity
compared to the control. It was also observed that unencapsulated TEO negatively
impacted the films' integrity, whereas encapsulated TEO displayed a synergistic effect
with CS films, improving their barrier properties and suggesting their potential use in

food packaging applications.

Keywords: Biopolymers; Food Safety; Macromolecules
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1. INTRODUCTION

The search for innovative solutions in the field of food packaging has grown in
response to environmental concerns and the demand for more sustainable alternatives
(SULTAN et al., 2023). Currently, the prevalence of disposable materials derived from
petroleum in food packaging raises questions about their environmental impact and the
need to explore more eco-friendly options. In this context, the use of natural polymers,
such as starch, has been explored as a promising alternative, offering properties of barrier
and biodegradability (KUREK et al., 2021).

However, despite its benefits, starch has limitations in its resistance to steam due
to its hydrophilic nature, which restricts its application in the food industry (KUMARI,
PAKSHIRAJAN; PUGAZHENTHI, 2022). To overcome these limitations, the
incorporation of EOs in the polymer matrix, particularly thyme essential oil (Thymus
vulgaris), emerges as an innovative approach. Thyme not only confers antimicrobial
properties but also possesses notable antioxidant and flavor-enhancing benefits
(GONGALVES et al., 2017a; MARTURANO et al., 2019; ROBLEDO et al., 2018; ZHU
etal., 2018).

Previous studies show that microencapsulation is a technique that aims to improve
the effectiveness and stability of essential oils, as well as provide controlled release over
time (BARBOSA et al., 2022; FERNANDES et al., 2022). The encapsulation of EO has
shown to reduce the amount of oil required for antimicrobial and/or antioxidant activities
(ZANETTI et al., 2018) and unnecessary effects of plasticization (JARAMILLO et al.,
2016). However, only a few studies have investigated the influence of the concentration
of these microparticles on the antimicrobial and physical properties of natural films.
Another point worth noting is the limited number of studies that have compared these
properties with those of free oils.

This study aims to investigate the effects of incorporating different concentrations
of TEO microparticles in starch films and to examine the changes induced in
antimicrobial properties and packaging material properties compared to the use of free oil
in these films. By investigating the impact of microparticle concentration and this
innovative strategy on antimicrobial and physical-chemical properties of packaging, we
seek to contribute to the development of more efficient and sustainable solutions in the
context of food packaging. This study thus aims to provide valuable insights for the

development of more effective and ecologically responsible food packaging.
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2. MATERIALS AND METHODS

Cassava starch (AM10, 22 % amylose) was supplied by Horizonte Amidos
(Marechal Candido Rondon, PR, Brazil), bovine skin type B gelatin (244 Bloom, LF
21502/04, Gelita América do Sul, SP, Brazil), gum Arabic (IRX49345, Colloides
Naturels Brasil, MW = 300,000 g/mol, SP, Brazil), Thyme essential oil (Petit Marie,
Itaquaquecetuba, SP, Brazil,) with 53 % thymol (GONCALVES et al., 2017b). Culture
media were Mueller-Hinton agar (Kasvi, Italy), Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia,
India), and Dextrose Potato Agar (BDA) (lon Cult, India).

2.1 Preparation of microparticles by complex coacervation

Microparticles are prepared via complex coacervation (GONCALVES et al.,
2017b). A gelatin solution at 2.5 % m/v was maintained at 50 °C and homogenized with
2.5 % m/v TEO using an Ultra Turrax T-18 (IKA Words, USA) at 14.000 rpm. The same
volume of gum Arabic solution was maintained at 40 °C and the gelatin-gum Arabic
dispersion (GE/GA) pH was adjusted to 4.0. The gelatin-gum Arabic system was kept
under magnetic stirring throughout the particle formation process and then cooled to 10
°C using an ice bath. The solution was then left to stand at 10 °C for 16 h.

The loading of essential oil in the microparticles (Eq. 1) was determined after
extraction by maceration in ethyl alcohol and reading using a spectrophotometer at 280
nm (T60 UV-Vis; PG Instruments, UK). The analytical curve used was prepared with
thyme oil in 95 % ethyl alcohol. (y = 5.10 “x + 0.0824; R? = 0.9982).

Encapsulation efficiency (EE) was determined by assessing the extracted oil mass
from the particles in relation to the theoretically inserted oil during the production process

(EqQ. 2).
Particle charge = ( Mz ) (Eq. 1)

mass of dry particles

EE(%) = (Z—) x100 (Eq. 2)

Where:
M = initial mass of oil used for encapsulation
M. = final mass of oil present in the ethanolic solution, after extraction of the

microcapsules.
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2.2 Microparticle morphology

The mean particle sizes were determined using a laser light scattering method
(Mastersizer M2000, Malvern Mastersizer., UK). with a sample suspension unit and
deionized water as the suspension medium for the microparticles. The morphological
characteristics of the wet microcapsules were examined using optical microscopy. (5-
Zeiss Axioscope Optical Microscope, Germany) at magnifications of 10x and 40x.

2.3 Film formation

The films were produced by casting, according to the method described by (Motta
et al. (2020), with modification. A dispersion of 4 % (v/v) of starch in distilled water plus
glycerol (30 % w/v) was prepared. The dispersion was maintained under heating at 75° +
2 °C and magnetic agitation (C-MAG-HS7, Ika, Campinas, Brazil) for 30 min. Then, the
solution was cooled to room temperature (30 + 2 °C) and then 50 g was added to acrylic
plates (@ = 14 cm) dried in a forced oven (Nova Etica, Brazil) (35 + 2 °C) for about 24
hours. The films were stored at 23 £ 2 °C and 50 £ 10 % RH.

2.4 Film activation

After solution was cooled to room temperature (30 = 2 °C), the films were
activated according to the concentration of added coacervates (Table 1). The moisture
content of the coacervates (86 %) was considered the final volume of the filmogenic
solution. The films were stored at 23 £ 2 °C and 50 + 10 % RH.

Table 1 Formulation of cassava starch films containing thyme essential oil directly and
microencapsulated.

% of %Essential oil (m/v)
Treatments  particles
(m/v)
CT 0 0
FC1 1 0
FC25 2,5 0
FC5 5 0
FC7.5 7,5 0
FC10 10 0
FO5 0 5
FO10 0 10

CT: Control film; FC1: Film with 1% coacervates; FC2.5: Film with 2.5% coacervates; FC5: Film with 5%
coacervates; FC7.5: Film with 7.5% coacervates; FC10: Film with 10% coacervates; FO5: Film with oil
free proportional to 5% of coacervates; FO10: Film with oil free proportional to 10% of coacervates.
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2.5 Characterization of the active film

2.5.1 Antimicrobial activity

Antimicrobial analyses were performed using the agar diffusion method (ASTM-
E2149, 2020), with modifications. Fragments of 2 x 2 cm of the films were arranged, and
antimicrobial activity was verified by observing of inhibition halos and/or a reduction in
microbial density.

For the fungus Penicillium sp., a fungal suspension containing 1x108spores/mL
(Neubauer chamber) was applied to the BDA culture. As for the bacteria S. aureus
ATCC6538 and E. coli ATCC11229 (0.5 on the McFarland scale) was used on the agar
Mueller-Hinton.

Only films that showed antimicrobial activity were used for physicochemical

characterization.

2.5.2 Mechanical properties and thickness

Sample thickness was assessed using a digital micrometer (Mitutoyo Co.,
Kawasaki-Shi, Japan) with a precision of 0.1 um. The reported thickness values represent

the average of five samples, with measurements conducted at five distinct points.

The mechanical properties were determined according to (ASTM-D882 (2018),
using a universal testing machine (Instron 5966-E2, Norwood, Massachusetts, USA).

Each film sample was analyzed five times.

2.5.3 Moisture content, solubility and water vapor transmission rate

(WVTR)

The moisture content and solubility of the films were cut into 2 cm x 2 cm squares
and evaluated using gravimetric analysis, according to (MOTTA et al., 2020).

The water vapor transmission rate (WVTR) of all film samples was determined
using the gravimetric method (ASTM-E96-00, 2017).
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2.5.4 Visual Analysis and Microscopy of Atomic Force

Atomic force microscopy (AFM) was conducted according to the methodology
outlined by Rodrigues et al. (2020), with modifications. A contact force of 1.8 N/m, a
scanning speed of 0.7 Hz, and a single tip (TAP 190AL-G, Budget Sensors Company,
Bulgaria) with a resonance frequency of 164 kHz were employed. The imaging area was
20 um?. The average roughness was determined using the EasyScan2 Nanosurf software

(Liestal, Switzerland).

2.5.5 Color, Luminosity and Opacity

The color of the materials was evaluated with the aid of a Minolta CM-5-1D
colorimeter using the luminosity (L*) and chromas (a *, b *) parameters, known as
CIELAB, with D65 (illuminant) and 10° (angle of observation).

Material opacity was evaluated using the standard test method for the transparency
of plastic films (ASTM-E1252-98, 2021).

2.5.6 Fourier-transform infrared (FTIR/ATR) spectrophotometry.

FTIR analysis was conducted using a Spectrum 100 spectrometer (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). The samples were examined in the attenuated total reflectance
(ATR), in transmittance. They cover the spectral range of 4000-650 cm ™! with a resolution

of 4 cm™ per scan.

2.6 Statistical analysis

Statistical analysis was obtained by calculating the average and standard deviation
(SD) from multiple independent measurements (n > 3). RStudio® software was used for
data analysis, and one-way ANOVA followed by Tukey's test was conducted to determine

the differences between groups, with a significance level of p < 0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS
3.1 Particle characterization
The morphology, encapsulation efficiency (EE), size, and amount of TEO charged
within the particles were used to evaluate the effectiveness of the colloids formed. The
particles presented an average size of 12 um (Fig. S1), an EE of 89 % and load 0.29 g of
57



oil/g of dry particles formed. A colloidal solution of the polysaccharide-protein complex
was obtained through complex coacervation, allowing the encapsulation of TEO.

It was verified that oil was encapsulated inside the spherical particles (Fig. S2).
Complexation between gelatin and gum Arabic produces particles with multinuclear
internal structures. The absence of clusters was also observed.

Similar morphologies have been reported by other authors, who
microencapsulated TEO using the complex coacervation technique with gelatin-gum
arabic as the wall material (ALMEIDA et al., 2023; CHAIB et al., 2021). When
comparing the microencapsulation of TEO by different polymers, Gongalves et al. (2018)
obtained a better efficiency (89 %) using the gelatin/gum Arabic complex compared to
the gelatin/chitosan complex and the gum Arabic/chitosan complex (67 % and 53 %,

respectively).

3.2 Characterization of the active film

3.2.1 Antimicrobial activity

The antimicrobial activities of starch films with different concentrations of
microparticles are shown in Fig. 1A. The control film (CT) and the film with the lowest
particle concentration (FC1) did not exhibit antimicrobial activity against any of the tested
microorganisms. With 2.5 % particles, the film showed inhibition only against S. aureus,
whereas treatments with equal or greater than 5 % particles demonstrated antimicrobial
activities against all tested microorganisms, with no significant difference (p<0.05)
among them. Therefore, it can be inferred that the antimicrobial activity of the films is
related to the concentration of microparticles present, but a concentration greater than 5

% does not interfere with antimicrobial action.
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Fig. 1 Antimicrobial activity of the active films.

Where (A) CT: Control film; FC1: Film with 1% coacervates; FC2.5: Film with 2.5% coacervates; FC5:
Film with 5% coacervates; FC7.5: Film with 7.5% coacervates; FC10: Film with 10% FC5: Film with 5%
of coacervates; FC10: Film with 10% of coacervates; (B) FO5: Film with oil free proportional to 5% of
coacervates; FO10: Film with oil free proportional to 10% of coacervates; The same letters in the same
column do not differ from each other according to Tukey's test at a significance level of 5%.

He et al., (2022) investigated the antibacterial mechanism of thyme essential oil

nanoemulsions (TEONSs) against E. coli O157:H7 and S. aureus. They observed

membrane disintegration and cytoplasmic inclusion leakage, leading to membrane

dysfunction and bacterial death owing to altered fatty acid composition and reduced

fluidity.
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The structure of microorganisms affects the efficacy of essential oils. Gram-
positive bacteria are more vulnerable than gram-negative bacteria because the
peptidoglycan membrane of the latter hinders oil penetration (RATHOD et al., 2021).

Certain essential oils may disrupt the bacterial plasma membrane lipids, causing
intracellular component leakage (HE et al., 2022; ZHANG et al., 2023b) and inducing
permeabilization and depolarization (RATHOD et al., 2021), suggesting another
mechanism of action. In fungi, the main mechanism involves damage to the cell wall and
the leakage of cytoplasmic contents (CHAVAN; TUPE, 2014).

In agreement with the findings of the present study, Zhang et al. (2023) that gram-
positive bacteria (S. aureus and L. plantarum) were more susceptible to the antimicrobial
action of microparticles containing cinnamon, peppermint, and lemon essential oils than
gram-negative bacteria (E. coli and Salmonella). The authors observed that microparticles
caused alterations in bacterial morphology, leakage of nucleic acids and proteins, and
disruption of the cell membrane, confirming that essential oils have multiple modes of
action.

The primary constituents of TEO are thymol, p-cymene, and its isomer carvacrol
(SILVA et al., 2021), which, because of their phenolic nature, demonstrate extensive
antimicrobial activity (CARPENA et al., 2021; VIANNA et al., 2021). In the TEO, these
elements constituted 83 % of the total composition (GONCALVES et al., 2017a),
supporting its broad antimicrobial spectrum.

The study did not identify the specific components responsible for the
antimicrobial activity; however, as demonstrated here, the inhibitory response only
occurred after the addition of TEO microparticles, suggesting that it is responsible for the
antimicrobial activity.

No notable antimicrobial differences were observed with 5 % coacervate (p
<0.05). Therefore, only films FC5 and FC10 were selected for additional characterization,
along with free oil films (in concentrations proportional to the treatments).

The antimicrobial activities of films FO5 and FO10 were assessed for comparison
with treatments FC5 and FC10, and the results are shown in Fig. 1B.

The free oil films showed significantly lower antimicrobial activity than films
containing coacervates (p < 0.05). Using the load of the particles, the corresponding oil
mass in the films containing 5 and 10 % coacervates was 1/5 of the value of the free oil

used, corresponding to 1 and 2 g, respectively. This result suggested that the incorporation
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of TEO microparticles improved the effectiveness of the oil against the microorganisms
tested.

TEO microparticles have been reported to exhibit significant antimicrobial
activity. Almeida et al. (2023) investigated the antimicrobial action of free and complex
coacervation-encapsulated essential oils from oregano, thyme, cloves, cinnamon, and
black pepper against foodborne pathogens (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, and S.
Typhimurium). Encapsulation resulted in lower minimum inhibitory concentration (MIC)
values for essential oils.

Goncalves et al. (2017) evaluated the in vitro antimicrobial activity of coacervated
TEO microparticles compared with that of free oil and applied them to a cake sample.
The authors found that the encapsulated oil had lower MIC values (50 % lower) than the
free oil, likely because of the protective microenvironment provided by the particle wall.
This behavior was associated with the polynucleated structure of the particles, which
promoted sustained release and could explain the lower MIC of thyme essential oil. These
results support the findings of our study, in which it was observed (Fig. 1B) that the
antimicrobial activity of films with microparticles was superior to that of free oil.

Results like these have been consistently confirmed in the literature (Li et al.,
2022; Wang et al., 2021). Caetano et al. (2018) compared the antimicrobial activities of
free and encapsulated oregano EO in soy protein films and found improved preservation
of thymol and carvacrol resulted in reduced volatilization, which was related to the
increased efficacy of films with microparticles.

TEO compounds have low molecular weights and high water-air partition
coefficients, making them highly mobile and volatile (GONCALVES et al., 2017b),
which could explain the smaller inhibition zones observed in this study. Encapsulation
reduces the partial loss of these compounds during film preparation and creates a
compartment that reduces the volatility (MUKURUMBIRA et al., 2022).

3.2.2 Mechanical Properties and Thickness

Table 2 lists the thicknesses of the starch-based films directly incorporated with
TEO and microencapsulated films. The results showed that the addition of either
microparticles or free oil significantly increased (p<0.05) the thickness of the films

compared to the that of control.
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Table 2 Effect of the incorporation of thyme oil, directly and microencapsulated, on the
mechanical properties, the moisture content, solubility, WVTR and thickness of cassava
starch-based films.

Treat  Thickness Elongation Tensile Modulus of Moisture Solubility ~ WVTR (g water
at rupture strength .. content 2 )
ments (nm) (%) (MPa) elasticity (MPa) (%) (%) m day

CT  72.20+2.48° 1.37+0.25% 20.60£1.72* 1607.96£29.92*  18+0.01*° 54.25#1.05*  774.96x17.79
FC5 104.668.93°  1.73+0.20® 19.38+4.21°  1598.54+151.60° 17+0.01°  47.57+0.88°  496.95+14.60°
FC10 114.28+16.37* 1.25%0.15° 17.05+2.09° 1487.36£55.29°  16+0.01°  40.35%0.15° 393.18+65.44¢
FO5 125.58+11.49° 2.79+1.25° 1.8720.71°  314.87+79.69 1240.03¢  27.68+0.96¢ 632.53+44.21°

FO10 110.76+9.39  2.47+1.10% 1.62+0.54°  276.81+49.69° 13+0.03°  30.52+1.10° ND

Equal letters, in the same column, do not differ from each other by Tukey's test at a significance level of
5%. CT = Control film; FC5 = Film with 5% of coacervates; FC10 = ilm with 10% of coacervates; FO5 =
Film with 5% TEO free proportional to 5% coacervates; FO10 = Film with 10% TEO free proportional to
10% coacervates.

Thymol is linked to amylose (LIANG; GAO, 2023) and has a plasticizing effect
(DIAS-MARTINS et al., 2019). A significant increase in film thickness may be related
to the role of plasticizers in disrupting and restructuring the intermolecular networks of
the polymer chain, creating more free volume that leads to thicker films (NORDIN et al.,
2020).

Similar behaviors have been reported for CS films incorporated with different
additives, such as N-lauryl-l-arginine ethyl ester monochlorohydrate (LAE) (MOTTA et
al., 2020) and essential oils (VIANNA et al., 2021; WANG et al., 2019; ZUBAIR et al.,
2022) and microparticles (CAMPOS-REQUENA et al., 2017; CRIZEL et al., 2018;
MEIRA et al., 2017; SAPPER; CHIRALT, 2018).

Mechanical properties play a key role in the packaging performance along the
production chain, becoming one of the most important characteristics of these materials
(BARBOSA et al., 2022). High values of elongation at rupture and low tensile strength
result in low elasticity, indicating lower stiffness of the material (MOTTA et al., 2020).

The films with microparticles were found to have superior thicknesses compared
to the control, but this did not significantly impact the tensile strength or elasticity.
However, the direct incorporation of TEO reduced the strength and elasticity of the films
compared with that of the control. The addition of free OE resulted in films that were less
resistant and more flexible, suggesting an interaction between TEO compounds and
amylose chains, increasing the molecular mobility and flexibility of the films and leading

to a plasticizing effect.

62



The presence of oil weakened the intermolecular forces in the polymer chains,
thereby reducing the resistance of the film matrix. Rodrigues et al. (2020) observed that
incorporating free or encapsulated copaiba oil decreased the tensile strength and
elongation of CS films owing to structural modifications resulting in a less continuous
matrix. Similarly, Song et al. (2018) attributed the reduced tensile strength of wheat and
corn starch-based films to lemon essential oil incorporation, which affected the polymer
matrix.

The thyme oil microparticles showed no difference (p> 0.05) in the tensile
strength of the control film, which may indicate good interaction between the
microparticles and starch. Previous studies have shown that the incorporation of orange
peel oil nanoparticles alters the properties of starch films, resulting in an increase in
tensile strength and elongation compared with control films composed only of starch
(WANG et al., 2019).

3.2.3 Moisture content, solubility and WVTR

High susceptibility to moisture is one of the main obstacles to the use of
polysaccharides in films for food packaging because of the strong interaction between
water molecules and the starch structure (BERTUZZI et al., 2007).

As shown in Table 2, there was a significant decrease (p<0.05) in the moisture
content of the films with microparticles compared with that of the control film, and even
more so in the films with added oil. The small reduction in the films with particles is due
to the amount of water in the coacervated particles (85 %). TEO causes a hydrophobicity
effect that affects water retention in the film; however, the increase in oil concentration
from 5 to 10 % did not alter the water retention, which was approximately 12 %.

Rodrigues et al. (2020) observed that the moisture content of the starch-based film
decreased from 21.57 % to 19.65 % when copaiba essential oil was incorporated directly
and to 13.93 % when coacervated microparticles were used.

Thyme oil, when added directly and when microencapsulated, decreased the
solubility of the films, with the effect being more pronounced in films with free oil than
in films with microcapsules. Thymol, a component of thyme oil, can form complexes
with amylose, a type of starch, resulting in less-soluble structures (GAO et al., 2021).

In addition, the interaction between the oil components and the hydroxyl groups

of the polymer matrix reduced the hydrophilic character of the films. This results in a
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decrease in the availability of hydroxyl groups and, consequently, a greater resistance of
the films to water (ZHOU et al., 2021).

The WVTR results showed that films with freely added oil had values lower than
that of the control by approximately 18 %. Microparticles resulted in a 35.8 %-49.16 %
reduction in relation to the control for FC5 and FC10, respectively. The lower WVTR
values for films with microparticles can be attributed to the increased length of the
diffusion path for water vapor owing to the distribution of microparticles in the starch
polymeric matrix (VIANNA et al., 2021).

As highlighted by Zanetti et al. (2018), the incorporation of microparticles
strengthens the film, reducing the spaces at the polymer/microparticle interface, and
facilitating solute diffusion in the film. This effect was observed in the microscopy images
(Fig. 2) and mechanical properties of the films (Table 1), indicating that the addition of
microparticles promoted reinforcement in the film.

It was impossible to quantify the WVTR of the treatment FO10 because it broke
before the first hour of the analysis. According to Bertuzzi et al. (2007), as the thickness
of the starch-based film increases, there is greater resistance to mass transfer through it;
consequently, the partial equilibrium pressure of water vapor on the inner surface of the
film increases. The thickness results discussed in item 3.2.2 corroborates those found in
the analysis.

3.2.3 Visual Analysis and Microscopy of Atomic Force

Figure 2 shows an atomic force microscopy (A) and visual analysis (B) of CS
films incorporated with directly and microencapsulated thyme oil. Fig. 2B shows that the
control film has a more irregular surface than the other samples, with an area of average
roughness of 403.1 + 15.87% nm, differing significantly. The films incorporated with TEO
directly showed a lower roughness (263.92 + 15.25 ¢ nm; 69.164, + 15.25° nm,

respectively), which may be related to the distribution of oil on the surface of the film.
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Fig. 2 Atomic force microscopy images of films (A) and Starch films (A).

The incorporation of the TEO microparticles showed more evident irregularities,
with an average roughness of 350.84 + 25.29° pm; 300.67¢ + 15.32 pm, respectively
compared to the films with directly incorporated TEO. However, the films with
microparticles exhibited a lower surface roughness than the control films. The reduction
in the roughness of the free oil films can be directly attributed to the liquid state of the
oil, which filled the irregularities of the polymer matrix during the drying process and
may have had a plasticizing effect, resulting in smoother and more regular surfaces
(RODRIGUES et al., 2020).

The presence of gelatin and gum Arabic as coating walls of the coacervates may
indicate better integration between the particles and the film, resulting in a surface with
lower roughness than that of the control film. This uniformity of the surface may have
contributed to the improvement of the physical and functional properties of the
packaging.

A similar result was observed by Rodrigues et al. (2020), in which films
containing copaiba oil, both in direct and microencapsulated forms, showed lower
roughness compared to the control group. This indicates that the incorporation of copaiba
oil contributed to achieving smoother surfaces in the packaging films. These results are
consistent with the findings of the present study, reinforcing the tendency to reduce the
roughness of the film with the addition of oil or microparticles.
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3.2.4 Color, Luminosity and Opacity

The color parameters of the prepared films are listed in Table 3. The luminosity
values decreased significantly (p<0.05) with the incorporation of the free oil
microparticles. The addition of free oil microparticles significantly increased (p<0.05) b*
(yellow) of the films; however, this coloration was not visible (Fig. 2). The changes in
the color of the films can be attributed to the yellow color (carvacrol present in the TEO
and gelatin present in the wall material of the coacervate) and the concentration of thyme

oil or gelatin contained in the microparticles.

Table 3 Effect of the incorporation of thyme oil, directly and microencapsulated, on the
color and opacity properties of cassava starch-based films.

Opacity

* * *

Treatments L a b (Asoo/pum)
CT 08.05+0.01* 0.07+0.01* 0.69+0.01°® 1.21+0.01?

FC5 97.92+0.02° 0.01+0.01* 0.85+0.01¢ 0.81+0.01°
FC10 96.88+£0.04° 0.29+0.01* 1.55+0.01* 0.58+0.04°
FO5 96.85+0.01° 0.04+0.? 1.04+0.01° 0.62+0.01c°®

FO10 96.70+0.02¢ 0.31+0.0° 1.30+0.01° 0.32+0.06¢

Equal letters, in the same column, do not differ from each other by Tukey's test at a significance level of
5%. CT = Control film; FC5 = Film with 5% of coacervates; FC10 = Film with 10% of coacervates; FO5
= Film with 5% TEO free proportional to 5% coacervates; FO10 = Film with 10% TEO free proportional
to 10% coacervates.

The color results are compatible with the visual analysis of the film, as discussed
in Section 3.2.4. It is possible to observe that the films incorporated with free TEO or
microparticles visually presented a more mature coloration, giving low luminosity to
greater opacity (Fig. 2).

Similar results have been reported for starch films incorporated with LAE
(MOTTA et al., 2020), cinnamon essential oil (ZHOU et al, 2021) and
microencapsulated copaiba oil (RODRIGUES et al., 2020).

3.2.5 Fourier Transform Infrared spectrophotometry (FT-IR)

The FT-IR spectra (FT-IR) of the CS films directly incorporated with

microencapsulated TEO and TEO are shown in Fig. 3.
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The observed peaks are characteristic of starch-based films. The spectra show
absorption bands at 3300 cm™, 2924 cm™, 1645 cm™, 1080 cm™, and 991 cm™, which
correspond to the hydroxyl group (-OH), stretching of the C-H group, and CH>
deformations, respectively. All of these groups are present in the structures of starch and
glycerol, which are used in the formation of films (MOTTA et al., 2020).

A small absorption peak at 1547 cm™ was observed only for the microparticle
films (Fig. 3). According to Constantino and Garcia-Rojas (2022), this region is
characteristic of the amino groups (—NH.) found in gelatin films. In addition, according
to the authors, amino groups can interact with carboxymethylcellulose (CMC) —-COOH
groups through electrostatic attraction. Thus, the presence of a peak in this absorption
region may indicate an interaction between gelatin and the starch film.

The infrared spectra of the starch films with TEO showed no differences with

respect to the control film. This behavior can be attributed to a low oil concentration or
the possible overlap of the peaks.

4. CONCLUSION

The incorporation of thyme essential oil directly or in microparticles promoted

changes in the properties of CS films. Microencapsulation allows better incorporation of

67



EO in the polymer matrix compared to direct incorporation, resulting in increased
antimicrobial activity, tensile strength, elongation at rupture, moisture content, and
thickness reduction. For the control film, the incorporation of both forms of oil reduced
roughness, solubility, moisture content, and WVTR.

The concentration of 5 % coacervates, in addition to making the films
antimicrobial, proved its wide antimicrobial action, since it reduced the growth of all the
microorganisms tested and was the one that presented better parameters than the control
film.

By using biodegradable materials reinforced with microscale materials, it is
possible to design suitable active packaging solutions to extend the shelf life and increase
food quality.
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SUPPLEMENTARY FILES

Load and Encapsulation Efficiency equations.

Eq.S1
Particle ch _ ( M, ) S1
article charge = {—— of dry particles (1)
Eq.S2:
EE(%) = (%) x100 (S2)
1
Where:

M. = initial mass of oil used for encapsulation

M. = final mass of oil present in the ethanolic solution, after extraction of the

microcapsules.
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0159 %Vol 4.966 16 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3):
0.656 mig 9153 um %6823 um
d(0.4): 4603 um d(0.5): 12256 um d(0.9): 65.461 um
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CAPITULO IV: ESTUDO COMPARATIVO DAS PROPRIEDADES DE
FILMES DE AMIDOS MODIFICADOS CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE TOMILHO (T.vulgaris) LIVRE E ENCAPSULADO

RESUMO

Diante da crescente preocupacdo com a sustentabilidade e os impactos ambientais
causados pelo uso de embalagens plasticas derivadas de fontes fosseis, este estudo teve
como objetivo desenvolver alternativas sustentaveis e inovadoras utilizando como base
os amidos de mandiocas modificados e o 0leo essencial de tomilho (T. vulgaris) para
produzir filmes ativos ecologicamente amigaveis. Foram investigados efeitos da
incorporacdo de 6leo essencial de tomilho — livre e encapsulado - nesses filmes para
melhorar suas propriedades funcionais. Dessa forma foram realizadas analises de
resisténcia mecanica, solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), FTIR,
propriedades térmicas, de cor além da atividade antioxidante e antimicrobiana. O estudo
constatou que a adi¢do de microparticulas de OET melhorou significativamente (p<0,05)
a resisténcia mecanica e de barreira dos filmes, tornando-os mais resistentes e eficientes
na protecédo contra umidade quando comparados com filmes incorporados com OET livre.
A modificacdo do amido resultou em filmes mais resistentes e com melhor estabilidade
térmica quando comparado com amido nativo. Todavia, os filmes de amido eterificado,
apresentaram maior solubilidade, podendo limitar sua durabilidade em certas aplicacoes.
Os filmes modificados reforcados com microparticulas de OET apresentaram melhor
estabilidade térmica e maiores atividade antimicrobiana contra E.coli, S. aureus e
Penicillium sp e antioxidante quando comparadas com filmes incorporados com OET
livre. O uso da microencapsulacdo aliado a modificacdo do amido sugere uma potencial

alternativa para embalagens ativas sustentaveis para aplicacdo em alimentos.

Palavras-chaves: Alimentos; aditivos naturais; embalagem ativa; polimeros;

sustentabilidade
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ABSTRACT

Amid the growing concern about sustainability and the environmental impacts caused by
the use of plastic packaging derived from fossil sources, this study aimed to develop
sustainable and innovative alternatives using modified cassava starch and thyme essential
oil (T. vulgaris) as a base to produce environmentally friendly active films. The effects
of incorporating thyme essential oil - both free and encapsulated - into these films to
improve their functional properties were investigated. Thus, analyses of mechanical
resistance, solubility, water vapor permeability (WVP), FTIR, thermal properties, color,
as well as antioxidant and antimicrobial activity were conducted. The study found that
the addition of thyme essential oil microparticles significantly improved (p<0.05) the
mechanical and barrier properties of the films, making them more resistant and efficient
in protecting against moisture compared to films incorporated with free thyme essential
oil. Starch modification resulted in films that were more resistant and had better thermal
stability compared to native starch. However, etherified starch films showed higher
solubility, which could limit their durability in certain applications. The modified films
reinforced with thyme essential oil microparticles exhibited better thermal stability and
higher antimicrobial activity against E.coli, S. aureus, and Penicillium sp., as well as
antioxidant activity compared to films incorporated with free thyme essential oil. The use
of microencapsulation combined with starch modification suggests a potential alternative

for sustainable active packaging for food applications.

Keywords: Active packaging; Food; natural additives; polymers; sustainability.
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1. INTRODUCAO

De acordo com dados do Programa das NacGes Unidas para 0 Meio Ambiente
(Pnuma), estima-se que sdo produzidos por ano cerca de 400 milhdes de toneladas de
plasticos no mundo e que somente 10% é reciclado (NATIONAL GEOGRAPHIC
BRASIL, 2023). No Brasil, segundo o Estudo macroeconémico da embalagem e cadeia
de consumo realizado pela Associacéo Brasileira de Embalagem (ABRE), em 2022, 33%
das embalagens produzidas no pais, foram plasticas e os setores de alimentos e bebidas
sdo 0s que mais consomem embalagem (ABRE, 2023).

Diante desse cenéario, o desenvolvimento de embalagens sustentaveis e que
mantenham, de maneira natural, a qualidade do alimento embalado é cada vez mais
emergencial (BANGAR et al., 2021). Dessa forma, o estudos desenvolvendo embalagens
de base biopolimericas, como os polissacarideos vem ganhando destaque (MATHEUS et
al., 2023a).

Um polissacarideo natural promissor a ser considerado na substituicdo de
embalagens de materiais a base de petrdleo é o amido. Devido a seu baixo custo, facil
processamento em equipamentos, biocompatibilidade com outros aditivos, entre outras
caracteristicas, fazem com que a sua aplicacdo se torne um consideravel motivo de estudo
e interesse (BANGAR et al., 2021; MAJEED et al., 2023).

Revisdes realizadas por Bangar et al. (2021); Matheus et al. (2023), mostraram
como o amido tem sido aplicado e estudado como uma opcdo para substituicdo aos
plasticos de fontes ndo renovaveis. No entanto, devido a sua estrutura, o amido nativo
contém uma grande quantidade de grupos hidroxilas hidrofilicas, tornando-o altamente
soltvel em agua e com baixa resisténcia mecanica. Essas caracteristicas limitam sua
aplicacdo na industria de embalagens para alimentos (WANG et al., 2020).

Os filmes a base de amido de mandioca modificado tém emergido como uma
solucdo promissora (AMARAWEERA et al., 2021; WANG et al., 2020). Através da
modificacdo de suas propriedades, pesquisadores tém procurado aprimorar caracteristicas
como resisténcia mecénica, barreira contra umidade e flexibilidade, tornando esses filmes
adequados para diversas aplicac6es na industria alimentar (CHENG et al., 2022).

Aliado a modificacdo do amido, a incorporacao de aditivos na matriz polimerica,
a exemplo dos 6leos essenciais (OE), pode conferir além de um sinergismo em melhores

propriedades mecanicas e estabilidade, atividade a embalagem.

77



Estudos utilizando amido de mandioca nativo incorporados com microparticulas
de OE demonstraram melhora nas propriedades mecénicas bem como na estabilidade dos
filmes (CAETANO et al., 2018; FERNANDES et al., 2022; SAPPER; CHIRALT, 2018;
VEDOVE; MANIGLIA; TADINI, 2021; VIANNA et al., 2021; ZHANG et al., 2023b)

Entretanto, ainda é pouco explorada a utilizacdo de amido modificado como uma
matriz polimérica para filmes ativos incorporados com microparticulas. Visto esta lacuna
de estudos o presente estudo tem como objetivo investigar como a modificagdo do amido
de mandioca aliada a incorporacdo de 6leo essencial de tomilho livre e encapsulado
podem afetar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos filmes produzidos. Além
disso, essa pesquisa objetiva analisar as mudangas induzidas pela incorporacdo das
microparticulas nas propriedades antimicrobianas e antioxidantes em comparagdo com a

aplicacdo do 6leo livre nesses filmes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Materiais utilizados

O amido de mandioca nativo (AM10, 22% de amilose), amido de mandioca
oxidado (Superion 3050, 18% de amilose, DS 0,045 mol/mol) e amido de mandioca
eterificado (Superion 300, 17% de amilose, DS 0,035 mol/mol) foram fornecidos pela
Horizonte Amidos (Marechal Candido Rondon, PR, Brasil). Gelatina (GE) tipo B de pele
bovina (244 Bloom, LF 21502/04, Gelita América do Sul, Sdo Paulo, SP, Brasil), goma
arébica (GA) (IRX49345, Colloides Naturels Brasil, MW = 300.000 g/mol, Sao Paulo,
SP, Brasil), 6leo essencial de tomilho (OET) (Petit Marie, Itaquaquecetuba, SP, Brasil,
53% timol). Meios de cultura Agar Mueller Hinton (Kasvi, Italia), Brain Heart Infusion
(BHI) (Himedia, india) e Agar Batata Dextrose (BDA) (lon Cult, india).

2.2. Preparacdo das microparticulas por coacervacdo complexa

As microparticulas foram produzidas pelo método de coacervacdo complexa
conforme descrito por Guimardes et al. (2024). A solugdo emulsificante de gelatina (2,5%
m/v) foi mantida a 50 °C e homogeneizada com 2,5% m/v de OE de tomilho usando um
Ultra Turrax T-18 (IKA Words, Inc, USA) a 14.000 rpm por 3 min. Em seguida,
adicionou-se essa emulsdo em uma solucdo de goma arabica (2,5% m/v) de mesmo
volume e temperatura de 40° C. O pH da dispersdo gelatina-goma arabica (GE/GA) foi

ajustado com HCI para 4,0. O sistema de gelatina-goma arébica foi mantido sob agitacéo
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magnética ao longo de todo o processo de formacao de microparticulas e, em seguida,
resfriado para 10 °C usando um banho de gelo. A solucédo entdo foi deixada em repouso
a 10 °C durante 16 h.

2.3.  Caracterizacgado dos coacervados

2.3.1. Eficiéncia de encapsulacdo e load da particula

A quantidade de 6leo essencial nas microparticulas foi determinada por leitura em
espectrofotobmetro a 320 nm (T60 UV-Vis, PG Instruments, Wibtoft, Reino Unido)
(PRATA; GROSSO, 2015). A curva analitica utilizada foi preparada com 6leo de tomilho
em alcool etilico a 95%. (y = 5,0.10x + 0,0824; R? = 0.9982). Para a extracéo do dleo,
2g de microparticulas secas a 70°C/24h foram maceradas em alcool etilico e o
sobrenadante retirado com uma seringa com filtro 22um. A eficiéncia de encapsulagédo
(EE) foi determinada como massa de 0leo extraido das microparticulas em relacéo ao 6leo

inserido no processo de producdo (tedrico), conforme a (Equacéo 1).
M, o
EE(%) = (M—l) x100 (Equacéo 1)
Em que:

M1 = massa inicial de 6leo utilizada para a encapsulacdo
M2 = massa final de 6leo presente na solucdo etandlica, apds a extracao

A carga das microparticulas é a razdo entre a quantidade de 6leo encapsulado por

massa de particula avaliada (Equacdo 2) expressa por g de 6leo/g de particula seca.

Carga das particulas = ( My ) (Equacdo 2)

massa de particulas secas

2.3.2. Morfologia dos coacervados

O tamanho das microparticulas foi determinado por difracdo a laser (Mastersizer,
M2000 — Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Reino Unido), conforme descrito por
Almeida et al. (2023).

79



2.3.3. Microscopia de fluorescéncia

A estrutura das microparticulas foi analisada através da microscopia de
fluorescéncia (NASCIMENTO et al., 2023), com modificagdes. Com o auxilio de um
microscopio (Axioscope 5, Zeiss, Alemanha) utilizando uma camera acoplada para
capturar imagens (Axioscam 503 color, Zeiss, Alemanha). ImL de solucao de Calco fluor
White (0,1 g/L) foi adicionada na solugéo de gelatina e 1mL de solucéo de Vermelho Nilo
(0,1 g/L) foi adicionado ao 6leo essencial antes de realizar a emulsdo com gelatina. Os
coacervados coletados ao final do processo foram analisados para identificar a parede

formada e a localizacdo do 6leo essencial nas microparticulas.

2.4,  Formacao dos filmes
Os filmes foram produzidos pelo método casting de acordo com Guimarées et al.
(2024), com modificacBes. As condi¢bes de concentracdo e propor¢do usadas para a

producdo dos filmes estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1 Formulacdo dos filmes.

Neutro Oxidado Eterificado

Concentracdo de amido (% m/v) 4 4 3
Glicerol (% m/m) 30 30 20
Oleo essencial (% Moleo/Mcoacervado) 5 5 5
Microparticulas (% m/v) 5 5 5
Temperatura de Gelatinizagéo (°C) 75 90 70
pH 4,54 7,02 6,76

As dispersdes de amidos em agua destilada acrescidas de glicerol foram
preparadas e mantidas sob aquecimento e agitacdo magnética (C-MAG-HS7, Ika,
Campinas, Brasil) por 30 min, a fim garantir a completa gelatinizagcdo do amido (Versino
et al., 2016). Em seguida, as solugdes foram resfriadas até a temperatura ambiente (30 +
2 °C) para incorporagdo do OE ou do coacervado. Posteriormente, foram vertidos 50 g
das solucgdes filmogénicas em placas de acrilico (@ = 14 cm) e secas em estufa com
ventilacio forcada (Nova Etica, Brasil) (35 + 2 °C) por cerca de 24 horas. A Tabela 2

apresenta a codificacdo dos filmes que foram avaliados neste trabalho.
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Tabela 2 Identificacdo dos diferentes tipos de filmes produzidos.

Tratamentos Cadigos
Amido neutro/6leo livre NL
Amido neutro/coacervados NC
Amido oxidado/oleo livre oL
Amido oxidado/coacervados OoC
Amido eterificado/6leo livre EL
Amido eterificado/coacervados EC

2.5.  Caracterizacao dos filmes ativos
2.5.1. Propriedades mecanicas e espessura

Para avaliacdo das propriedades mecanicas foram utilizadas amostras de 15 mm
de largura e 100 mm de comprimento cortadas em equipamento de alta precisdo (RDS-
100-C, ChemInstruments, West Chester Township, OH, EUA) e condicionadas, por 48h,
a 25 °C e 75% UR. O alongamento na ruptura (EB) (%), e a resisténcia a tracdo (TS)
(MPa), foram determinados através da maquina universal de testes (Instron, 5966-E2,
Norwood, Massachusetts, EUA), com célula de carga de 100 N, velocidade de 12 mm
min~! e com separacdo inicial de 50 mm. Foram realizadas cinco repeticdes para cada
amostra de filme (ASTM-D882, 2018).

A espessura das amostras foi determinada utilizando micrémetro digital (Mitutoyo
Co., Kawasaki-Shi, Japao) com precisao de 0,1 um. Os valores de espessura foram

medidos em quintuplicata, (MARANGONI JUNIOR et al., 2022).

2.5.2. Contéudo de umidade, solubilidade e Taxa de Permeabilidade ao VVapor
d’aqua (TPVA)

A umidade e solubilidade dos filmes foram avaliadas através de analises

gravimétricas. Os filmes utilizados nas anéalises foram cortados em quadrados de 2 x 2
cm.

O contetdo de umidade (MC) foi determinado pela medicdo da perda de peso do
filme ao secar a 105 °C em estufa até o peso constante e calculado de acordo com a

Equacdo 3:
M; —M «
MC (%) = (Tf) X 100 Equacio (3)
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Em que: M; € a massa inicial do filme condicionado a 50%UR e M, é a massa

final do filme apds secagem a 105 °C.

Para solubilidade, a matéria seca inicial (M;) dos filmes ap6s secagem em estufa
durante a 105 °C foi quantificada. Posteriormente, as amostras foram imersas em 50 mL
de &gua destilada e submetidas a agitacdo constante (100 rpm) em shaker (Nova técnica
NT145, Brasil), por 24 h a 25 °C. As amostras foram entdo novamente inseridas na estufa
a 105 °C até peso constante, a fim de determinar a matéria seca que ndo se dissolveu
(Msy). A solubilidade final foi expressa em porcentagem (%) (Equacao 4):

Mg; _Msf

Solubilidade (%) = ( 7

) %X 100 Equacédo 4

Em que: M; € a massa inicial do filme seco a 105 °C e M, € a massa final do
filme que ndo se dissolveu.

Os valores da taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) foram
determinados usando o método gravimétrico. Foram utilizadas capsulas com éarea de
permeacdo de 50 cm?, dessecante de cloreto de calcio anidro e balanca analitica (Mettler
Toledo), sendo os testes realizados a 25 °C e 75% UR em camara climatizada (Weiss
Technik, Reiskirchen, Alemanha). A TPVA (g m? d?) foi determinada a partir da
inclinacdo da curva “massa versus tempo”(ASTM-E96-00, 2017).

Todos os testes foram feitos em triplicata.

2.5.3. Fourier-transform infrared (FT-IR) spectroscopy

As analises de FT-IR foram registradas em um espectrometro Spectrum 100
(PerkinElmer, Waltham, EUA). As amostras foram analisadas utilizado o modo de
refletancia total atenuada ATR (cristal de seleneto de zinco), empregando o software

Perkin Elmer Spectrum versdo 10.4.00, a 4000-650 cm ™, com resolugéo de 4 cm ™2, scan:
4 (ASTM-E573-01, 2021; ASTM-E1252-98, 2021).

2.5.4. Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos filmes de amido foram medidas usando calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e analisador termogravimétrico (TGA), conforme descrito
por Luchese; Rodrigues; Tessaro (2021), com modificacbes. Foram utilizados
aproximadamente 10mg de amostra. Ambas as medic¢Oes foram realizadas em duplicata,

com repeticéo.
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A analise TGA foi realizada aquecendo as amostras de 25 °C a 500 °C a uma taxa
de aquecimento de 10 °C/min. A analise térmica foi realizada sob um fluxo de nitrogénio
(10 ml/min).

As curvas DSC foram obtidas aquecendo as amostras de 30 °C a 160 °C a5 °C/min
e mantendo por 5 mina 160 °C. As amostras foram entdo resfriadas a 10 °C e descansadas

por 5 min e um segundo ciclo de aquecimento foi realizado até 160 °C a 10 °C/min.

2.5.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia superficial dos filmes foi observada através de um microscopio

eletronico de varredura (Inspect 50, Thermo Fischer Scientific, EUA) com uma tens&o de
aceleracdo de 10 kV. Foram observadaas a superficie e a fratura dos filmes para anélise
das fases. Pequenos retangulos de filme foram crio-fraturados por imersao em nitrogénio
liquido e depois fixadas na fita carbono.

Todas as amostras foram limpas com ar comprimido e entdo revestidas com uma
fina camada de ouro (BALZERS SCD 004, Liechtenstein) antes da observagédo, por
apresentarem baixa condutividade.

A observacdo através de microscopia eletronica de varredura foi realizada em
baixo vacuo com tensdo de aceleracdo de 10kV, corrente de filamento de 480 e
digitalizacbes com ampliacGes de 500x (superficie) e 3000x (transversal).

2.5.6. Cor, Luminosidade, Opacidade

A avaliacgdo de cor dos materiais foi determinada através do colorimetro Minolta
CM-5-ID para os parametros CIELAB L* a* b*, utilizando D65 (iluminante) e 10°
(angulo de observacao), em transmitancia. Onde o L* refere-se a luminosidade, o chroma
a* indica o eixo verde-vermelho e o chroma b* o eixo azul-amarelo (Konika Minolta,
2019). A andlise foi realizada em quintuplicata.

A opacidade dos materiais foi avaliada através do método de teste padrdo para
transparéncia de filmes plasticos (ASTM D-1746, 2015) com absorbancia de 600nm.

Todas as analises foram realizadas em quadruplicatas.

2.5.7. Atividade antimicrobiana

As analises antimicrobianas dos materiais poliméricos foram realizadas através do
método de difusdo em agar (ASTM-E2149, 2020). Foram testados 0s microrganismos: S.
aureus ATCC6538, E. coli ATCC11229 e Penicillium sp.
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A concentracéo bacteriana utilizada foi de 1x10® UFC/mL, padronizada a 0,5 da
escala McFarland. A concentracdo de fungos utilizada foi de 1 x 10® esporos/mL,
padronizada por meio da contagem de esporos em camara de Neubauer.

Sobre o agar (Mueller Hinton) impregnado com os microrganismos alvos foram
dispostos fragmentos 2 x 2 cm dos filmes (previamente esterilizados em UV) e a atividade
antimicrobiana foi verificada pela formagdo de halos de inibicdo e/ou reducdo da
densidade microbiana. Para o fungo, o0 meio de cultura utilizado foi o BDA.

A andlise foi realizada em quintuplicata.

2.5.8. Compostos fendlicos e Capacidade Antioxidante

Para as avaliagdes da capacidade antioxidante, foram preparados extratos dos
tratamentos, conforme Constantino; Garcia-Rojas (2022), com adaptacdes. Foram
adicionados 50 mL de metanol em 4g dos filmes e agitados (100 rpm) em um shaker
NT145 por 4 h a temperatura ambiente (30 °C). Em seguida, o sobrenadante foi coletado
para as seguintes analises antioxidantes. Todas as anélises foram realizadas em triplicata,

conforme métodos descritos a seguir.

a) Fendlicos Totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton; Rossi, (1965). Foi preparada uma solucédo contendo 1
mL de Folin Ciocalteu + 1 mL do extrato + 1 mL de &gua destilada. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de solucédo de Na,COs (10% p/p), homogeneizou-se e manteve-se 0
sistema no escuro por 90 minutos. Foi feita a leitura no espectrofotdmetro a 725 nm e o
conteddo de fendlicos foi expresso em mg acido galico equivalente/ g amostra. A curva
analitica utilizada foi preparada com acido galico em agua destilada (y = 64,026x+2,9961;

R? =0.9904). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de ac. galico/g amostra.

b)  ERAP

Em ambiente escuro, diluiu-se uma aliquota de 90uL do extrato em 270uL de agua
destilada e adicionou-se 2,7mL do reagente FRAP previamente preparado,
homogeneizou-se em um tubo vedado e este foi levado em um banho de agua a 37 °C
durante 30 minutos, apos resfriamento foi feita a leitura a 595nm. Foi utilizado o reagente

de FRAP como branco. A curva analitica utilizada foi preparada com trollox em alcool
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etilico a 50%. (y = 112,63x-1,7608; R? = 0.9913). Os resultados foram expressos em pg
equivalentes de Trolox/g amostra (RUFINO et al., 2006).

c)  ABTS"

Em ambiente escuro, foram adicionadas aliquotas de 30uL de cada extrato para
tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS" e homogeneizado em agitador de tubos. A
leitura foi realizada (734 nm) ap6s 6 minutos da mistura e utilizado o alcool etilico, como
branco. A curva analitica utilizada foi preparada com trollox em alcool etilico a 50%. (y
= -2893,5x+2295,4; R? = 0.9911). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de
Trolox/g amostra (RUFINO et al., 2007).

2.6.  Analise estatisticas

Todos os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Analises de
variancia de dois fatores (ANOVA2WAY) foram realizadas no software Origin® 8.0, e
o0 teste de Tukey foi usado para determinar a existéncia de diferencas significativas ao

nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracterizacdo das microparticulas

As microparticulas exibiram tamanho meédio de 10 pm e a distribuicdo
monomodal, sugerindo sua melhor capacidade de disperséo na fase aquosa (Figura 1).
Através da coacervacdo complexa, obteve-se a solucdo coloidal do complexo
polissacarideo-proteina permitindo o encapsulamento do OET com uma eficiéncia de

encapsulacao de 90%, carregando 0,29¢g de 6leo/g de particula seca formada.
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Figura 1 Distribuicdo do tamanho das microparticulas.

O tamanho das microparticulas coacervadas, bem como sua eficiéncia de
encapsulacdo podem ser influenciadas por fatores, como: pH, temperatura, interacdo
nacleo/parede, velocidade de homogeneizacdo (LESCANO et al., 2014). Um estudo
realizado por Guo et al. (2022) relatou que o0 aumento da forga de ligacdo entre o carvacrol
e 0s materiais do nucleo/parede diminuiu o tamanho das gotas e que a interacdo mais forte
ocorreu com pH 4,1. No presente estudo, o pH utilizado foi similiar (4.0) e o carvacrol é
um dos componentes majoritarios do OET utilizado (GONCALVES et al., 2017b). Esses
parametros podem ter contribuido para o tamanho e a boa eficiéncia de encapsulagéo.
Liu; Xue; Adhikari (2023) obtiveram tamanho de 11,8 um encapsulando éleo essencial
de orégano usando proteina isolada de canhamo e goma-arabica.

Outros autores relataram resultados de EE (%) similares com os observados no
presente estudo. Por exemplo Almeida et al. (2023) obtiveram valores de EE (%) de
aproximadamente 95 e 87% para orégano e tomilho, respectivamente, usando gelatina-
goma arabica em pH 4,0. Prata e Grosso (2015) encontraram resultado semelhante ao
investigar a influéncia que o material de parede e o tipo de 6leo encapsulado podem ter
na eficiéncia de encapsulacéo e nas caracteristicas morfologicas de microparticulas pelo
método coacervacdo complexa. No estudo, ao microencapsularem microparticulas de OE
de Vetiver em GE/GA na mesma proporgao (1:1), os autores produziram coacervados
com morfologia similar ao encontrado nesta pesquisa, com uma eficiéncia de

encapsulacao de aproximadamente 92%.
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Goncalves et al. (2018) ao compararem a microencapsulacdo do OET em
diferentes combinagdes de gelatina, quitosana e goma ardbica, verificaram que a
utilizacdo da GA torna a encapsulacdo do OET mais eficiente. As microparticulas
formadas por GE/GA também apresentaram estruturas multinucleares e com 89,9 % de
EE.

E possivel verificar através da microscopia (Figura 2) formacdo de
microparticulas multinucleadas (A) e com baixo grau de agregacdo (B). Essa estrutura
pode estar associada a capacidade que o OE tem de formar gotas de emulsdo menores e
mais estaveis, permitindo sua incorpora¢do na matriz coacervada em maior nimero.
Através da fluorescéncia (C e D) foi possivel verificar a formacdo do complexo
polissacarideo-proteina (C) e que OET se encontra dentro das microparticulas (D). Isto
pode ser atribuido as boas propriedades emulsificantes dos coacervados do complexo GE-
GA, que podem formar uma camada de adsorcdo ao redor da gota de OE,

consequentemente resultando em alta eficiéncia.
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Figura 2 Microscopia de fluorescéncia dos Coacervados. A - particula na
objetiva 40x; B - microparticulas ampliadas 10x; C- Microparticulas ampliadas
10x no comprimento de onda 488nm; D - Microparticulas ampliadas 10x no
comprimento de onda 610nm.

3.2.  Caraterizacéo dos filmes ativos

3.2.1. Propriedades Mecanicas
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Através do teste de resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura é possivel
compreender as propriedades mecénicas dos materiais, incluindo a capacidade de resistir
a forcas de estiramento dos filmes (OLUWASINA et al., 2019). A adigéo de coacervados
influenciou no aumento da resisténcia a tracdo dos filmes neutros (Figura 3). Essa
observacao pode ser atribuida a presenca de ligacdes de hidrogénio extensivas entre 0s
grupos hidroxila da matriz de amido e os grupos hidroxila das microcapsulas, aumentando
assim a estrutura em rede do filme.

Resultado similar foi reportado por Wang et al. (2019), que observaram a
incorporacdo de nanoparticulas de casca de laranja em filmes a base de amido de milho.
Segundo os autores, esse comportamento se deu devido a formacéo de novas ligacoes de
hidrogénio com o grupo hidroxila, alterando as propriedades do filme e aumentando a
resisténcia a tracdo e o alongamento na ruptura, em comparacdo com o filme controle
(apenas amido).

Nos filmes com amidos modificados, essa adicdo ndo foi significativa para
resisténcia a tracdo, porém afetou o parametro de alongamento na rupturados filmes
oxidados.

E possivel observar que o alongamento na ruptura dos filmes neutro e oxidados

com coacervados foram menores comparado aos mesmos filmes com éleo livre.
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Figura 3 Propriedades mecanicas dos filmes. *Letras maidsculas iguais, ndo ha diferenca (p<0,05)

no alongamento, pelo Teste de Tukey. Letras mindsculas iguais, ndo ha diferenca (p<0,05) na
resisténcia, pelo Teste de Tukey.
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Segundo Colivet; Carvalho (2017), alongamento na ruptura esta relacionada com
0 aumento da mobilidade das cadeias na regido amorfa do filme e a capacidade de
absorcdo de agua da matriz. Zhang et al. (2020) observaram que o 6leo essencial de
tomilho tem efeito plastificante, promovendo o movimento das cadeias poliméricas e
melhorando a flexibilidade do filme, aumentando assim o alongamento na ruptura dos
filmes. Foi relatado que adicionar o Oleo essencial de canela também aumentou o
alongamento na ruptura do filme de gelatina (ZHOU et al., 2021), conforme os resultados
encontrados neste estudo.

Elevados valores de alongamento na ruptura e baixa resisténcia a tragéo resultam
em baixa elasticidade, sugerindo menor rigidez do material (WANG et al., 2022), como
podem ser observados nos filmes neutros e oxidados com 6leo livre incorporado, onde a
resisténcia a tracdo foi significativamente baixa.

A diminuicdo da resisténcia do filme neutro a tracdo pode ser atribuida
principalmente ao fato de que o dleo essencial de tomilho pdde penetrar facilmente na
rede de biopolimeros, o que reduziu as interacbes intra e intermoleculares. 1sso
enfragueceu a matriz continua do filme, resultando na substituicdo parcial das interacdes
poliméricas intermoleculares mais fortes pelas interaces polimero-6leo mais fracas na
matriz do filme (ZHOU et al., 2021). A microencapsulacdo, neste caso, mostrou-se ser
uma boa opcéo para manter a boa resisténcia dos filmes. Estudo realizado por Rodrigues
et al., (2020) apresentou resultado similar, ao encapsular 6leo de copaiba e aplicar em
filme de amido de mandioca.

Os filmes eterificados com o6leo livre incorporado apresentaram resisténcia
mecanica 10 x maior quando comparado com filme neutro e 2 x quando comparado com
o filme oxidado. Pode ser que a eterificacdo do amido tenha permitido uma interacdo mais
forte das cadeias poliméricas levando a compacidade das moléculas do filme, o que
exigiria uma resisténcia maior para quebrar, resultando assim em uma maior resisténcia
a tracdo. A incorporacdo oleo livre, ndo influenciou nas propriedades elasticas desses

filmes, provavelmente por esse filme apresentar uma melhor rede biopolimérica.

3.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens dos filmes incorporados com OET livre e microencapsulados obtidas

através do Microscoépio Eletronico de Varredura (MEV) podem ser observadas na Figura
4. Os filmes OL, apresentaram alguns granulos que nao foram completamente dissolvidos

durante o processo de gelatinizacdo. Nas imagens dos filmes EL, é possivel observar
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granulos inchados, porém também ndo dissolvidos completamente. Pode ter ocorrido uma
baixa forca de cisalhamento durante a agitacdo, originando granulos constituidos de restos
de cadeia de amilopectina na fase liquida.

Os filmes NL e OL apresentaram tanto na sua superficie quanto no seu corte
transversal, “manchas” que indicam a presenca do OET livre na sua estrutura, bem como
a presenca de pequenas bolhas, que justificam a baixa resisténcia mecanica desses filmes.

Ja os filmes com microparticulas, nota-se de forma geral, uma superficie um
pouco mais rugosa, porém com estrutura mais uniforme, conferindo boa dispersdo dos

coacervados e uma maior resisténcia.
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Figura 4 Microscopia Eletr6nica de Varredura (MEV) dos filmes

91



As microscopias estdo semelhantes as apresentadas por Ghoshal e Shivani, (2022)
0s quais relataram as machas de OET presentes na estrutura dos filmes de amido de
tamarindo com whey protein bem como a rugosidade nos filmes que continham
nanoparticulas do OET. Ja os filmes de amido e quitosana incorporados com acido citrico
e Oleo essencial de orégano desenvolvidos por Hernandez; Luduefia e Flores, (2023) ndo
apresentaram essas manchas. Fator como forca de cisalhamento na homogeneizagéo
podem influenciar na disperséo do OE na solugdo. Uma maior forga (velocidade), ajudam

na disperséo e homogeneizacdo do 6leo no meio (VIANNA et al., 2021).

3.2.3. Conteudo de umidade, solubilidade TPVA e espessura

Como visto nas propriedades mecénicas, o 6leo essencial de tomilho (OET) tem
efeito plastificante e pode ter agido em sinergia com o glicerol, assim, aumentado a
plastificacdo dos filmes de amido neutro (NL) e amido oxidado (OL) (Figura 3). No
tratamento NL, esse aumento do efeito plastificante foi mais evidente, uma vez que esses
filmes sdo normalmente mais rigidos sem OET (GUIMARAES et al, 2024),
consequentemente, sua taxa de transmissao de vapor de 4gua (TPVA) foi alta (Tabela 3).
De acordo com Colivet e Carvalho (2017), a plastificacdo é um dos fatores que
influenciam o aumento da TPVA, pois é favoravel a adsor¢édo e absor¢do de agua, devido
ao aumento da mobilidade das cadeias poliméricas, aumentando o volume livre do

material.

Tabela 3 Efeito da incorporacédo de 6leo de tomilho, diretamente e microencapsulado,
sobre o contetdo de umidade, solubilidade e TPV A e espessura dos filmes a base de
amido.

Conteudo de

Tratamentos  umidade Solubilidade TPVA Espessura
0 -2 dia-1
(%) (%) (9.m*dia™) (Hm)
NL 14,75+0,52°  49,25+221%  662,34+14,17* 110 72+2.98¢
NC 16,25+0,95"  26,75+0,95"  490,89+4,38" 133 50+3,69°
oL 15,61+0,55"  66,25+1,5°  364,44+2,40° 147 51+2 64
OoC 18,81+0,44* 34,01+0,82°  302,24+1,78° 163 25+2,64°
EL 5,70+0,75°  100+0,00°  363,97+9,60° 90 00+0,81f
EC 7,18+0,44°  965+15°  351,39+1,32% 100 75+0 81°

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.
NL=Neutro com OET livre; NC= Neutro com OET encapsulado; OL = Oxidado com OET livre; OC=
Oxidado com OET encapsulado; EL= Eterificado com OET livre; EC = Eterificado com OET encapsulado
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Em contraste, observa-se que a adicdo microparticulas foi responsavel por
aumentar a umidade, uma vez que foram incorporadas Umidas as solucées filmogénicas,
porém diminuiram a TPVA dos filmes, o que poderia ser explicado pelo fato de que os
coacervados promoveram sua hidrofobicidade (MUKURUMBIRA et al., 2022).

Observando apenas a modificacdo dos amidos, nota-se a reducdo da TPVA em
mais de 50%, passando de 662,34 g.m2.dia* (NL) para 364,44 g.m2.dia* (OL) e 363,97
g.m?dia? (EL).

O mesmo comportamento foi observado na espessura, onde filmes em que foram
adicionados os coacervados, a espessura foi maior quando comparado ao 6leo livre. Esse
comportamento pode ter se dado durante o processo de secagem, onde as microparticulas
aglomeram-se em certas regides do filme, resultando em varia¢6es na espessura. Através
da microscopia (Figura 6) é possivel observar que a superficie dos filmes com as
microparticulas apresentou uma superficie mais rugosa, podendo ter causado essa maior
espessura. Resultado similar foi reportado por Cai et al. (2020), ao incorporar coacervados
de OET em filmes de amido. Os autores observaram que a espessura dos filmes com as
microparticulas aumentou com o aumento da concentracdo de coacervados.

A solubilidade em agua dos filmes variou de 26% para NL a 100% para EL, sendo
este Ultimo 100% soluvel (Tabela 3). Vicentino et al. (2011) também obtiveram 100% de
solubilidade em filmes de amido de mandioca eterificado ao produzir filmes com seis
tipos de fécula de mandioca misturados com gelatina e plastificados com sorbitol para
conservagao de uvas.

A solubilidade é um fator determinante para a aplicacdo dos filmes como
embalagens de produtos alimenticios. Em alguns casos, como nos produtos semiprontos
destinados ao preparo sob cozimento, a completa solubilizacdo em &gua pode ser
vantajosa. No entanto, quando o alimento exsuda uma solucdo aquosa, filmes altamente
soliveis ndo sdo adequados. Filmes com solubilidade moderada apresenta uma maior
gama de aplicabilidade, uma vez que ndo ha liberacdo de exsudado, além de facilitar a
remoc&o do filme para o consumo, como € o caso dos amidos de mandioca modificados,

com excecéo do eterificado, que possui alta solubilidade.

3.2.4. FTIR
Para entender melhor o efeito da incorporacéo do OET livre e microencapsulado
nos filmes de amido, foi realizada analise FTIR das amostras. Bandas espectrais de FTIR

correspondentes dos filmes s&o mostradas na Figura 5. Todos os filmes mostram as
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bandas caracteristicas de amido em 3300 cm™ (alongamento O-H), 2930 cm
(estiramentos C-H de alcanos), 1645 cm™ (flexdo O-H) e 1149 cm™ (alongamento C-O)
(GHOSHAL; SHIVANI, 2022).
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Figura 5 FTIR dos films de amido com OET livre e microencapsulado.

Comparando apenas a incorporacdo do OET aos filmes de amido, os espectros de
FT-IR dos filmes contendo microparticulas mostraram pequena bandas em 1560 cm™.
Esta regido é caracteristica dos grupos amida tipo Il (alongamento —NH) encontrados na
estrutura da gelatina (CONSTANTINO; GARCIA-ROJAS, 2022). Esse resultado pode
estar relacionado a presenca da gelatina que compde a parede dos coacervados
confirmando que as microparticulas estdo presentes na estrutura dos filmes. Além disso,
é possivel observar também, um aumento na intensidade da banda em 1662 cm™ (flexdo
O-H). A intensidade da banda em 3308 cm™ (alongamento O-H) diminuiu com a
incorporacdo das microcapsulas. Uma possivel razdo desse comportamento pode ser
devido a natureza hidrofilica das microparticulas que alteraram o estado existente das
moléculas de &gua da matriz de amido e formaram novas liga¢des de hidrogénio com elas.

Os resultados presentes estdo de acordo com os relatados por Ghoshal e Shivani,
(2022) para filmes de amido de tamarindo e whey protein fabricados com nanoemulsdes
oleo essencial de tomilho. Cai et al. (2020) relataram espectros semelhantes em um filme
a base de amido de milho incorporado com diferentes concentracGes de microcapsulas de
OE de tomilho.
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3.2.5. Propriedades térmicas

A decomposigdo térmica dos filmes foi avaliada na faixa de temperatura de 25 a
500 °C e o resultado esta representado na Figura 6. Na primeira etapa, a degradagédo
térmica ocorre normalmente emconsequéncia da evaporacdo de agua livre e compostos
de baixo peso molecular (LIU; XUE; ADHIKARI, 2023). As amostras com
microparticulas perderam em média 9% de massa e com 6leo livre 15%. Essa maior perda
dos filmes com oleo pode ser referente a evaporagdo de agua livre juntamente com os
compostos volateis de baixo peso molecular do OET. Em seguida, inicia-se uma segunda
perda de massa, que chega a cerca de 250 °C. A perda de massa nessa faixa de temperatura
em filmes a base de amido tem sido reportada como uma de decomposicdo do glicerol
(CAl et al., 2020). A perda de massa mais significativa foi observada na terceira etapa, a
partir de 300 °C, que corresponde a degradacdo do amido(WANG et al., 2019).

Os filmes de amido modificado apresentaram temperatura de degradacgao (aprox.
300 °C) dentro do encontrado na literatura (NARVAEZ-GOMEZ et al., 2021;
OLUWASINA et al., 2019; SILVIA et al., 2021) (Figura 6).

Os filmes OL e OC apresentaram menor perda de massa quando comparados com
os demais, apresentando, dessa forma, uma melhor estabilidade térmica, o que esta de
acordo com a literatura (OJOGBO; OGUNSONA; MEKONNEN, 2020). Além disso,
eles também apresentaram picos maiores na segunda etapa, relacionada a degradacédo do
glicerol, que pode ter sido maior, devido a baixa viscosidade que esse tipo de amido
apresenta.

Através da primeira derivada da curva, é possivel observar a reducdo dos picos
nos filmes com incorporacdo de microparticulas, mostrando que as microparticulas
reduziram a perda de massa, ou seja, melhoram a estabilidade térmica. Comportamento
semelhante pode ser observado para a temperatura de transicdo vitrea. A partir das curvas
DSC (Figura 7) o material com 6leo livre apresentou transi¢do vitrea menor. Ja a adi¢éo
das microparticulas deslocou as Tg para cerca de 137,27 °C, no filme EC. Uma hipétese
para ter ocorrido essa maior Tg pode ser atribuida ao fato de haver pouca agua disponivel
no sistema, uma vez que esse amido possui alta viscosidade e a adi¢cdo das microparticulas

reduziu ainda mais a quantidade de agua livre no sistema.
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Considerando os resultados obtidos por TGA e confirmados por DSC, pode-se
afirmar que a adicdo das microparticulas resultou em uma melhoria na estabilidade

térmica dos filmes a base de amido modificado.
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Figura 7 Curvas DSC dos filmes com OET livre (A) e microencapsulado (B)

3.2.6. Cor e Opacidade

Os dados da Tabela 4 mostram os parametros de cor e opacidade dos filmes.
Quanto maior a luminosidade (valor de L*), espera-se que menor seja a sua opacidade.

Isto pode ser observado nos filmes oxidados (OL e OC) e eterificados (EL e EC)
onde os filmes oxidados apresentaram maior luminosidade e a opacidade menor enquanto
os filmes eterificados (EL e EC) apresentaram menor luminosidade e maior opacidade. A
analise visual (Figura 4) confirma a opacidade obtida por espectroscopia. Os filmes EL

foram os mais opacos, apresentando aproximadamente 14x e 5x mais opacidade do que

os filmes OL e NL, respectivamente.
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Tabela 4 Efeito da incorporacéo de 6leo de tomilho, diretamente e microencapsulado,
sobre o conteido de cor e opacidade dos filmes a base de amido.

Tratamentos Cor Opacidade
L a* b*

NL 97,36x0,12% 0,08+0,06* 0,67+0,12° 1,23+0,07¢
NC 97,07+0,15%¢  0,13+0,06®  1,05+0,072 0,87+0,08°
OL 97,78+0,40° 0,11+0,04*  1,10+0,262 0,360,03¢
OoC 97,24+0,27°¢  0,25+0,06  1,05+0,13? 1,03+0,02¢
EL 96,72+0,08¢ 0,03+0,01°  0,05+0,042 5,32+0,4%
EC 97,563+0,09%  0,13+0,02°  1,060,07° 2,12+0,02°

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.
NL=Neutro com OET livre; NC= Neutro com OET encapsulado; OL = Oxidado com OET livre; OC=
Oxidado com OET encapsulado; EL= Eterificado com OET livre; EC = Eterificado com OET encapsulado

Um dos fatores que podem contribuir para o aumento da opacidade dos filmes € a
reorganizacdo da amilose e amilopectina, apds a gelatinizardo, proporcionando uma
estrutura mais amorfa do que o granulo bruto (MOREIRA; MOREIRA; PRATA, 2024)
nas cadeias polimeéricas. O amido eterificado tende a ser mais amorfo que o0 amido neutro
e oxidado, pois a introducdo de grupos éter nas moléculas de amido, podem interromper
as interagOes intramoleculares e intermoleculares, resultando em uma estrutura mais
amorfa (OJOGBO; OGUNSONA; MEKONNEN, 2020). Comportamento similar foi
reportado por Zhang et al. (2022) ao sintetizar filme de amido modificado com
ingredientes bioativos para aplicacdo em cerejas.

Observou-se também uma tendéncia de aumento do tom vermelho nos filmes com
coacervados devido ao aumento do valor a*. De maneira semelhante, o tom amarelo,
representado pelo valor b*, também aumentou com a incorporacdo dos coacervado, o que

pode estar relacionado a presenca das microparticulas presente na composi¢do dos filmes.

3.2.7. Atividade Antimicrobiana

Todos os filmes apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados (Tabela 5). Entre as duas bactérias testadas, o efeito inibitdrio
das microcapsulas de OET foi o melhor sobre S. aureus (gram-positiva) do que sobre E.
coli (gram-negativa). Devido a estrutura mais simples e permeavel da parede celular das
bactérias Gram-positivas, elas sdo geralmente mais susceptiveis a atividade dos 6leos

essenciais do que as bactérias Gram-negativas (BOUTAKIOUT et al., 2022). Estudos
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reportados na literatura corroboram com os resultados encontrados (GUIMARAES et al.,
2024; HE et al., 2022; PEIXOTO et al., 2023)

Tabela 5 Halos de inibicdo (mm) dos filmes de amido modificados incorporados com
OET direto e microencapsulado.

Tratamentos Microrganismos (mm)
S.aureus E.coli Penicillium sp.
NC 14,5+0,25° 6,74+0,32° 7,36+0,27°
NL 10,420,227 5,275+0,35¢ 5,55+0,31¢
ocC 15,58+0,44>  8,05+0,24° 8,52+0,15%
oL 12,45+0,13°  6,375+0,44° 6,78+0,17°
EC 16,27+0,09*  10,03+0,33? 8,95+0,5%
EL 13,57+0,45¢  8,55+0,34° 6,78+0,5°

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.
NL=Neutro com OET livre; NC= Neutro com OET encapsulado; OL = Oxidado com OET livre; OC=
Oxidado com OET encapsulado; EL= Eterificado com OET livre; EC = Eterificado com OET encapsulado

Estudos mostram que o OET tem boas propriedades antimicrobianas e essa
propriedade € normalmente atribuida aos seus compostos fenolicos como o timol e
carvacrol (ABHISHEK BISWAL; PAZHAMALALI 2021; GALOVICOVA et al., 2021a;
POSGAY et al., 2022). Existem diferentes mecanismos de acdo desses S compostos
fenolicos presentes nos OEs, um deles é a capacidade que esses compostos tem de
interagir e alterar a bicamada lipidica da membrana celular das bactérias, causando
liberacdo dos constituintes intracelulares vitais (VIANNA et al., 2021).

Embora a membrana externa das bactérias Gram-negativas geralmente forneca
uma barreira adicional a atividade dos 0Oleos essenciais, a composi¢do especifica dos
6leos, os mecanismos de acdo dos compostos bioativos e as condi¢bes experimentais
podem influenciar a susceptibilidade dessas bactérias (ANDRADE-OCHOA et al., 2021).

Estudo realizado por Wang et al. (2021), demonstrou que a capacidade inibitéria
do 6leo essencial de gengibre sobre bactérias Gram-negativas é maior do que sobre
bactérias Gram-positivas Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de varios
compostos bioativos, e alguns desses compostos podem ter uma atividade antimicrobiana
mais pronunciada contra bacterias Gram-negativas (ANDRADE-OCHOA et al., 2021).

E possivel observar que os filmes com OET livre, apresentaram menores halos de
inibicdo, o que ndo corrobora com o resultado de compostos fendlicos. Uma razdo para
tal resultado pode estar relacionado a alta volatilizacdo desses compostos, que podem ter
reduzido a eficiéncia antimicrobiana dos filmes (MUKURUMBIRA et al., 2022).
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Um dos objetivos de utilizar a microencapsulacdo é proteger o OET da
volatilizacdo (FERNANDES et al., 2022). Neste estudo, isto foi verificado, visto que a
microencapsulacdo permitiu uma melhor atividade antibacteriana e antifingica. Esse
comportamento, é similar ao reportado na literatura (ANSARIFAR; MORADINEZHAD,
2022; BECERRIL; NERIN; SILVA, 2020; PEIXOTO et al., 2023).

3.2.8. Compostos fendlicos e Capacidade Antioxidante

O teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante (FRAP e ABTSY)
dos filmes podem ser observados na Tabela 6. Valores mais altos indicam uma maior
capacidade antioxidante da amostra, o que significa que ela tem uma maior capacidade
de neutralizar os radicais livres e proteger contra o estresse oxidativo(BASAVEGOWDA;
BAEK, 2021).

Os filmes com OET livre apresentaram concentracdes de compostos fendlicos
superiores (p<0,05) aos filmes com microparticulas, sendo o NL com a maior
concentragdo. No OET, os principais compostos fendlicos sdo o timol, y-terpineno, p-
cimeno e carvacrol (ABHISHEK BISWAL; PAZHAMALAI, 2021). Os compostos
fendlicos presentes nos OESs sdo 0s principais responsaveis pela capacidade antioxidante
(CARPENA et al., 2021). Filmes de quitosana e gelatina incorporados com OE de
orégano apresentaram atividade antioxidante similar ao do presente estudo (GALINDO
etal., 2019)

Tabela 6 Efeito da incorporacédo de 6leo de tomilho, diretamente e microencapsulado,
sobre o conteido de compostos fenélicos e capacidade antioxidante (FRAP e ABTS™)

Fendlicos FRAP ABTS*
Tratamentos . ) . .
(mg éc. galico/g filme) (UM trollox/g filme) (UM trollox/g filme)
NL 1073,57+1,312 931,46+1,872 1055,33+1,142
NC 625,97+5,14° 360,03+2,83° 758,59+2,69°¢
oL 530,24+0,83¢ 433,91+3,33¢ 864,28+2,78°
oC 498,68+3,41 155,78+5,56" 657,68+2,45°
EL 644,04+3,86' 383,82+1,70¢ 753,07+5,10¢
EC 479,19+6,40° 147,46+2,65° 694,96+1,87°¢

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.
NL=Neutro com OET livre; NC= Neutro com OET encapsulado; OL = Oxidado com OET livre; OC=
Oxidado com OET encapsulado; EL= Eterificado com OET livre; EC = Eterificado com OET encapsulado.

A presenca desses compostos justifica a boa capacidade antioxidante (FRAP e
ABTS") dos filmes. O fato do OET estar livre na matriz polimérica pode ter favorecido a
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maior liberacdo no meio, gerando capacidade antioxidante maiores. Ja nos filmes com
microparticulas, houve a necessidade de migracdo do OET do interior das particulas, para
matriz polimérica, para que este fosse liberado para meio, e o tempo de reacdo pode ter
influenciado em menores valores de captura de radicais. Wang et al. (2021) observaram
que a capacidade antioxidante do OE de gengibre também foi influenciada pela
microencapsulacao e incorporagao em filmes de gelatina. Os autores verificaram que nos
filmes com microcépsulas, a liberacdo dos 6leos essenciais foi mais suave e sustentavel

ao longo de 15 dias quando comparado com OE livre.

4. CONCLUSAO

Através do presente trabalho, foi investigada formacéo de coacervados complexos
GE/GA para microencapsular a OET e sua aplicagdo em filmes de amido neutro e
modificado. Os coacervados complexos formados encapsularam 90% do OET,
garantindo sua protecdo. Foi possivel incorporar do OET, diretamente ou em
microparticulas em todos os filmes de amido. Observou-se que a combinacdo da
modificacdo do amido com a incorporacdo das microparticulas melhoraram a resisténcia
mecanica, térmica e a barreira ao vapor d"agua dos filmes. A incorporacdo de ambas as
formas de 6leo reduziu a rugosidade, solubilidade, teor de umidade e taxa de transmisséo
de vapor de agua (WVTR). Apesar dos filmes com OET livre terem apresentado melhor
capacidade antioxidante, a microencapsulacdo permitiu uma melhor integracdo do 6leo
essencial na matriz polimérica em comparacdo com a incorporacao direta, resultando em
uma atividade antimicrobiana mais eficiente.

Dessa forma, pode-se concluir que as microparticulas formadas por coacervagao
complexa podem ser usadas para produzir filmes ativos de amido modificado capazes de
proteger de maneira natural e sustentavel os alimentos, tornando possivel, dessa forma,
projetar solu¢Bes de embalagens ativas que prolongam a vida Gtil e melhoram a qualidade

dos alimentos.
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CONCLUSAO GERAL

Os avangos em embalagens a base de amido modificado estdo abrindo caminhos
para solucdes inovadoras, sustentaveis e adaptaveis as necessidades especificas da
indUstria alimenticia e de embalagens. O compromisso continuo com a pesquisa e
desenvolvimento nesse campo é essencial para impulsionar a evolucdo e a adogédo
generalizada das tecnologias emergentes.

Neste estudo, verificou-se que a associacdo da modificacdo do amido com a
incorporacdo de microparticulas de OET melhorou a resisténcia mecénica, estabilidade
térmica e de barreira ao vapor d’agua dos filmes. Essas melhorias permitem que os filmes
neutros e oxidados ativos com microparticulas garantam uma barreira eficaz contra a
umidade e ajudem a regular a troca de gases, preservando o frescor de produtos como
panificados, confeitos, cereais, snacks e produtos de origem animal. O filme eterificado,
apesar de sua alta solubilidade, demonstrou excelente resisténcia mecénica e estabilidade
térmica, sugerindo sua aplicacdo como embalagem sollvel.

A microencapsulacéo via coacervacdo complexa integrou melhor o 6leo essencial na
matriz polimérica dos filmes, resultando em uma atividade antimicrobiana e antioxidante
mais eficiente. Logo, os amidos de mandioca modificados, reforcados com
microparticulas de OET, emergem como embalagens ativas viaveis para diversos
alimentos, preservando-0s por mais tempo e garantindo a seguranca alimentar de forma
natural.

Sugere-se para trabalhos futuros, analise da biodegradabilidade dos materiais, analise
da validade quanto ao armazenamento dos filmes, além de estudos de aplicacdo dos filmes
em alimentos. Investigacdo quanto a liberacdo controlada do 6leo essencial também se
faz necesséria e esta em andamento.

Sendo assim, conclui-se que o uso de materiais biodegradaveis como os amidos de
mandioca modificados reforcados com microparticulas de OET emergem como viaveis
embalagens ativas que podem ser aplicadas em uma variedade de alimentos que requerem
embalagens com propriedades especificas. Podendo preserva-los por mais tempo e
garantir a seguranca alimentar de forma natural, contribuindo para uma economia mais

sustentavel e resiliente.
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ANEXO A

Analitos identificados no 6leo essencial de tomilho (T. vugaris).

tR (min) IR (a) Identificacio % rel. (b)
5,7 923 Tricicleno 0,32
5,98 933 alfa-pineno 2,8
6,39 948 Canfeno 1,78
7,17 977 beta-pineno 0,92
7,54 991 beta-mirceno 0,44
8,71 1026 para-cimeno* 15,51
8,83 1029 limoneno* 7,14
9,85 1058 gama-terpineno 0,61

10,96 1089 terpinoleno 0,13
11,4 1101 linalol 0,39
13,24 1146 canfora 2,05
13,7 1157 isoborneol 0,2

14,08 1167 borneol 0,32
15,19 1194 alfa-terpineol 0,28
19,13 1287 acetato de isobornila 0,44
19,39 1293 M =196 © 2,22
19,76 1302 Timol* 53,57
20,03 1308 Carvacrol* 6,93
21,95 1354 n.i. (d) 0,41
24,66 1420 trans-cariofileno 3,26
32,68 1625 M =208 0,28

Notas: a) indice de retengdo; b) fracdo em % da &rea total integrada para o cromatograma; c)
massa molar; d) n.i. — ndo identificado; * fendis monoterpenos isoméricos.
Fonte: (Gongalves et al. 2017)
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