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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho extrair e determinar a composi¢do quimica dos dleos essenciais
(OEs) de Thymus vulgaris, Salvia officinalis ¢ Ocimum basilicum, avaliar a atividade
antibacteriana desses OEs sobre Salmonella choleraesuis e Listeria monocytogenes, avaliar
atividade antioxidante pelos métodos de eliminacdo do radical livre DPPH e branqueamento do
[-caroteno, avaliar a atividade inseticida sobre a mosca Drosophila suzukii, produzir emulsdes
com o 0leo essencial de tomilho utilizando dois surfactantes Tween 80 e Pluronic F127 e
incorpora-las em filmes de pectina. Também foi estudada capacidade antioxidante dos filmes
como potencial embalagem ativa aplicada no controle da oxidacdo lipidica de salaminhos
fatiados. Os OEs foram extraidos por hidrodestilacao e caracterizados por cromatografia em
fase gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas. As emulsdes de 6leo essencial de tomilho
foram produzidas por meio de agitacdo mecanica e sonicacdo de ponta ultrassOnica e
caracterizadas por meio do tamanho de particula e do potencial zeta. Os filmes de pectina foram
produzidos por casting e caracterizados por microscopia eletronica de varredura (MEV),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e por analise
termogravimétrica (TGA). A atividade antioxidante dos filmes foi avaliada por meio do teste
de estabilizacdo do radical DPPH. Avaliaram-se os parametros de cor € compostos volateis dos
salaminhos fatiados durante 14 dias de armazenamento a 7 °C. Os compostos majoritarios
presentes nos OEs de T vulgaris, S. officinalis € O. basilicum foram Timol (62,67%), p-Cimeno
(22,83%) e Carvacrol (4,64%); Canfora (63,37%), B-Pineno (11,73%), e 1,8-Cineol (10,21); e
(E)-Anetol (33,06%), Linalol (27,70%) e 1,8-Cineol (12,69), respectivamente. O OE de T.
vulgaris foi o que apresentou maior atividade antioxidante frente as duas metodologias testadas
e maior atividade antibacteriana sobre ambas as bactérias, sendo esse OE usado para a producao
das emulsdes. A andlise do tamanho da particula mostrou que todas as emulsdes produzidas
eram nanoemulsdes e o potencial zeta mostrou ser estavel. As eletromicrografias mostraram a
presenca de microporos, indicando que houve a incorporagdo de nanoemulsdes contendo 6leo
essencial de T vulgaris nos filmes de pectina. A eficiéncia da incorpora¢do das nanoemulsdes
contendo OE nos filmes de pectina foi evidenciada e comprovada pelos resultados de FTIR e
TGA e a atividade antioxidante dos filmes foi comprovada. Os filmes de pectina incorporados
com nanoemulsdes de oleo essencial de 7. vulgaris, independentemente do surfactante
utilizado, proporcionaram menor producdo de aldeidos, especialmente hexanal e nonal,
relacionados com a oxidagdo lipidica. Pelos resultados, infere-se que os filmes de pectina
incorporados com nanoemulsdes de OE de 7. vulgaris, em estudo, podem ser promissores e
aplicados como filmes ativos em alimentos no controle da oxida¢do lipidica, preservando a
qualidade, bem como aumentando a vida util dos produtos carneos.

Palavras-chave: Produtos naturais; Oxidagdo; Tomilho; Salvia; Manjericdo; Inseticida.



ABSTRACT

The objectives of this work were to extract and determine the chemical composition of essential
oils (EOs) from Thymus vulgaris, Salvia officinalis and Ocimum basilicum, evaluate the
antibacterial activity of these EOs on Salmonella choleraesuis and Listeria monocytogenes,
evaluate antioxidant activity by free radical scavenging methods DPPH and [-carotene
bleaching, evaluate the insecticidal activity on the Drosophila suzukii fly, produce emulsions
with thyme essential oil using two surfactants Tween 80 and Pluronic F127 and incorporate
them into pectin films. The antioxidant capacity of the films was also studied as a potential
active packaging applied to control lipid oxidation of sliced salami. The EOs were extracted by
hydrodistillation and characterized by gas chromatography coupled to a mass spectrometer.
Thyme essential oil emulsions were produced using mechanical stirring and ultrasonic tip
sonication and characterized using particle size and zeta potential. The pectin films were
produced by casting and characterized by scanning electron microscopy (SEM), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermogravimetric analysis (TGA). The
antioxidant activity of the films was evaluated using the DPPH radical stabilization test. The
color parameters and volatile compounds of sliced salami were evaluated during 14 days of
storage at 7 °C. The major compounds present in the EOs of 7. vulgaris, S. officinalis and O.
basilicum were thymol (62.67%), p-cymene (22.83%) and carvacrol (4.64%); camphor
(63.37%), B-pinene (11.73%), and 1,8-cineole (10.21); and (E)-anethole (33.06%), linalool
(27.70%) and 1,8-cineole (12.69), respectively. The EO from 7. vulgaris was the one with the
highest antioxidant activity compared to the two methodologies tested and the highest
antibacterial activity against both bacteria, and this EO was used for the production of
emulsions. Particle size analysis showed that all emulsions produced were nanoemulsions and
the zeta potential was shown to be stable. The electron micrographs showed the presence of
micropores, indicating the incorporation of nanoemulsions containing 7. vulgaris essential oil
into the pectin films. The efficiency of incorporation of EO-containing nanoemulsions into
pectin films was evidenced and confirmed by FTIR and TGA results and the antioxidant activity
of the films was proven. Pectin films incorporated with T. vulgaris essential oil nanoemulsions,
regardless of the surfactant used, provided lower production of aldehydes, especially hexanal
and nonal, related to lipid oxidation. The results indicated that pectin films incorporated with
T’ vulgaris EO nanoemulsions, under study, may be promising and applied as active films in
foods to control lipid oxidation, preserving the quality, as well as increasing the shelf life of
meat products.

Keywords: Natural products; Oxidation; Thyme; Sage; Basil; Insecticide.
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1 INTRODUCAO

A seguranga de alimentos ¢ um assunto que gera bastante preocupagdo, pois muitos
alimentos sdo susceptiveis a contaminagao e deterioracao microbiologica e a oxidagao lipidica.
A industria de alimentos busca diversas formas de evitar a perda de qualidade dos produtos
durante toda a cadeia produtiva com o objetivo de garantir a satisfacdo do consumidor e reduzir
perdas no mercado.

Para evitar essas deterioragdes e contaminagdes causadas por patogenos, os produtos
sintéticos sao utilizados; no entanto, esses produtos podem causar efeitos adversos ao
organismo humano. Dessa forma, a busca por produtos naturais que nao sejam toxicos e que
possam ser utilizados associados aos produtos sintéticos, ou até mesmo substitui-los tem sido
tema de diversos estudos.

Os o6leos essenciais sdo metabolitos secundarios das plantas, constituidos por terpenos
e fenilpropanoides, com atividades bioldgicas comprovadas, como antioxidante, inseticida,
antimicrobiano, antitumoral, entre outras, € vém se destacando como alternativa ao uso de
produtos sintéticos. No entanto, na area de alimentos, a utilizagdo dos oOleos essenciais ¢
complexa, devido ao seu sabor e odor caracteristico. Dessa forma, a nanotecnologia vem sendo
uma alternativa para o uso dos 6leos essenciais na area de alimentos, uma vez que torna seu uso
mais extensivo.

As nanoemulsdes de Oleos essenciais, por possuirem pequeno tamanho, apresentam
algumas caracteristicas desejaveis para serem utilizadas na area de alimentos, como boa
transparéncia, alta area superficial e boa estabilidade. Quando as nanoemulsdes preparadas com
compostos bioativos sao incorporadas em filmes de biopolimeros degradaveis, esses compostos
sao liberados gradativamente para os alimentos, aumentando a vida util dos produtos
alimenticios devido as propriedades bioldgicas desses compostos ativos.

Embalagens ativas sdo aquelas em que um agente ativo, como antioxidante ou agente
antimicrobiano € incorporado na embalagem em vez de ser adicionado diretamente ao alimento.
Filmes de pectina incorporados com compostos bioativos sdo utilizados em alimentos, por
possuirem caracteristicas desejaveis como serem obtidos de residuos alimentares, ndo serem
toxicos e serem biodegradaveis. Esses filmes vém sendo estudados por serem uma alternativa
aos filmes PVC, para reduzir o descarte no ambiente.

Objetivou-se neste trabalho extrair e caracterizar os constituintes quimicos dos 6leos

essenciais de Thymus vulgaris, Salvia officinalis e Ocimum basilicum; avaliar as atividades
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bioldgicas desses 6leos por meio de testes antioxidantes, antibacterianos e inseticida; produzir
emulsdes de dleo essencial de Thymus vulgaris utilizando as técnicas de agitacdo mecanica e
sonicacao de ponta ultrassonica com os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, e caracteriza-
las fisico-quimicamente; produzir filmes de pectina incorporados com emulsdes de Oleo
essencial de Thymus vulgaris e caracteriza-los fisico-quimicamente, bem como aplicar esses

filmes ativos em salaminhos fatiados para o controle da oxidagao lipidica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Condimentos e especiarias

2.1.1 Tomilho (Thymus vulgaris)

Thymus vulgaris (tomilho), Figura 1, ¢ uma planta herbacea, perene pertencente a familia
Lamiaceae e nativa do sul da Europa. E consumido mundialmente sob forma de condimento,
especiaria e infusdo, e isso se deve as caracteristicas aromatizantes e a presenca de compostos
bioativos, como os compostos fendlicos, que possuem propriedades antioxidantes (ARPANAHI

et al.,2020; BISTGANI et al., 2019; SEYEDI; REEZI, 2024).

Figura 1 — Condimento alimentar tomilho.

Fonte: Do Autor (2024).

Além de ser empregado como agente aromatizante, o tomilho ¢ utilizado na medicina
tradicional como expectorante, carminativo, diurético, antibroncolitico, antiespasmddico e anti-
helmintico. Por possuir propriedades antipatogénicas e antioxidantes, o Oleo essencial de
tomilho pode ser utilizado na producao de medicamentos, cosméticos, produtos agricolas e
alimentos (BISTGANI et al., 2019; MORSY, 2020; NABISSI et al., 2018; SHMEIT et al.,
2020).

O timol, principal composto ativo presente no 6leo essencial de tomilho, confere a esse
0leo outras propriedades, como antibacteriana, antifingica, antisséptica, anestésica local, anti-
inflamatéria e imunomoduladora, permitindo que esse possa ser aplicado em diferentes areas
(GUO et al.,2024; SALEHI et al., 2018; SHMEIT et al., 2020). Golkar, Mosava e Jalali (2020)
e Tohidi et al. (2020) mostraram que a utilizagdo do dleo essencial de tomilho como substituinte
dos antioxidantes sintéticos na industria de alimentos € promissora, devido a sua boa capacidade

antioxidante observada nos testes in vitro.
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2.1.2 Manjericao (Ocimum basilicum L.)

Ocimum basilicum L. (manjericao), Figura 2, ¢ uma planta rasteira pertencente a familia
Lamiaceae. Foi originalmente encontrado na Asia tropical e subtropical e é cultivada
mundialmente, principalmente como condimento alimentar. O género Ocimum compreende um
grande nimero de variedades, com mais de 150 espécies (ALKUWAYTI et al., 2020;
YAMANI; ALI 2023).

Figura 2 — Condimento alimentar manjericao.

Fonte: Do Autor (2024).

A comercializacdo do manjericao pode ser feita tanto na forma fresca quanto seca, e a
alta demanda ¢ devido a sua importincia econdmica e culinaria. As folhas frescas sdo muito
utilizadas para temperar alimentos, como molhos e massas. Além da utilizag@o na culinaria, o
manjericao ¢ empregado na aromaterapia € na medicina popular para o tratamento de doengas,
como gota, bronquite, dores de cabeca, garganta e dente, tosse, diarreia, disfungdes renais,
constipacdo e verrugas (AHMED et al., 2019a; BAHCESULAR et al., 2020).

J& foram encontrados nos Oleos essenciais e nos extratos de manjericdo terpenos,
fenilpropanoides, compostos fenolicos, flavonoides, antocianinas, saponinas, 4cidos
rosmarinico e cinamico. O 6leo essencial de manjericao pode ser extraido das diferentes partes
da planta, como das flores e das folhas e possui aplicacdo em diferentes areas, como na indistria
de alimentos (aditivo alimentar), na farmacéutica e de cosméticos devido as propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias e antiedermatogénicas (AHMED et al.,

2019a; YAMANI; ALI 2023).
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2.1.3 Salvia (Salvia officinalis L.)

Salvia officinalis L.(salvia), Figura 3, ¢ um arbusto lenhoso e perene, pertencente a
familia Lamiaceae, nativa da regido Mediterranea e cultivada mundialmente. No Brasil, o
género Salvia compreende 68 espécies, encontradas nas Regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste (BABAEI-GHAGHELESTANY et al., 2023; MENDES et al., 2020).

Por possuir em sua composi¢ao 6leos essenciais, flavonoides e compostos fendlicos
(acido carnosico, acido rosmarinico, carnosol, entre outros), a salvia pode ser utilizada em
diversos setores, como farmacéutico, alimentos e cosméticos (MENDES et al., 2020; SOJIC et

al., 2018).

Figura 3 — Condimento alimentar salvia.

Fonte: Do autor (2024).

A salvia ¢ muito utilizada na medicina popular para o tratamento de doengas, como
convulsdes, gota, reumatismo, diarreia, inflamacdes, hiperglicemia e cicatrizacdo de feridas
(KHIYA et al., 2019; WEI et al., 2018). Esses efeitos medicinais sdao associados a presenca de
compostos antioxidantes presentes no extrato e no o6leo essencial. A sdlvia possui outras
propriedades que sdo anti-inflamatdrias, anticancer, antiflingicas, antiproliferativas, além de
possuir capacidade de melhorar a memoria. Essa capacidade antioxidante da sélvia € devido a
presenca dos numerosos compostos bioativos, principalmente os polifen6is (NUTRIZIO et al.,

2020; WEI et al., 2018).

2.2 Metabolitos secundarios

Atualmente, as plantas vém sendo estudadas e empregadas em diversas areas devido a

sua constituicdo quimica, o que lhes confere diferentes propriedades. Esses constituintes
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quimicos complexos sdo denominados metabolitos secundarios Diferentemente do
metabolismo primadrio, aquele responsavel pela formacao de proteinas, lipideos, carboidratos,
acidos nucleicos e outras substancias importantes na realiza¢ao das fungdes vitais dos seres
vivos, o metabolismo secundario ¢ responsavel por sintetizar substancias que ndo estdo
envolvidas com a geragdo de energia ou desenvolvimento do organismo, mas que atuam em
funcdes indispensaveis para as interacdes ecologicas entre as espécies vegetais € o meio
ambiente. Como metabodlitos secundarios, destacam-se alcaloides, antocianias, flavonoides,
quinonas, lignanas, taninos, esteroides, terpenoides e dleos essenciais (NAKAMURA et al.,
2019; SIMOES et al., 2017; THAKUR et al., 2019; TOHIDI; RAHIMMALEK; TRINDADE,
2019).

A glicose ¢ precursora basica dos metabolitos secundarios. O catabolismo da glicose
pode ser dividido em duas rotas, sendo a primeira a partir do intermediario acido chiquimico, e
a segunda por meio do intermedidrio acetil-coA, conforme apresentado na Figura 4. A rota do
acido chiquimico ¢ responsavel pela formagao de compostos que apresentam em sua estrutura
um anel aromatico, como os taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados de
aminodacidos aromadticos e fenilpropanoides. Por meio da rota do acetil-CoA, sdo formados os
terpenos, esterdis, acidos graxos, triglicerideos, aminoacidos alifaticos e os alcaloides derivados
deles. Alguns metabolitos secundarios derivam de ambos os intermediarios, como € o caso das
antraquinonas, flavonoides e taninos condensados, que resultam da combinagdo de uma unidade

de 4cido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados (SIMOES et al., 2017).
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Figura 4 — Metabolismo da glicose pelas vias do &cido chiquimico e do acetil-CoA.
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Fonte: Simoes et al. (2017).

Esses metabolitos secundarios sdo desenvolvidos por meio de processos fisiologicos e
bioquimicos, que conferem as plantas essas propriedades aromaticas e medicinais (MAHAJAN;
KUIRY; PAL, 2020). Os metabodlitos secundarios presentes nos oOleos essenciais sao
armazenados em 6rgaos celulares internos, como os vacuolos ou glandulas secretoras especiais,
sendo o estagio secretorio dependente da parte da planta, do seu desenvolvimento e da variagao

de sazonalidade (DIMA; DIMA, 2015; KHOSHSOKHAN et al., 2014).

2.2.1 Oleos essenciais
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Os Oleos essenciais, também conhecidos como oleos volateis, possuem como
caracteristicas serem liquidos hidrofobicos aromaticos. Podem ser extraidos de diversas partes
das plantas, como raizes, flores, brotos, frutas, sementes, folhas e galhos. Esses 0leos volateis,
Oleos etéreos ou essenciais sdao definidos pela ISO (International Standard Organization) como
produtos obtidos de partes de plantas por meio de destilagdo com arraste por vapor d’agua, bem
como os produtos obtidos por espremedura dos pericarpos de frutos citricos. As principais
diferencas entre os 0leos essenciais € os 6leos fixos sdo a volatilidade e a composicao (CUI et
al., 2020; SIMOES et al., 2017).

Apds a extragdo, os Oleos essenciais geralmente sdo incolores ou ligeiramente
amarelados e possuem como caracteristicas serem instaveis na presenga de ar, luz, calor e
umidade. Além disso, sdo soluveis em solventes lipofilicos, como éter de petrdleo, cloroformio,
éter e etanol e possuem sabor pungente, acre (4cido) e picante (SIMOES et al., 2017).

Por serem constituidos de uma mistura complexa de compostos organicos e por
possuirem caracteristicas aromaticas e quimicas, nas plantas, possuem fun¢des de atracdo de
insetos e polinizadores benéficos, protecao de estresse ambiental, como, por exemplo, calor e
frio e protegdo contra pragas e microrganismos. Quimicamente, grande parte de seus
componentes apresentam estrutura de fenilpropanoides (Figura 5) e de terpenos, que sao
formados pela condensacao de duas ou mais unidades de isopreno (Figura 6) (FALLEH et al.,

2020; SIMOES et al., 2017).

Figura 5 — Estrutura quimica de um fenilpropanoide.
CH _CH. _CH
e

C. _~CH
HO” CH

Fonte: Simdes et al. (2017).

Figura 6 — Estrutura quimica do isopreno.
CH,

_C_ _CH,
e~ cA

Fonte: Simdes et al. (2017).

Os fenilpropanoides sao compostos fendlicos formados pela via do acido chiquimico e
possuem, como percursores, diferentes aminoacidos aromaticos. O acido chiquimico ¢ formado
por meio da condensagao dos metabdlitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato.

A reacdo que ocorre entre uma molécula de acido chiquimico e uma molécula de
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fosfoenolpiruvato possui como produto o acido corismico. A partir do acido corismico, ocorre
a formacdo dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina, os quais por meio de agdo
enzimatica e perda de uma molécula de amoénia, produz os acidos cindmicos € p-cumarico. Apos
reagoes de reducao, oxidagdo e ciclizagdo dos acidos cinamicos e p-cumarico, sao obtidos os

fenilpropanoides (Figura 7) (SIMOES et al., 2017).

Figura 7 — Biossintese de fenilpropanoides. (Continua)
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Figura 7 — Biossintese de fenilpropanoides. (Continua)
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Figura 7 — Biossintese de fenilpropanoides. (Concluséao)
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Fonte: Adaptado de Teixeira (2016).

Diferentemente dos fenilpropanoides, os terpenos sao sintetizados pela via do acetato,
por meio de duas rotas principais distintas, sendo a primeira a rota do mevalonato, que ocorre
no citosol, e a segunda, a rota do DXPS (1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato), que ocorre nos
plastideos. Todos os terpenos sdo biossintetizados a partir do isopentenil difosfato (IPP) e seu
isomero dimetilalil difosfato (DMAPP). No citosol, o IPP e o DMAPP sdo formados pela
condensagcdo de moléculas de acetil-CoA, dando origem ao 4cido mevalonico, que serd
pirofosforilado, descaboxilado e desidratado, de forma a gerar os precursores dos terpenos

(Figura 8) (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2017).
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Figura 8 — Via do mevalonato para a formacdo do isopentenil difosfato (IPP) e do
dimetialildifosfato (DMAPP). (Continua)
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Figura 8 — Via do mevalonato para a formacdo do isopentenil difosfato (IPP) e do dimetialil
difosfato (DMAPP). (Conclusao)
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Nos plastideos, os isoprenos isomeros sao formados a partir do piruvato e gliceraldeido-
3 fosfato, que apods algumas reacdes, formam o 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, e a partir de
reacdes subsequentes, sdo obtidos o IPP e 0 DMAPP (Figura 9) (DEWICK, 2009; SIMOES et
al.,2017).

Figura 9 — Mecanismo de formacdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato
(DXPS). (Continua)
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Figura 9 — Mecanismo de formagdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato
(DXPS). (Continua)

5) op
HZC\

CH-on
HO-pe” 1-Deoxi-D-xilulose OH R +.C

H(i N
-5-P sintase
—0 o] CH _CH \
(C

~ CH; OH
R—N" ? ® 1
\=
/R .
H,C 1-Deoxi-D-xilulose-5-P  Anion TPP regenerado
(DXPS)

6) H. H. H.
&? Rearranjo "|| (l:’ (|3
i 1 — OH
O.. _CH _CH, pinacol-pinacolona c.PHcH  _cH HsC CH _CH,
e e op = |07 \(;:/ o op — e
CH;  OH CH; OH _Cx._ OH

1-Deoxi-D-xilulose-5-P
(DXPS)

NADPH NAD* cH, /™
, 7 HO _ CHy
Z°>¢”7 cH op T <|: cI;H opl —— > hg ¢H op

2-C-Metil-D-eritritol-4-P

8) CHg Citidina Cl)H
.. HsC 00
HO” “Cc_ .CH, trifosfato \_CH __O0_/ \_0O
/ \(|3H o U c\/ “CH, \/P/\ /\P/ >
OH HZ(‘: OH no 9 on
OH

2-C-Metil-D-eritritol-4-P 4-(CDP)-2-C-Metil-D-eritritol

cistidina

OH
9 HsC (I)H 00 AP ADP K <|:H o R o

AN CH oL/ N\ _Oo Ny ¢~ CH, P P~ cistidina

C CH, P P cistidina ———— 4, \ / o7 N

H,C7 N /o7 ik HO OH

[ OH HO OH HO L on

OH o=b—0

4-(CDP)-2-C-Metil-D-eritritol QH
2-Fosfo-4-(CDP)-2-C-metil-D-eritritol



28

Figura 9 — Mecanismo de formagdo das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP), pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato
(DXPS). (Conclusao)
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Os terpenos estdo presentes em diversos vegetais e sdo derivados de unidades de
isoprenos (C5), biossintetizados a partir do IPP (cabeca) e DMAPP (cauda), como apresentado
na Figura 10. A partir dessas ligacdes, sdo obtidos diferentes terpenos, que apresentam nimero
de carbonos multiplos de 5, sendo classificados como monoterpenos (C10), tendo como
precursor o trans-geranildifosfato (GPP), sesquiterpenos (C15), como o farnesil difosfato
(FPP), diterpenos (C20), como o geranil geranil difosfato (GGPP), e assim sucessivamente,

formando os triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2017).

Figura 10 — Biossintese dos terpenos.
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Os monoterpenos e os sesquiterpenos constituem a maioria dos componentes dos 6leos
essenciais extraidos por processo de destilacdo. J4 os diterpenos, principalmente quando o
oxigénio estd presente na molécula, sao encontrados em 6leos que sao obtidos por processo de
extragdo utilizando fluido supercritico ou solventes (DEWICK, 2009; SIMOES et al., 2017).

A composicao quimica dos 6leos essenciais ¢ varidvel devido a influéncia de diversos
fatores, como caracteristicas genéticas, estdgio de desenvolvimento, propriedades do solo,
condi¢gdes ambientais, clima, tempo de colheita, armazenamento e parte da planta na qual ¢
estocado (HONORATO et al., 2023; HOSSEINI et al., 2021). Devido a essa variada
composicao, os Oleos essenciais possuem diversas propriedades, como antioxidante, anti-
inflamatorio, antimicrobiana, inseticida, antitumoral, conservante natural, entre outras, que os
possibilitam ser aplicados em industrias farmacéuticas, de cosméticos, perfumaria,
aromaterapia e de alimentos (REZENDE et al., 2022; SOUZA et al., 2022; TEIXEIRA et al.,
2023).

2.3 Contaminacio e deterioracio alimentar

Nos ultimos anos, a seguranga de alimentos vem recebendo destaque devido ao seu
impacto substancial na saide publica e no bem-estar. Diversas substancias toxicas, como
contaminantes organicos ambientais, metais pesados, residuos veterinarios, micotoxinas,
pesticidas e patogenos bacterianos possuem o potencial de serem incorporadas em produtos
alimenticios durante as fases de cultivo de plantas, processamento, preservacdo e embalagem
(LETSYO; MADILO; EFFAH-MANU, 2024; WU et al., 2021a).

O consumo de alimentos contaminados com microrganismos patogénicos representa um
problema mundial, acarretando consequéncias adversas. Os microrganismos patogénicos e
deterioradores ndo geram apenas modificagdes indesejaveis nos atributos fisico-quimicos,
nutricionais € sensoriais dos alimentos, mas também representam uma séria ameaga a saude
humana (CARVALHO et al., 2023; ZHAO et al., 2023).

Além da contaminacdo microbioldgica, a contaminagdo de alimentos por insetos vem
gerando preocupagdo, pois eles podem atuar como vetores mecanicos ou bioldgicos de
bactérias, gerando danos e riscos saude além de grandes perdas econdmicas. As pragas
representam uma ameaga significativa para os agricultores de frutas e vegetais em escala global.
Cerca de 18% a 26% dos danos que ocorrem na producdo agricola sdo causados por insetos,
gerando prejuizos avaliados em mais de US$ 470 bilhdes por ano, e esses prejuizos ocorrem na

maioria das vezes antes da colheita (BUCK ef al., 2024; RIVAS-NAVIA et al., 2023).
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A oxidagdo lipidica ¢ considerada umas das principais reagdes relacionadas com a
degradacdo e perda de qualidade dos alimentos, influenciando nas propriedades de textura e na
qualidade nutricional do produto alimenticio. Os acidos graxos insaturados presentes nos
alimentos se decompdem em compostos que produzem gosto e odores desagradaveis, tornando

o alimento inaceitavel pelo consumidor (ASLAM; SCHROEN, 2023).

2.3.1 Bactérias patogénicas

A contaminagdo de alimentos por bactérias patogénicas ¢ uma das principais
preocupagdes para a saude humana. Essas bactérias representam uma ameaca significativa a
saude publica, exigindo medidas rigorosas de prevengao e controle, pois sdo responsaveis por
uma variedade de doengas. Destacam-se as bactérias patogénicas Listeria monocytogenes e
Salmonella, pois estdo relacionadas com a contaminag¢do dos alimentos apods sua fabricacdo
(WU et al., 2023)

Listeria monocytogenes ¢ um bastonete Gram-positivo, anaerdbio facultativo, disperso
em todo o meio ambiente, e pode ser encontrado no solo, na d4gua e em diversos alimentos. Esse
patdgeno pode causar listeriose, uma doenca fatal em individuos imunocomprometidos, como
criangas, idosos e pacientes com doengas cronicas. Para adultos saudaveis, os sintomas sao
semelhantes aos da gripe, ao passo que para mulheres gravidas, a listeriose pode resultar em
aborto. Entre as 30 espécies do género Listeria validamente publicadas, apenas a Listeria
monocytogenes ¢ considerada patdgena para os seres humanos; no entanto, casos raros causados
por Listeria ivanovii ja foram publicados (OBERREUTER; DYK; RAU, 2023; SHABANI et
al., 2023).

Esse patogeno de origem alimentar possui capacidade de resistir e se multiplicar em
uma ampla gama de condigdes diversas, tais como temperaturas que variam de -1,5 °C a 45 °C,
pH entre 3,3 a 9,5 e altas concentracdes de sal (NaCl) (20% p/v). Para outros microrganismos
patogénicos diferentes da Listeria monocytogenes, tais como Salmonella spp., Escherichia coli
e Vibrio spp., esses ambientes sdo considerados letais. Dessa forma, essa bactéria representa um
risco para a industria de alimentos, pois possui a capacidade de sobreviver a um amplo espectro
de condi¢des ambientais adversas, como citado anteriormente. (BYUN et al., 2023;
OBERREUTER; DYK; RAU, 2023).

A contaminagdo por Listeria monocytogenes ¢ uma das principais fontes de “recalls” de
alimentos, e essa bactéria ¢ considerada como um dos 10 principais agentes causadores de
doencas transmitidas por alimentos. Outra preocupacdo ¢ com a capacidade da Listeria

monocytogenes em formar biofilmes, o que possibilita sua permanéncia em superficies,
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podendo resultar na contaminagdo dos produtos alimenticios (CARLIN et al., 2024;
CARVALHO et al., 2023).

Salmonella ¢ uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa e possui natureza
mével devido a presenca de flagelos. E considerada um patogeno de origem alimentar, capaz
de provocar febre tifoide, gastroenterite, septicemia, aborto espontaneo e até¢ morte em humanos
e animais. Salmonella pode sobreviver em diferentes ambientes, e causar infecgdes devido ao
consumo de alimentos e agua contaminados por Salmonella por meio da via fecal-oral. Essa
bactéria pode sobreviver por muitas semanas em condi¢gdes secas € por alguns meses em
ambiente umido (CHANG et al., 2019; FUJITA; CHAVASIRI; KUBO, 2015; KAAVYA et al.,
2021; LIN et al., 2023; YAN et al., 2022).

Na industria de alimentos, a presen¢a de Salmonella ¢ considerada um desafio. Cepas
resistentes durante o processamento de alimentos podem resultar em obstaculos significativos,
pois podem permanecer em ambientes de manipulacdo de alimentos por um periodo
prolongado, chegando a persistir por cerca de 10 anos (KAAVYA et al., 2021).

As fontes alimentares de Sa/monella incluem ovos crus ou mal cozidos, leite cru, carnes
cruas ¢ seus derivados e aves. Salmonella pode causar a salmonelose, uma das principais
doengas de origem alimentar, considerada um perigo global para a satide publica. A salmonelose
pode ocorrer apds a ingestao de células vidveis de um organismo do género Salmonella. Nos
Estados Unidos, Salmonella causa cerca de 450 mortes todo ano e 1,2 milhdo de doengas,
enquanto na China, essa bactéria € responsavel por causar de 70% a 90% dos incidentes de
intoxicagao alimentar bacteriana (CHANG et al., 2019; FUJITA; CHAVASIRI; KUBO, 2015;
LIN et al., 2023; YAN et al., 2022).

Existem muitos sorovares de Salmonella, e todos sdo considerados patogénicos para
humanos. As respostas imunoldgicas e os sintomas dos hospedeiros estdo associados aos
sorovares (CHANG et al., 2019; FUJITA; CHAVASIRI; KUBO, 2015). Quando comparadas
com outros sorovares de Salmonella, como Typhimurium, infeccdes humanas casadas por
Salmonella choleraesuis apresentam taxas mais altas de hospitalizacdo e mortalidade. Deve-se
destacar que as infec¢des causadas por Salmonella choleraesuis sao dificeis de tratar devido a
resisténcia a diferentes antibidticos, e isso gera grande preocupacao (GUO et al., 2016; LIN et

al., 2023).

2.3.2 Drosophila suzukii


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/gastroenteritis
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Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) ¢ uma praga em espécies cultivadas e
silvestres de frutas vermelhas, como morango e framboesa, presente atualmente em todos os
continentes. A infestacao de frutos por essa praga resulta em prejuizos substanciais, que variam
com a cultura hospedeira e os niveis de infestacdo da praga. Origindria do leste asiatico, essa
espécie foi inicialmente identificada no Brasil durante o verdo de 2012/2013, na Regido Sul do
pais. Os machos se distinguem das fémeas por possuirem a presen¢a de uma mancha escura
proxima a borda de cada asa, uma caracteristica que resulta no nome popular de “mosca-de-
asa-pintada” (BAENA et al., 2023; SOUZA et al., 2022).

As fémeas de D. suzukii possuem um ovopositor serrilhado e isso permite a ovoposi¢ao
em frutos imaturos ¢ com epiderme intacta, sendo o local de ovoposi¢do considerado um
caminho para os patégenos. As larvas se alimentam da polpa do fruto, tornando-o ndo
comercializavel. As perdas na producdo de morango devido a D. suzukii sdo calculadas em
cerca de 20% nos Estados Unidos e 30% no Brasil (BAENA et al., 2023; BUCK et al., 2024;
SOUZA et al., 2022).

O manejo dessa praga ¢ realizado principalmente utilizando inseticidas sintéticos, o que
vem sendo intensificado, e isso tem gerado grande preocupagdo devido aos efeitos colaterais
indesejaveis, como danos ecoldgicos e riscos a satide publica. Dessa forma, alternativas eficazes
e seguras para combater essa praga vem sendo estudadas (NARCISO et al., 2023; PINEDA et
al., 2023).

No entanto, pesquisas mostram que Drosophila suzukii possui sensibilidade reduzida
aos inseticidas espinosade, zeta-cipermetrina e bifentrina, indicando resisténcia potencial.
Outra preocupagdo esta relacionada com o fato de os inseticidas sintéticos serem prejudiciais
nao somente ao inseto alvo, mas também outros organismos ndo alvos e seu custo relativamente
elevado. Assim, sdo necessarios estudos com produtos alternativos, mais sustentaveis, capazes
de inibir essa praga, sem afetar outros organismos ndo alvos, de forma que possibilitem
aumentar o rendimento das colheitas € minimizar os impactos ambientais e aos consumidores

(BUCK et al., 2024; SOUZA et al., 2022).

2.3.3 Oxidacao lipidica

A oxidag¢ao lipidica ¢ uma das principais causas da reducao de vida 1til dos produtos
alimenticios, ocorrendo com frequéncia em alimentos que possuem alto teor de acidos graxos
poli-insaturados, gerando a perda de qualidade. Essa oxidacdo ¢ caracterizada por reagdes em
cadeia, em que ocorre a interagdo de radicais livres derivados do oxigénio com esses acidos

graxos poli-insaturados (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2020).
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Os radicais livres sdo intermedidrios de reagdes altamente reativos, que contém elétrons
desemparelhados, formados durante as reacdes de oxidacdo e reducdo. Esses radicais podem
ser classificados em dois grupos, dependendo do atomo em que o elétron estiver centrado,
podendo ser: espécies reativas de nitrogénio e espécies reativas de oxigénio. Nos alimentos, a
presenca de radicais livres estd relacionada diretamente com a oxidagdo lipidica
(BALASUBRAMANI et al., 2018, CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

A oxidacao lipidica nos alimentos pode ocorrer por meio da acdo enzimatica, pela agao
das lipoxigenases, € por meio de reacdes nao enzimaticas como autoxidagdo e fotoxidagdao. A
lipoxigenase ¢ uma enzima presente tanto em animais quanto em vegetais, capaz de catalisar a
oxidacdo de acidos graxos insaturados, como dacido linoleico, 4cido linolénico e dacido
araquidonico, para formar seus perdxidos correspondentes. Essa reacao ocorre durante o
armazenamento e processamento dos alimentos (ARAUJO, 2015; LEHTONEN et al., 2020;
MELO FILHO; VASCONCELOS, 2011).

A autoxidagao lipidica ocorre na presenca do oxigénio atmosférico e em trés etapas. Na
primeira etapa (iniciacdo), os radicais livres atacam o hidrogénio alilico, formando um novo
radical. Na segunda etapa (propagag¢do), esse radical formado na etapa de inicia¢do reage com
0 oxigénio e sdo obtidos como produtos dessa reagdo os radicais peroxil. Esses radicais peroxil
reagem com outros lipideos e formam o hidroperdxido lipidico e dienos conjugados, que sao
produtos primarios da oxidacdo dos acidos graxos. Na terceira etapa (finalizacdo) ocorrem
reagdes entre dois radicais, formando um composto ndo radicalar e um oxigénio, sendo
encerrada a oxida¢do. Além de produtos primarios, sdo obtidos os produtos secundérios por
meio da quebra do hidroperoxido lipidico, produzindo malondialdeido, pentanal, hexanal,
dentre outros, como apresentado na Figura 11 (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2020;
MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2017).
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Figura 11 — Etapas da oxidac&o lipidica.
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2018).

A fotoxidagdo ¢ um processo oxidativo dos acidos graxos insaturados resultante da
exposicao a luz, oxigénio e fotossensores. Nos produtos carneos, a mioglobina € o fotossensor,
e na presenga de luz e oxigénio, ocorre o inicio do processo de transferéncia de energia para a
reacdo de formagdo do peroxido. Diferentemente da autoxidagdo, a fotoxidacdo ¢ independente
da pressao do oxigénio, ndo apresenta periodo de indu¢do e o oxigénio age direto na dupla
ligagdo, sem formar radical livre, havendo a formagao de radicais lipidicos e hidroperoxidos,
sendo que os hidroperéxidos se decompdem e formam o hexanal (ARAUJO, 2015;
LEHTONEN et al., 2020; MELO FILHO; VASCONCELOQOS, 2011).

A oxidagdo lipidica ¢ um dos principais fatores relacionados com a deterioragao,
gerando perda nutricional, de textura, cor e sensorial, fazendo com que o alimento perca a
qualidade. Isso ocorre porque a medida que os niveis de oxidacdo aumentam, o teor de rango
aumenta, tornando esse produto inaceitavel pelos consumidores. Além do rango, durante a

oxidagdo, moléculas toxicas podem ser formadas, podendo gerar riscos a saide humana. Com
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o intuito de prevenir e reduzir a oxidagao lipidica, s@o utilizados os antioxidantes nos alimentos
(DEV et al., 2020; LAKSHMI et al., 2020; PATEIRO et al., 2018; SAMMET et al., 2006; WU
etal.,2021b).

Antioxidante ¢ qualquer substancia que possua a propriedade de retardar, impedir ou
reverter o dano oxidativo a uma molécula-alvo. Porém, se essa substancia possuir naturalmente
propriedades antioxidantes, sem eliminar outras propriedades bioldgicas, ¢ denominada de
antioxidante natural (REYES-FERMIN et al., 2020). Essas defini¢des de antioxidante se
enquadram tanto para a eliminagdo de radicais livres presentes no corpo humano, quanto os
usados como aditivos em alimentos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Tanto os antioxidantes sintéticos quanto os naturais possuem a capacidade de
impossibilitar a formagdo de radicais livres, sequestrar os radicais livres presentes em um meio,
neutralizando-os e favorecendo no reparo e na reconstituicdo de estruturas biologicas lesadas
(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

A industria alimenticia emprega os antioxidantes sintéticos BHA (hidroxianisol butilado
e BHT (hidroxitolueno butilado) como aditivos alimentares, pelo fato de serem capazes de
eliminar radicais livres, reduzir a oxidagdo lipidica e impedir a degradacdo microbiana nos
alimentos (AKBARI et al., 2019) Esses antioxidantes sintéticos nao sao utilizados nos produtos
carneos, mas sdo utilizados em diversas categorias de alimentos, como 6leos de peixe e/ou
outras gorduras de origem animal, incluindo 6leos de alga e Oleos e gorduras vegetais, por
exemplo (BRASIL, 2022).

Também sdo utilizados os antioxidantes naturais na industria de alimentos, como o acido
ascorbico, conhecido como vitamina C e o acido eritérbico. biomolécula hidrossoluvel com
propriedades antioxidantes e ¢ considerada um nutriente dietético essencial. Dado que o
organismo humano ndo ¢ capaz de sintetizd-la por si sO, sua obten¢do por meio de frutas,
vegetais e outras fontes alimentares ¢ fundamental para diversas fungdes fisiologicas, incluindo
a sintese de colageno, cicatrizagdo, desintoxicacao corporal e absor¢do de ferro. O 4cido
eritorbico, estereoisdmero do acido ascorbico, também desempenha um papel significativo no
corpo humano. Tanto o acido ascorbico quanto o acido eritdrbico possuem papel significativo
na industria de alimentos. Esses sdo amplamente utilizados como suplementos, aditivos,
conservantes e antioxidantes em alimentos processados (HELAL et al., 2018; YOUNIS et al.,
2024).

Além desses antioxidantes citados anteriormente, destacam-se os 6leos essenciais, que
sdo antioxidantes naturais produzidos pelas plantas. A atividade antioxidante dos Oleos

essenciais esta relacionada com a presenga de compostos fendlicos, que possuem a capacidade
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de doar um elétron para o radical livre, como o peroxil e o alcoxil, por meio da doagdo do
hidrogénio presente nos grupos hidroxilas (-OH). Assim, ocorrem a estabilizacdo e a inativagao,
impedindo a oxidacao de outros compostos. Dessa forma, sao obtidas com essas reagdes, novos
radicais, que sdo incapazes de capturar atomos de hidrogénio dos lipideos insaturados. Esses
radicais podem reagir com radicais semelhantes ou radicais lipidicos, obtendo espécies nao
radicalares, inativando os radicais peroxil. Dessa forma, os compostos fendlicos possuem a
capacidade de inibir a etapa de iniciagdo da oxidacao lipidica, prevenindo a deterioragao desses
lipideos e, consequentemente evitar a perda de qualidade dos alimentos em que estdao presentes

(PATEIRO et al., 2018; ROSA et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2023).

2.4 Salame

Os salames sao produtos embutidos, curados e fermentados, que possuem ampla gama
de variagdes e sao conhecidos e apreciados pelas caracteristicas sensoriais, sendo consumidos
em diferentes cendrios culindrios nos diferentes paises do mundo (BIS-SOUZA; PENNA;
BARRETTO, 2020; JOVANOVICHS et al., 2023). Pela Legisla¢ao Brasileira (Brasil, 2000),
salame € produto carneo obtido de carne suina e de toucinho, com adi¢ao ou nao de carne bovina
ou de outros ingredientes, condimentado, embutido em envoltorios naturais ou artificiais,
curado, fermentado, maturado, defumado ou nao, ¢ dessecado. A Instrucio Normativa n°
22/2000, do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) designa oito tipos de salames:
Salaminho, Salame tipo Alemao, Salame tipo Calabrés, Salame tipo Friolano, Salame tipo
Napolitano, Salame tipo Hamburgués, Salame tipo Italiano e Salame tipo Milano. As diferencas
entre esses salames estdo no tipo e na quantidade de matéria-prima, granulometria da carne e
do toucinho e na presenca de condimentos.

Os ingredientes normalmente utilizados no preparo dos salames sdo carne suina ou
bovina, gordura, culturas para fermentagdo, sais, agentes de cura (nitrito e/ou nitrato), agucar e
especiarias (NISSEN et al., 2023; ZHANG; LU; CHEN, 2023). As etapas de produgdo do
salame sdo os seguintes: separacdo dos e moagem da carne; mistura da carne com os
ingredientes e embutimento da massa carnea em tripas permeaveis ao vapor d’agua. Apos o
embutimento, o produto ¢ levado para a camara de maturacdo, onde ocorre a fermentacao e
secagem por um periodo de aproximadamente 30 dias, sendo esse tempo varidvel de acordo
com o tipo de salame. Durante o processo de fermentacdo, sdo empregadas bactérias lacticas
para assegurar a seguranca e estabilidade do produto e também cultura de Staphylococcus

coagulase negativa, que contribui para estabilizar a cor, prevenir a rancificacdo e realcar os
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compostos aromaticos dos produtos carneos. Apos a fermentacdo, ainda na camara de
maturagado, realiza-se a secagem para conferir e intensificar os sabores, aroma e textura, reduzir
a atividade de agua e o pH, e melhorar a estabilidade microbiologica (BIS-SOUZA; PENNA;
BARRETTO, 2020; KIM et al., 2021; PEREZ-BURILLO et al., 2019).

A etapa de secagem ¢ considerada uma etapa importante porque influencia nas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas e nos pardmetros de qualidade dos produtos
finais. Esses parametros sao perda de massa (agua), uniformidade do tempero, transformagdes
quimicas, fisicas e microbioldgicas. A perda de agua ¢ um parametro importante a ser
observado, uma vez que ¢ responsavel pela reducdo da atividade de agua, que influencia
diretamente no crescimento de diversos microrganismos deteriorantes e patogénicos de origem
alimentar, limitando o crescimento desses microrganismos (ALAMPRESE; FONGARO;
CASIRAGHLI, 2016).

Ainda nessa etapa de secagem, a umidade relativa ¢ mantida constante e abaixo da
atividade de dgua dos salames, com o intuito de gerar diferenga na pressdo de vapor, de forma
que resulte na retirada de umidade pelas camadas externas dos salames. O recomendado ¢ que
a reducdo da umidade ocorra uniformemente para evitar o endurecimento do salame, que ¢ um
ponto negativo quanto a questdo sensorial de textura. Outro ponto a ser levado em consideragao
¢ que se a perda de dgua do salame ndo ocorrer de forma adequada, a perda de peso ou firmeza
desejada sera obtida em maior tempo, de forma a prolongar o processo, resultando em maior
custo de produgao (ALAMPRESE; FONGARO; CASIRAGHI, 2016).

Apods essa etapa de secagem, realiza-se o revestimento externo com parafina para
melhorar a aparéncia, proporcionar maior durabilidade e integridade do alimento. Assim, o
salame ¢ submerso em tanque contendo parafina aquecida a 80 °C. Em seguida, ¢ suspenso por
10 minutos para que escorra o excesso de parafina e entdo, ¢ embalado a vacuo para poder ser
comercializado a temperatura ambiente (RAMOS, 2005).

O processo de fabricagdo do salame ¢ complexo, uma vez que muitos fatores externos
influenciam nas caracteristicas do produto final. Esses fatores sdo temperatura, umidade
relativa, velocidade do ar nas salas de fermentagdo e maturacdo e tempo de maturagdo. Todos
esses fatores determinam a queda do pH, atividade de 4gua e, consequentemente, a cor, o sabor,
o aroma ¢ a textura (ALAMPRESE; FONGARO; CASIRAGHI, 2016).

De acordo com Pérez-Burillo et al. (2019), o salame ¢ muito consumido mundialmente,
apesar de possuir alto teor de gordura e falta de moléculas bioativas. Nos tltimos anos, estudos
foram realizados para melhoria da qualidade desses alimentos, por meio da adi¢do de

ingredientes funcionais, que geram a modifica¢do da formulagao; modificagdo da composicao
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da carne por meio da alimentacdo de gado e inovagdes no processamento € armazenamento
desses produtos carneos, tudo isso com o objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais,
nutricionais e funcionais, além de agregar ainda mais valor a esse produto (JOVANOVICHS et
al., 2023; PEREZ-BURILLO et al., 2019; SACCANI et al., 2023).

A vida 1til dos salames ¢ estavel; no entanto, pode ser afetada pela oxidagao lipidica.
Essa oxidacdo lipidica pode prejudicar o valor nutritivo do produto, reduzindo o teor de 4cidos
graxos poli-insaturados e vitaminas, bem como formar aldeidos e cetonas responsaveis por
sabores desagradaveis ou outros derivados de acidos graxos poli-insaturados potencialmente
toxicos. Além disso, o processo de oxidacdo excessiva pode resultar em perda de cor e textura
e encurta o prazo de validade, afetando a aceitagdo pelo consumidor (BOLLETTA et al., 2024;
LIU et al., 2023; ROCCHETTI et al., 2023).

2.4.1 Salaminho

O salaminho ¢ um produto carneo elaborado de carne suina ou suina e bovina, toucinho,
com granulometria média entre 6 ¢ 9 mm, embutido em envoltdrios naturais ou artificiais,
adicionado de ingredientes, curado, defumado ou nio fermentado, maturado e dessecado por
tempo indicado pelo processo de fabricagdo (BRASIL, 2000). Esse produto carneo deve ser
constituido por um teor minimo de 60% de carne suina, toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de
sodio e/ou potéssio, como ingredientes obrigatorios. Alguns ingredientes opcionais podem ser
utilizados, como carne bovina, leite em pd, agiicares, maltodextrinas e proteinas lacteas. Além
disso, podem-se utilizar também aditivos intencionais, como vinho, condimentos, aromas €
especiarias, substincias glaceantes (revestimento externo) e coadjuvantes de tecnologia como
cultivos iniciadores (starters). O salaminho ¢ caracterizado por ser embutido em tripas com
calibre de até 50 mm (BRASIL, 2000).

O sal, cloreto de sodio (NaCl), € utilizado no preparo dos produtos carneos para conferir
estabilidade microbiana, uma vez que possui a propriedade de reduzir a atividade de 4gua dos
produtos. O sal também confere sabor salgado e intensifica o sabor do alimento. Outra
vantagem da utilizacdo do sal € que ele ajuda na solubilizagdo das proteinas miofibrilares,
contribuindo para a melhoria da capacidade de retencao de dgua e capacidade emulsionante dos
produtos nos quais € utilizado como ingrediente (YIM et al., 2020).

O nitrito, um sal de cura, possui funcdo antimicrobiana, antioxidante, promove o
desenvolvimento da cor e sabor caracteristico de produto curado e age como conservante,

prolongando a vida 1til dos produtos carneos curados (SACCANI et al., 2023). A acao
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antimicrobiana do nitrito esta relaciona com inibi¢do de bactérias, principalmente do
Clostridium botulinum, bactéria esporulada altamente resistente ao tratamento térmico. Além
de evitar o crescimento e germinagao dos esporos dessa bactéria em alimentos embalados a
vacuo, os sais de nitrato sao utilizados nos produtos carneos como fonte de nitrito, por meio da
acio de bactérias nitrato redutoras (FLORES; TOLDRA, 2021).

De acordo com JO et al. (2020), o nitrito (NO>"), adicionado aos produtos carneos, ¢

decomposto a 6xido nitrico (NO), como mostrado nas Equagoes 1, 2 e 3.

NO; + H* & HNO, (1)
2HNO, & N,0; + H,0 2)
N,0; & +NO + NO, (3)

A adigdo de nitrito em meio acido (H") produz a formagédo do acido nitroso (HNO>). O
acido nitroso decompde-se gradativamente em tridxido de dinitrogénio (N203) e agua (H20).
Em seguida, o trioxido de dinitrogénio ¢ convertido em oOxido nitrico (NO) e dioxido de
nitrogénio (NOz). O 6xido nitrico obtido a partir das reagdes com o nitrito € o composto
responsavel por proporcionar as caracteristicas do nitrito em carnes curadas. Além disso, o
6xido nitrico reage com a mioglobina (Fe?"), metamioglobina (Fe*") e amino4cidos conferindo
mudancas observadas na carne curada. A combinagio de 6xido nitrico com a mioglobina (Fe*")
forma a nitroso mioglobina. A mioglobina também pode reagir com acido nitroso e ser oxidada
a metamioglobina (Fe’") que, quando reage com o o6xido nitrico, forma o nitroso
metamioglobina, que € rapidamente reduzida a nitroso mioglobina, resultando na coloracao
caracteristica dos produtos carneos curados crus, que ¢ vermelho-rosado (FLORES; TOLDRA,
2021;JO et al., 2020; SACCANI et al., 2023).

O desenvolvimento da cor da carne curada ¢ afetado pela presenga de antioxidantes
usados nesses produtos, como o acido ascorbico, eritorbato e polifendis, que promovem o
aumento da taxa de geracdao do 6xido nitrico por induzir a reducao do triéxido de dinitrogénio
(JO et al., 2020).

O agucar também pode ser adicionado como ingrediente. E utilizado como substrato e
metabolizado pelas cepas bacterianas em 4acido latico durante a etapa de fermentacdo, o que

gera a redugdo do pH do salaminho (VELASCO; WEISS; LOEFFLER, 2020).
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2.5 Nanotecnologia

A nanotecnologia, surgida a partir de 1980, ¢ definida como o estudo da manipulagao
de materiais como particulas, fibras e plaquetas que possuem tamanho variando entre 1-100
nm, faixa da nanoescala, que confere propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas diferenciadas
das outras macroescalas. Essa tecnologia ¢ considerada nova e emergente ¢ estd sendo
amplamente aplicada na agricultura, no processo de tratamento de agua e em industrias
biomédicas, farmacéuticas, dticas, automotivas, eletronicas ¢ de alimentos (GENET; ERRABI;
GAUTHIER, 2012; JILDEH; MATOUG, 2020; KUANG et al., 2020).

Na industria de alimentos, o uso da nanotecnologia vem se intensificando nos tltimos
anos devido aos resultados promissores obtidos com sua aplicagdo. Isso esta associado ao uso
em diferentes areas do setor alimenticio, como no desenvolvimento de ingredientes na escala
nanométrica, com o intuito de aumentar a retengdo de cor, sabor, biodisponibilidade de
nutrientes, no impedimento da deterioragdo microbiana ¢ melhora da resisténcia dos materiais
de embalagem, no desenvolvimento de embalagens ativas, inteligentes e biodegradaveis, em
bionanosensores, para avaliar a qualidade dos produtos durante o transporte e armazenamento;
no encapsulamento e revestimento de aditivos alimentares e na liberagdo controlada de
compostos bioativos (BRANDAO et al., 2023; CANDIDO et al., 2022; KUANG et al., 2020;
KUMAR et al., 2020).

Além de proporcionar beneficios para a industria, o emprego da nanotecnologia melhora
a aceitacdo dos consumidores em relagdo aos alimentos em que ¢ utilizada, principalmente por
estar relacionada com a producdo de alimentos funcionais, com alegacdo de saude, por
prolongar a vida util e por produzir alimentos mais seguros. A aplicacdo da nanotecnologia na
industria de alimentos inclui a utilizagdo de nanoemulsdes, nanofibra e nanoparticulas, por
exemplo (BADAWY; LOTFY; SHAWIR, 2020; BRANDAO et al., 2023; CANDIDO et al.,
2022).

2.5.1 Nanoemulsoes

Nanoemulsdes sdo um tipo de emulsdo, produzidas por meio das dispersdes de dois
liquidos imisciveis, normalmente 6leo e agua, estabilizados por um surfactante, cineticamente

estaveis e que possuem didmetro de gota entre 1 € 100 nm. A aplicagdo pratica de nanoemulsdes
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tem ocorrido principalmente nas industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos.
(PANDEY et al., 2023a; PANWAR et al., 2024; ZHAO et al., 2023).

Na darea de alimentos, as nanoemulsdes podem ser utilizadas para transportar
ingredientes como corantes, Oleos essenciais, minerais, suplementos como Omega-3,
prebidticos, agentes antioxidantes e antimicrobianos. Além disso, podem ser utilizadas para
melhorar a vida 1til, estabilidade, diminuir o teor de gordura, e a0 mesmo tempo, aumentar o
valor nutricional dos alimentos. Existem muitos estudos que comprovam as atividades
antioxidante e antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais; no entanto, a aplicagao desses 0leos
¢ limitada devido a baixa solubilidade em solugdes aquosas, por serem bastante volateis e
instdveis a altas temperaturas. Quando incorporados diretamente aos alimentos, os 6leos
essenciais podem interagir com alguns componentes da matriz alimentar, como lipidios,
proteinas e carboidratos e causar impactos negativos nas caracteristicas sensoriais destes
produtos (PANDEY et al., 2023a; PANDEY et al., 2023b; ZHAO et al., 2023).

Como alternativa para resolver esses problemas, as nanoemulsdes vém sendo cada vez
mais estudadas. A incorporacdo de oOleos essenciais em nanoemulsdes pode melhorar a
dispersdo em solucdes aquosas, aumentar a estabilidade fisico-quimica, bioatividade, liberagao
sustentada, absor¢ao e biosdisponibildiade (PANDEY et al., 2023a; ZHAO et al., 2023).

Abdalla ef al. (2023) estudaram nanoemulsdes de 6leo essencial de limdo incorporadas
em revestimentos compostos de pectina e quitosana e observou-se que o 6leo essencial de limado
foi usado com sucesso no aumento da vida 1util de morangos. Além disso, os revestimentos
contendo 6leo essencial de limdo apresentaram boa atividade antioxidante e inibiram a
contaminag¢ao fungica do morango, quando comparados com o controle.

Mehraie et al. (2023) produziram nanoemulsdes de Oleo essencial de Hyssopus
officinalis e incorporaram em revestimentos de quitosana, com o objetivo de aumentar a vida
util de camardes. Os autores relataram que o revestimento comestivel contendo nanoemulsdo a
base de quitosana pode ser eficaz na preservagao das caracteristicas microbioldgicas, quimicas
e sensoriais de frutos-do-mar, como camardo armazenado a 4 °C por 12 dias, quando

comparados com o controle.

2.5.1.1 Surfactantes

A formagdo das nanoemulsdes ocorre por meio da combinac¢do das fases oleosa e
aquosa, utilizando moléculas de surfactantes anfifilicos. Esses surfactantes possuem a

capacidade de estabilizar as interfaces no sistema heterogéneo das nanoemulsdes, gracas ao seu
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grupo hidrofilico na fase aquosa e ao grupo hidrofébico na fase oleosa. Isso gera a reducgdo da
tensdo interfacial entre as fases oleosa e aquosa, facilitando a estabilizagdo das goticulas
(PANWAR et al., 2024; ZHANG et al., 2024).

A partir da dissociagdo das moléculas dos surfactantes em solucdes aquosas, ¢ possivel
classifica-los em duas categorias principais: surfactantes idnicos € ndo idnicos. Os surfactantes
i6nicos podem ser subdivididos, de acordo com sua carga, em trés categorias distintas:
surfactantes anionicos, catidnicos e anfotéricos. Surfactantes anidnicos possuem carga negativa,
surfactantes cationicos t€ém carga positiva, e surfactantes anfotéricos apresentam tanto cargas
positivas quanto negativas. Em contraste, surfactantes ndo idonicos nao possuem carga elétrica.
Entre os surfactantes, destacam-se: Pluronic F127 e Tween 80 (OUYANG et al., 2023).

O Pluronic F127, um surfactante polimérico ndo idnico, ¢ um copolimero anfifilico.
Esse surfactante também ¢ muito utilizado na industria de farmacos (Figura 12) (EL-LEITHY;
IBRAHIM; SOROUR, 2015; MA et al., 2020;). Ganguly et al. (2022) desenvolveram uma
pomada a base de 6leo de cera de abelha e hidrogel de Pluronic F127, e os resultados mostraram

eficacia na cicatrizagdo de feridas em camundongos.

Figura 12 — Estrutura quimica do Pluroni F127.
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Fonte: Adaptado de Mohammad et al. (2020).

O Tween 80, conhecido também como polissorbato 80, ¢ um surfactante ndo idnico da
familia dos polissorbatos, amplamente empregado em alimentos e diversos produtos. Sua
principal funcdo € atuar como emulsificante e solubilizante (Figura 13) (PANWAR et al., 2024).
De acordo com Aboud et al. (2020), esse surfactante € muito utilizado na industria de farmacos,
pois possui a capacidade de aumentar a solubilidade aquosa de medicamentos hidrofobicos por
meio da formagdao de micelas, além de ser capaz de aumentar a permeacdo de diferentes

medicamentos através das membranas bioldgicas



44

seguFigura 13 — Estrutura quimica do Tween 80.
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2.5.1.2 Producao de nanoemulsoes

As nanonoemulsde podem ser produzidas por diferentes métodos; no entanto,
dependendo da quantidade de energia usada no processo, os métodos podem ser classificados
como de baixa e alta energia. Os métodos de fabricacdo das nanoemulsdes influenciam no
didmetro das particulas, uma vez que afetam a composicao, o funcionamento e estabilidade do
sistema de nanoemulsdes. A escolha do método de produgdo de nanoemulsdes depende da
composi¢do da matriz a ser homogeneizada e das caracteristicas fisico-quimicas e funcionais
do produto final (PANWAR et al., 2024).

Nos métodos de alta energia, sdo utilizados dispositivos mecénicos de alta intensidade,
como homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores e ultrassonicadores. A
incorporagdo de energia altera as caracteristicas das nanoemulsdes e evita ruptura e
coalescéncia das goticulas. Na producao de nanoemulsdes por meio da homogeneizagao de alta
pressao, € possivel obter tamanhos de particulas com até 1 nm, utilizando homogeneizador de
alta pressdo ou homogeneizador de pistdo. Nessa técnica, o sistema sofre forte turbuléncia e
cisalhamento hidréulico, devendo-se tomar cuidado com a deterioracdo dos componentes do
sistema de emulsdo devido a geracao de calor promovida durante o processo (PANWAR et al.,

2024; SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).
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A microfludizagdo ¢ outro método que pode ser utilizado para a producdo de
nanoemulsdes € possui o mesmo principio da homogeneizacao de alta pressdo, sendo utilizada
uma bomba de alta pressao (30-120 MPa). Nesse método, a emulsao inicialmente formada ¢
bombeada por meio de uma camara de interagdo composta por dois canais de fluxo, dispostos
de forma que os dois fluxos se afetem em altas velocidades. A quebra das goticulas é causada
pelas altas for¢as de cisalhamento, e esse procedimento ¢ repetido até que as dimensodes
necessarias sejam obtidas. No entanto, sabe-se que a desvantagem dessa técnica ¢ a
coalescéncia das goticulas formadas, devido ao tempo prolongado necessdrio para a
emulsificagdo e ao aumento de temperatura nas nanoemulsdes devido a elevada pressao
utilizada (PANWAR et al., 2024).

O método de ultrassonicagao ¢ considerado um dos melhores para a produgao de
nanoemulsdes em pequena escala, pois, em grade escala, as ondas possuem bom impacto apenas
nas moléculas que se encontram nas proximidades. Essa técnica possui como principio a
agitacao das moléculas criadas por ondas sonoras com frequéncia acima de 20 KHz. Uma sonda
de ultrassom ¢ inserida na pré-emulsao, preparada previamente com auxilio de um ultra-turrax,
e durante o processo de sonicacdo, sdo criadas ondas longitudinais, criando assim regides
alternadas de compressao e expansdo, que geram niveis de intensa turbuléncia mecanica. Essas
ondas geram vibragdes mecanicas e cavitacdo acustica, criando fortes ondas de choque,
gerando, consequentemente alta pressdo e turbuléncia, o que resulta na quebra das goticulas
(PANWAR et al., 2024; SANTOS; RIBEIRO; SANTANA, 2019).

Diferentemente dos métodos de alta energia, as nanoemulsdes produzidas pelos métodos
de baixa energia sdo formadas espontaneamente devido a mudancas nas condigdes ambientais,
como mudancga de temperatura, ou na composi¢do da mistura. A utilizagdo da energia quimica
armazenada no sistema de componentes causa a formagao de goticulas de tamanho nanométrico
apenas pela homogeneizagao suave dos componentes na interface 6leo e 4gua. Nos métodos de
baixa energia, sdo utilizadas agitacdes com taxa mais lenta, aproximadamente 1600 RPM,
levando a um menor consumo de energia. Algumas técnicas podem ser utilizadas para o preparo
de nanoemulsdes de baixa energia, como emulsificacdo espontanea, composicao de inversao de
fase, temperatura de inversdo de fase e diluicdo de microemulsdo (PANWAR et al., 2024;
SAFAYA; ROTLIWALA, 2020; ZHANG et al., 2024a).

A emulsificagdo espontanea ¢ o método de baixa energia mais simples de preparacao de
nanoemulsdes, pois as fases aquosa, oleosas e o surfactante anfifilico, que ndo estd em
equilibrio, entram em contato, misturando lentamente uma fase na outra. Devido a agitacao

suave do sistema, o surfactante passa da fase oleosa para a fase aquosa, resultando em um
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aumento da area interfacial e turbuléncia, formando pequenas goticulas. Essa técnica de
formagao de nanoemulsdes ¢ considerada altamente eficiente e barata; no entanto, sua aplicagao
¢ restrita devido a algumas limitagdes, como tipos de 6leos especificos de baixa viscosidade,
Oleos a base de hidrocarbonetos e a necessidade de grandes volumes de surfactantes (PANWAR
etal., 2024).

No processo de producdo de nanoemulsdes por meio do método de composi¢cdo de
inversao de fase, a producdo ocorre a temperatura ambiente. Nesse procedimento, um agitador
magnético em escala laboratorial ¢ empregado para agitar o dleo e o surfactante, enquanto a
agua ¢ adicionada de maneira controlada, gota a gota. A nanoemulsdo se forma devido a
interagdo entre a tensao interfacial, viscosidade aparente, regido de transi¢ao de fase, estrutura
e concentracao do surfactante. Este método ¢ também conhecido como inversao catastrofica,
pois implica no aumento da fragdo volumétrica da fase dispersa (SAFAYA; ROTLIWALA,
2020).

No método temperatura de transi¢do de fase, os componentes do sistema surfactante,
6leo e dgua sdo agitados e aquecidos gradualmente a temperatura ambiente continuamente até
a temperatura de inversdo de fase. Em seguida, a solucdo ¢ rapidamente resfriada, transferindo
a mistura para um banho de gelo, levando a formag¢ao de nanoemulsdes de 6leo/agua. Quando
a temperatura de transicao de fase do sistema se encontra entre 20-65 °C, superior a temperatura
de armazenamento, as nanoemulsdes formadas sao do tipo 6leo em agua. Quando a temperatura
de transicdo de fase do sistema se encontra entre 10-40 °C, inferior a temperatura de
armazenamento, nanoemulsdes do tipo 4gua em 6leo sdo formadas (SAFAYA; ROTLIWALA,
2020).

Para o método de diluigdo de microemulsdao, também conhecido como método de
autoemulsificagdo, a nanoemulsdo € preparada por meio de um processo de dilui¢do mantendo
a temperatura constante. A microemulsdo de 6leo em agua ¢ ligeiramente diluida com uma
quantidade significativa de dgua, resultando na reducao da concentracdo do surfactante, que
desempenha o papel crucial na preservacdo da estabilidade termodinamica, ndo havendo
variagdo de temperatura e ndo sendo necessario altas taxas de agitacdo (SAFAYA;

ROTLIWALA, 2020).

2.6 Embalagens ativas

As embalagens ativas sdo aquelas nas quais substancias com propriedades antioxidantes,

antimicrobianas ou absorventes sdo incorporadas ao material da embalagem. Essas substancias
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ativas podem interagir com o alimento ou com a atmosfera ao redor dele, preservando sua
qualidade e seguranga, e prolongando, consequentemente, sua vida ttil. (VICARIO et al., 2024;
WRONA et al., 2023).

Nas embalagens em que os compostos ativos sao antioxidantes, a prevencao da oxidagao
lipidica pode ocorrer por meio do sequestro de radicais livres. Esses compostos ativos tém a
capacidade de reagir e estabilizar os radicais livres, impedindo a oxidagdo primaria dos lipideos
e, consequentemente, outras reacdes em cadeia da oxidacdo. As embalagens ativas
antimicrobianas sdo capazes de diminuir, retardar ou até mesmo interromper o crescimento
microbiano, seja interagindo diretamente com o alimento embalado ou com o espago de cabeca
da embalagem de forma indireta. Devido a sua capacidade de controlar microrganismos
patogénicos e deteriorantes, as embalagens antimicrobianas asseguram a seguranca do
consumidor, a0 mesmo tempo em que estendem a vida util dos alimentos. Existem diversas
formas de embalagens ativas, como sachés ou almofadas contendo compostos ativos volateis,
filmes poliméricos com a incorporagao desses compostos e revestimento ou adsor¢ao desses
compostos ativos na superficie do polimero (WRONA et al., 2023).

O uso indiscriminado dos materiais de embalagem sintéticas de origem ndo renovavel
representam uma ameaca ambiental. Diante desse desafio, diversos estudos estdo sendo
realizados com o objetivo de desenvolver filmes biodegradiaveis como alternativas mais
sustentaveis (HAN; SONG, 2021; VICARIO et al., 2024).

Dessa forma, os filmes poliméricos biodegradaveis para embalagens de alimentos vém
se destacando, pois sdo considerados biomateriais ndo tdxicos, ecoldgicos e renovaveis. A
incorporagdo de substidncias com atividades biologicas nesses filmes gera embalagens
funcionais com bioatividades e propriedades mecéanicas melhoradas. Os filmes funcionais
podem ser fabricados utilizando diversos polimeros, como quitosana, metilcelulose, amido,

gelatina e pectina (NASTASI; FITZGERALD; KONTOGIORGOS, 2023; NI et al., 2024).

2.6.1 Pectina

Na industria de alimentos, a pectina € considerada funcional e pode ser empregada como
agente gelificante, estabilizante e espessante em bebidas, geleias, iogurtes, bebidas lacteas e
sorvetes. A pectina pode ser classificada com base no grau de esterificagdo, sendo pectina com
alto teor de metoxil (grau de esterificacdo > 50%) e baixo teor de metoxil (grau de esterificagao
< 50%). O grau de esterificacdo influencia na viscosidade, nas propriedades de gelificacao e

capacidade de formacao de filme da pectina. Os residuos de frutas citricas e de mag¢a sdo a



48

principal fonte de pectina no mercado. As caracteristicas quimicas da pectina variam de acordo
com a fonte vegetal em que ¢ extraida e as condi¢gdes do processo de extragdo (ROHASMIZAH;
AZIZAH, 2022; REN et al., 2022; ZHANG et al., 2024Db).

A pectina tem sido muito estudada devido a sua propriedade de formagao de filmes e
revestimentos para embalagens de alimentos, sendo considerada uma alternativa ao uso de
plasticos, pois possui como caracteristica ser extraida de residuos, ser biodegradavel, ndo
toxica, ser comestivel e possuir baixo custo (NASTASI; FITZGERALD; KONTOGIORGOS,
2023; ZHANG et al., 2024b).

A pectina ¢ um heteropolissacarideo encontrado comumente na natureza como um
componente estrutural nas paredes celulares das plantas. Estruturalmente, a pectina ¢ composta
por quatro principais polimeros pectidicos: homogalacturonan, ramnogalacturonan I,
ramnogalacturonan II e xilogalacturonan. O homogalacturonan ¢é caracterizado por ser um
homopolimero de regido linear ou lisa, onde os residuos de acido D-galacturdnico estdo ligados
em o-(1-4). O ramnogalacturonan I esta localizado na area altamente ramificada contendo
muitas cadeias laterais de (1,2)-a-L-ramnose-(1,4)a-D-acido  galacturénico. O
ramnogalacturonan II possui uma estrutura de acido galacturénico com um consideravel
numero de cadeias laterais, incluindo (1,2)-a-L-ramnose, fucose, acido glucurénico e acido
glucurdnico metil esterificado, bem como outros carboidratos raros. A regido xilogalacturonan
¢ caracterizada pela presenca de residuos de xilose ligados por ligacdes covalentes B-1,4. A
pectina possui muitos grupos carboxila carregados negativamente, e isso facilita a intera¢do
com cations metalicos ou moléculas ativas com grupos cationicos (BAGHI et al., 2023;
BUTLER et al., 2023; CONDEZO-HOYOS et al., 2023; PIACENZA et al., 2022;
ROHASMIZAH; AZIZAH, 2022;).

Com o passar dos anos, a populagdo vem se preocupando em reduzir o desperdicio de
recursos finitos e diminuir o efeito das embalagens sintéticas no meio ambiente. Dessa forma,
alternativas plasticas biodegradaveis produzidas a partir de biopolimeros atende aos desafios
enfrentados pela sociedade, que sdo gestdao de residuos agricolas, reducao de residuos plasticos

e prote¢ao da saude ambiental.

2.6.2 Filmes de pectina

O método de casting ¢ amplamente empregado para a producdo de filmes de pectina,
principalmente em escala laboratorial, sendo a principal vantagem desse método a facilidade

da producao de filmes. A primeira etapa desse método ¢ a solubilizagao do biopolimero em um
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solvente apropriado. Aditivos como plastificantes ou reticulantes podem ser usados para
melhorar a propriedade do filme e promover a formagdo de redes. A segunda etapa ¢
caracterizada pela transferéncia da mistura obtida em moldes que seja possivel a delaminagao,
remogao do filme. Na terceira etapa, ocorre a formagao do filme, devido a total evaporagao do
solvente. Na quarta etapa, ¢ realizada remog¢ao do filme do molde apos a secagem, seguido pelo
posterior armazenamento (BUTLER et al., 2023; CHANG et al., 2023; ROY et al., 2023).

Os filmes a base de pectina possuem como caracteristica boa propriedade de barreira a
gases, devido as suas estruturas de rede organizadas, que dificultam a permeacao. Entretanto, ¢
importante notar que esses filmes sdo altamente hidrofilicos, o que restringe suas aplicagdes
praticas em embalagens para produtos alimentares com elevado teor de umidade (SUN; WEI;
XUE, 2023).

Os filmes a base de pectina vém sendo estudados, principalmente aqueles incorporados
com diferentes substancias ativas naturais, como 6leos essenciais € extratos, com a finalidade
de conferir atividades antimicrobianas e antioxidantes aos filmes. Diferentes
bionanocompdsitos ja foram produzidos, possuindo como base a pectina e nanomateriais, como
nanoemulsdes de dleo fixo, nanoemulsdes de 6leos essenciais, nanoparticulas de prata, entre
outros (ALMASI; AZIZ1; AMJADI, 2020; HAN; SONG, 2021; YUN; LIU, 2022).

A producao de filmes ativos a base de pectina tem sido estudada devido a capacidade de
transportar biomoléculas com atividades bioldgicas. Almasi, Azizi e Amjadi (2020) estudaram
filmes de pectina incorporados de nanoemulsao de 6leo essencial de manjerona. Os resultados
mostraram que os filmes apresentaram boa propriedade de barreira a agua e atividade
antibacteriana sobre as bactérias Gram-positiva (Staphylococcus. aureus) e Gram-negativa
(Escherichia coli).

Candido et al. (2022) desenvolveram filmes de pectina incorporados com nanoemulsao
de dleo de pracaxi como embalagem ativa para aumentar a vida util de manteiga. Os autores
observaram que as embalagens contendo nanoemulsao melhoraram a estabilidade das amostras
de manteiga sobre o processo oxidativo, mostrando ser uma boa alternativa para aumentar a
vida util de alimentos.

Ao investigarem os impactos do Oleo essencial de tomilho nas propriedades
antioxidantes e antibacterianas de filmes de pectinas, Qin et al. (2024) observaram que a
incorporagdo desse Oleo essencial melhorou a atividade antioxidante dos filmes, quando
comparados com o controle, que aumentou com o aumento da concentragdo de 6leo essencial.
Os autores também obtiveram como resultados que os filmes enriquecidos com 6leo essencial

apresentaram efeito inibitdrio sobre Staphylococcus. aureus € Escherichia coli.
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Filmes ativos compostos por pectina de casca de magd, amido de batata, nanoparticula
de dioxido de zirconio e 6leo essencial de Zataria multiflora foram utilizados em carne de
codorna, por Sani et al. (2021). Os filmes ativos contendo 6leo essencial de Zataria multiflora
e nanoparticula de dioxido de zirconio aumentaram as propriedades antibacterianas dos filmes.
As carnes de codorna embaladas com os filmes-controle apresentaram contagem microbiana
maior do que a dos filmes ativos. Os autores também observaram aumento nos valores de pH e
substancias reativas ao acido tiobarbitarico, sendo esses valores maiores para as amostras
controle. Dessa forma, os filmes contendo 6leo essencial de Zataria multiflora e didxido de

zircOnio apresentaram efeito significativo no aumento da vida util da carne de codorna.
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Biological activities of essential oils

ABSTRACT

The essential oils from Thymus vulgaris, Salvia officinalis, and Ocimum basilicum were
extracted by hydrodistillation, characterized by gas chromatography/mass spectrometry,
and quantified by gas chromatography/flame ionization detector. The principal
constituents were thymol, p-cymene and carvacrol (7. vulgaris); camphor, B-pinene, and
1,8-cineole (S. officinalis); and (E)-anethole, linalool, and 1,8-cineole (O. basilicum). The
essential oil from 7. vulgaris was the most effective, forming inhibition halos of 46.16 +
0.16 and 26.38 + 0.33 mm, respectively, for Salmonella choleraesuis and Listeria
monocytogenes. This essential oil was also more effective against S. choleraesuis, with a
minimum inhibitory concentration of 8.85 mg mL™!, and a MIC of 17.71 mg mL"! for L.
monocytogenes. No bactericidal activity against S. choleraesuis and L. monocytogenes
was observed for the essential oils from S. officinalis, and O. basilicum. Scanning electron
micrographs showed that the addition of essential oils left the bacterial cells damaged and
deformed. Significant DPPH free radical scavenging capacity and lipid substrate
protection were observed in the -carotene bleaching assay for the essential oil from 7.
vulgaris, with 1Cso of 231.13 £ 0.53 and 15.25 + 0.38 ug mL!, respectively. A dose-
dependent relationship between antioxidant activity and concentrations was observed in
the tests. Toxicities of LCso=1.24, 3.51 and 1.19 mg mL"! against Drosophila suzukii flies,
respectively, were observed for the essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis and O.
basilicum. Results suggest that essential oils can be promising antioxidants agents,
insecticides, and inhibitors of pathogenic bacteria.

Keywords: Secondary metabolites, Listeria monocytogenes, Salmonella choleraesuis,

DPPH; B-carotene; Drosophila suzukii.

Practical Application:

The chemical composition of essential oils is related to biological properties. The results
of this study offer valuable information about the essential oils from 7. vulgaris, S.
officinalis and O. basilicum, showing that they have the potential for the development of
promising antioxidant agents, insecticides, and inhibitors of pathogenic bacteria, and can

be used to extend the shelf life of food.
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1. INTRODUCTION

Bacterial infections can result from the consumption of food contaminated by
pathogenic bacteria, such as Listeria monocytogenes and Salmonella spp, which can
cause morbidity and mortality. Antibiotics are widely used to treat bacterial infections;
however, because of their indiscriminate use, some bacteria have become resistant to
these drugs (Ricci et al., 2022; Indrotristanto et al., 2023)

In addition to the presence of microorganisms in food, the existence of free
radicals can also influence the quality of these products. Free radicals are reactive species
responsible for triggering undesirable reactions. In food, these free radicals can be
controlled by synthetic antioxidants (butylhydroxyanisole (BHA), 2,6-di-tert-butyl-4-
hydroxytoluene (BHT), tert-butylhydroquinone (TBHQ) and propyl gallate (GP)) that are
able to neutralize them through the donation of hydrogen atoms or electrons, thereby
delaying chain reactions and inhibiting the attack of free radicals on lipids and proteins
(Teixeira et al., 2023; Orlo et al., 2023).

Other factors, such as insect attacks, are responsible for generating economic
losses for food industry. Among these insect pests, Drosophila suzukii (Diptera:
Drosophilidae) flies are known to attack several red fruit crops. Using a serrated
ovipositor, the females of this phytophagous pest lay their eggs in healthy ripe fruits,
cause wounds and make the fruits susceptible to secondary infections by other insects,
fungi and bacteria, thus making the fruits unsuitable for commercialization (De Souza et
al., 2022; Pineda et al., 2023). The control of insects such as D. suzukii is generally
accomplished by the application of synthetic insecticides. Therefore, the search for
alternative methods, mainly natural ones, is of great interest (Finetti et al., 2020; Pineda
et al., 2023).

As an alternative to the use of synthetic products, essential oils have been
extensively studied because they have proven biological properties (De Souza et al., 2022;
Rezende et al., 2022). Taking into account the fact that the bioeffects of essential oils can
vary according to their chemical composition, the present study sought to investigate the
biological activities of essential oils extracted from three food condiments: Thymus
vulgaris L., Salvia officinalis L., and Ocimum basilicum L., popularly known as thyme,
sage, and basil, respectively, purchased in bulk. Our questions were the following: 1) Do
essential oils have bactericidal and bacteriostatic effects against pathogenic bacteria such
as Salmonella choleraesuis and Listeria monocytogenes? i) Do essential oils have

antioxidant activities observable through different methods? iii) Do essential oils have
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insecticidal activities against Drosophila suzukii? iv) Are these natural products as
effective as some of the commercially available synthetic antibiotics, antioxidants and
insecticides? The answers to these questions are extremely important for understanding
the effectiveness of essential oils, compare them with commercial products and contribute

to the use of more sustainable, ecologically correct and safe products.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Extraction of essential oils

Dried leaves of T vulgaris, S. officinalis and O. basilicum were obtained from the
Central Market of Belo Horizonte, MG, Brazil. The essential oils were extracted by the
hydrodistillation method over a period of two hours using the modified Clevenger
apparatus (Brasil, 2010). The hydrolate was centrifuged for 15 minutes (Fanem Baby I
model 206 BL, Sao Paulo, Brazil) at 965.36g, and the essential oils were separated in
amber glass containers and stored under refrigeration at 4 °C. The yield of essential oils
was determined according to the method described by Pimentel et al. (2006), and is
expressed as the percentage of dry weight relative to the weight of the plant material (%

w/w DWB).

2.2. Identification and quantification of constituents present in essential oils

To identify the constituents present in essential oils, a gas chromatograph
(Shimadzu Corporation, model QP2010 Plus, Kyoto, Japan) coupled to a mass
spectrometer (GC-MS) and equipped with a capillary column of fused silica (30 m x 0.25
mm) with a DB5 bonded phase (0.25 pm thick) was used (Adams, 2017). Helium was the
carrier gas (White Martins, Rio de Janeiro, Brazil) at a flow rate of 1.0 mL min’!, and the
injector and detector temperatures were 220 °C and 240 °C, respectively. The initial
column temperature was 60 °C. The temperature increased at a rate of 3 °C min ™! to 240
°C, followed by an increase at 10 °C min™ to 300 °C, where it remained constant for 7
minutes. A 0.5-uL aliquot of the sample dissolved in hexane (1:100) (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA) was injected. The MS was operated using the following parameters:
70 eV ionization potential, ion source temperature of 200 °C, scan speed of 1000 Da s,
and scan interval of 0.50 fragments s™'. Analyses were performed in full scan mode,
ranging from 45 to 500 Da. Data on chemical constituents of the essential oils were
obtained from the LabSolutions LC/GC Workstation 2.72. For identification of the

components, the retention indices were calculated using the equation of Van den Dool and
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Kratz (1963) and the standards of the homologous series of n-alkanes (nC8-nC18). The
retention indicies were compared with those existing in the literature (Adams, 2017). The
FFNSC 1.2, NIST 107 and NIST 21 mass spectral libraries were also employed to
compare the spectral data of the constituents of the essential oils with similarities greater
than 95%. The quantification of essential oil constituents was performed by gas
chromatography using a flame ionization detector (FID) (Shimadzu GC-2010, Kyoto,
Japan). The operating conditions were the same as those used in the qualitative analysis,
except for the detector temperature (300 °C). The percentages of essential oil constituents

were calculated using the area normalization method.

2.3. Evaluation of the antibacterial activity of essential oils
2.3.1 Bacterial strains

Standard strains of L. monocytogenes (ATCC 19117) and S. choleraesuis
(ATCC6539) were obtained from the Microorganism Culture Collection of the
Mycotoxins and Food Mycology Laboratory of the Federal University of Lavras, Lavras,
MG, Brazil. Salmonella choleraesuis strains were reactivated in Brain Heart Infusion
Broth (BHI, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India), and L. monocytogenes
strains (ATCC 19117) were reactivated in Brain Heart Infusion Broth (BHI, HiMedia
Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India) enriched with 0.6% yeast extract (Merck,
Germany) at 37 °C for 24 hours. Salmonella choleraesuis strains were seeded on the
surface of Petri dishes containing Mueller Hinton Agar (KASVI, Pinhals, PR, Brazil),
whereas L. monocytogenes strains were seeded on Brain Heart Infusion Agar (BHI,
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India). After the incubation period of 24 hours
at 37 °C, the bacterial cells were suspended in saline solution (0.9% NaCl w/v). Bacterial
inocula were standardized to turbidity equal to that of a 0.5 McFarland standard solution,
resulting in a culture solution of 108 CFU mL™!. The turbidity was adjusted to a range of
0.08 to 0.1 A by measuring the absorbance at 625 nm in a UV/Vis spectrophotometer
(Shimadzu UV-160 1 PC) (CLSI, 2015).

2.3.2. Agar disk diffusion method

The antimicrobial activities of the essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis and
O. basilicum were evaluated by the disk diffusion method (CLSI, 2019). Initially, 100 pL.
of standardized inoculum (10® CFU mL™") was distributed on Petri dishes containing 20

mL of solidified Mueller Hinton Agar (KASVI, Pinhals, PR, Brazil). Sterile filter paper
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disks with a diameter of 6 mm were soaked with the essential oils or with the antibiotic
chloraphenicol (1 mg mL") and then placed on the solidified plates. Plates were incubated
at 37 °C for 24 hours. The diameters of the inhibition zones were measured in millimeters

with a caliper. Each assay was performed in triplicate.

2.3.3. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (MBC)

MIC tests were performed by the microdilution method, with some modifications
(CLSI, 2019), using 96-well polystyrene microplates. Ten uL aliquots of standardized
bacterial inocula (10® CFU mL™") were added to 300 uL of Mueller Hinton Broth solution
containing 1% (v/v) surfactant (Tween 80, Synth) and essential oils at concentrations of
283.32, 141.66, 70.83, 35.42, 17.71, 8.85, 4.43,2.21, 1.11, 0.55, 0.28 and 0.14 mg mL"!
for 7" vulgaris; 279.94, 139.97, 69.99, 34.99, 17.50, 8.75, 4.37, 2.19, 1.09, 0.55, 0.27 and
0.14 mg mL™! for S. officinalis,; and 291.06, 145.53, 72.77,36.38, 18.19,9.10, 4.55, 2.27,
1.14, 0.57, 0.28 and 0.14 mg mL"! for O. basilicum. The microplates were incubated at
37 °C for 24 hours. The positive control consisted of liquid medium, Mueller Hinton
broth, surfactant and bacterial suspensions, and the negative control consisted of the
liquid medium. The same procedure was performed for the antibiotic chloraphenicol
(Sigma Aldrich) using concentrations ranging from 0.00048 to 1.0 mg mL™.

The MBC was determined according to the CLSI (2015), with some
modifications. After microplate incubation, 10 pL of each well was seeded onto plates
containing Mueller Hinton Agar (KASVI) (20 mL) and incubated at 37 °C for 24 hours.
The lowest concentration that did not grow in the medium was considered to be the MBC.
After incubation for 24 hour, 20 pL of rezasurin solution (0.01% w/v) (Sigma-Aldrich®)
was added to each well as an indicator of cellular activity and mixed. The microplates
were incubated for 2 hours at a temperature of 25 °C, and the change in color from blue
to pink was observed. The MIC was considered to be the lowest concentration of essential

oil in which there was no bacterial growth.

2.3.4. Scanning Electron Microscopy

The effect of the essential oils and the antibiotic on the morphology of the bacteria
was evaluated by means of electron micrographs obtained using Scanning Electron
Microscopes (SEM) types LEO EVO 40 and TESCAN CLARA. Samples in MIC and

positive and negative controls were preserved in Karnovsky fixative solution [2.5%



69

glutaraldehyde, 2% formaldehyde, 0.05 mol L' cacodylate buffer at pH 7.2 (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brazil) and 0.001 mol L' CaCl,] and stored at 4 °C for 24 h. Then,
30 pL aliquots of the samples were added to coverslips containing 0.5% poly-L-lysine,
and the samples were air-dried for 10 minutes. The samples were washed three times for
10 min with sodium cacodylate buffer (0.05 mol L™, pH 7.2) and sequentially dehydrated
with 25, 50, 75, and 90% acetone for 10 minutes and three times with 100% acetone for
10 minutes. The samples were dried in the critical point apparatus (Bal-Tec CPD 030
Balzers, Liechtenstein) to complete the drying process with carbon dioxide as the
transition fluid. The samples were mounted on stubs, coated with gold sputter (Baltec
model SCD 050 Balzers, Liechtenstein) and kept in the desiccator with silica gel until
observation by SEM (Oliveira et al. 2017).

2.4. Antioxidant activity of essential oils
2.4.1. Stabilization of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical

The DPPH free radical stability assay was determined according to the method
described by Teixeira et al. (2023). To test tubes, 300 pL of ethanolic solutions of the
essential oils at concentrations of 15, 25, 50, 100, 150, 250 and 500 pg mL! and 2700 uL
of ethanolic DPPH solution (40 mg L!) were added. A negative control containing 2700
uL of DPPH stock solution and 300 pL of ethanol was prepared, and the positive control
contained the antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT) at the same concentrations as
that of the essential oils. Analyses were performed in triplicate and readings were
performed at 515 nm on a UV/Vis spectrophotometer (Shimadzu UV-160 1PC). The
percentage of antioxidant activity (%A ApppH) was determined using Equation 1, and the
antioxidant activity of the essential oils was expressed in ICso (ug mL™"), calculated from

the equation for the graph of concentration versus %A Appph:
Y%AApppy =1 — [(Asample/Acontrol)x]-OO] (1)

Where Agample 1S the absorbance of the analyzed sample and Aconwor is the

absorbance of the negative control.

2.4.2. p-Carotene bleaching assay
The assessment of antioxidant activity by the B-carotene bleaching assay was

performed according to the method of Ferreira et al. (2019), with some modifications. An
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emulsion was prepared in a round bottom flask by adding 0.003 g of B-carotene, 0.2 g of
linoleic acid, 1 g of Tween-20 and 15 mL of chloroform. After homogenization, the
chloroform was evaporated on a rotary evaporator (Biichi Rotavapor R114) for 1 hour at
50 °C. The residue was dissolved in 500 mL of oxygen-saturated distilled water solution
(emulsion A). A total of 300 uL of each of the essential oils was dissolved in ethanol at
concentrations of 15, 25, 50, 100, 150, 250 and 500 pg mL™!, and 2700 pL of emulsion A
was added to the test tubes. The absorbance was read at 470 nm in a spectrophotometer
(Shimadzu UV-1601PC) at time zero. The tubes were incubated at 50 °C, protected from
light, for 1 hour, and the absorbance was read again at 470 nm. The negative control was
prepared by adding 300 pL of ethanol and 2700 pL of emulsion. BHT was used as a
positive control at the same concentrations used for the essential oils. Assays were
performed in four replications, and the percentage of antioxidant activity by the B-
carotene bleaching assay (%AA [-carotene) was calculated using Equation 2. The
antioxidant activities of the essential oils were expressed as the ICsp (ug mL™),

determined from the equation of the curve of concentration versus percentage of AAg.

carotene-

%AAB—carotene = 100x{1 — [(Ao — A¢)/(Aoo — Aor) 1} (2)

Where Ao and Aoo represent the sample and negative control absorbances at time
zero, and At and Ao correspond to the sample and negative control absorbances after 1

hour of incubation at 50 °C.

2.5. Evaluation of insecticidal activity
2.5.1. Rearing of Drosophila suzukii

The adult D. suzukii flies used in the bioassays were obtained from a stock colony
created in the Molecular Entomology and Ecotoxicology Laboratory of the Entomology
Department of the Federal University of Lavras. Laboratory rearing was conducted under
controlled conditions at 25 + 2 °C; relative humidity of 50 + 10% and a photoperiod of
12L:12D. The flies were fed a diet prepared with water, brewer's yeast, corn flour, sugar,
agar, propionic acid and methyl 4-hydroxybenzoate (Nipagin®) (Andreazza et al. 2016;
Mendonga et al., 2019).

2.5.2. Evaluation of the toxicity of essential oils on Drosophila suzukii
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Mortality bioassays of D. suzukii flies were conducted according to IRAC
(Insecticide Resistance Action Committee) contact/ingestion exposure protocol number
026 (IRAC, 2011), with modifications (Pineda et al., 2023; De Souza et al., 2022). Two-
cm dental cottons were inoculated with 2.2 mL of DMSO, aqueous sugar solution (20%
w/v) and T. vulgaris essential oil (concentrations ranging from 1 to 5 pL mL!, which
corresponded to 0.94 and 4.72 mg mL™); S. officinalis (concentrations between 3 and 7
uL mL!, which corresponded to 2.79 and 6.53 mg mL") and O. basilicum (concentrations
between 0.1 and 2.75 pL mL™!, which corresponded to 0.09 and 2.67 mg mL™) and
transferred to 200-mL glass vials. Twenty-five unsexed insects of the same age (48 to 72
hours after emergence) were introduced into the glass vials. These flasks were closed with
foam caps and kept in the laboratory at a temperature of 25 + 2 °C, relative humidity of
50 = 10% and photoperiod of 12L:12D. The tests were performed in quadruplicate, and
the synthetic insecticide Spinetoram (Delegate®) (concentrations ranging from 0.000128
to 0.0016 mg mL™!) was used as a positive control. The negative control was an aqueous
sugar solution (20% w/v) containing 2.2 mL of DMSO. After 24 h, the mortality of the
flies was visually evaluated. Flies that did not move after brush stimulation were

considered dead.

2.6. Statistical analysis

The treatments were applied through 4 x 2 (essential oils/positive control x
bacteria) and 4 x 7 (essential oils/positive control x concentrations) factorial designs,
respectively, for disk diffusion and antioxidant activities. Analysis of variance (ANOVA)
and the Tukey test with a significance level of 5% (P < 0.05) were performed using the
Sisvar software. The 1Cso data were submitted to a completly randomized design, and the
means were compared by the Tukey test with a 5% significance level (P < 0.05) using the
Sisvar software (Ferreira, 2011).

Dose-mortality data were submitted to probit analysis (SAS Institute, Cary, NC,
USA) to estimate lethal concentrations (LCso and LCos). Confidence intervals for toxicity
rates (TRs) were estimated according to the method of Robertson et al. (2017), and their

values were considered significantly different if the range did not include the value 1.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Chemical composition of essential oils
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Aromatic and medicinal plants produce a wide range of secondary metabolites,
like essential oils, to cope with different stress situations. The diversity of stress
conditions resulted in a diversity in chemical compositions of the secondary metabolites
and offered opportunities for their application in different areas of interest (Ed-Dra et al.,
2020).

Our findings showed that the yields of essential oils, based on dry weight, differed
between plant species, being 0.44%, 0.1% and 0.25%, respectively, for essential oils from
T. vulgaris, S. officinalis and O. basilicum. A total of 13, 10 and 13 constituents were
identified in the essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis and O. basilicum,

respectively (Table 1).
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TABLE 1 Chemical composition of the essential oils from Thymus vulgaris, Salvia

officinalis and Ocimum basilicum.

Area (%)
Peak Compound RT Rlret  Rlcal T. S. 0.
(min) vulgaris officinalis basilicum
1 a-Pinene 6.465 932 933 0.61 0.22 -
2 Camphene 6.958 946 950 0.33 5.16 -
3 B-Pinene 7.806 974 979 - 11.73 -
4 Myrcene 8.064 988 987 - 0.08 0.83
5 a-Terpinene  9.007 1014 1017 0.39 - -
6 p-Cymene 9.354 1020 1025 22.83 3.25 -
7 Limonene 9.533 1024 1029 0.28 0.62 -
8 1,8-Cineole  9.664 1026 1032 0.82 10.21 12.69
9 y-Terpinene  10.613 1054 1057 1.19 - -
10 Linalool 12.211 1095 1099 2.39 - 27.70
11 Camphor 14.287 1141 1147 - 63.37 -
12 Borneol 15.351 1165 1172 1.50 4.61 -
13 (PN 45704 1174 1180 102 - 112
14 a-Terpinenol 16.331 1186 1195 - - 1.41
15 Bomyl 20200 1284 1283 - 0.75 '
acetate
16 (E)- 1.33 33.06
Anethole 20.211 1282 1287 -
17 Thymol 20.464 1289 1293 62.67 - -
18 Carvacrol 20.781 1298 1300 4.64 - -
19 Eugenol 23.127 1351 1356 - - 0.84
20 (E)-Methyl ~ 24.488 - - 4.59
cinnamate 1383 1.376
21 Methyl- 25.146 - - 6.34
eugenol 1398 1.403
22 a-trans- 26.550 - - 2.73
Bergamotene 1432 1432
23 Germacrene  28.533 - - 0.89
D 1480 1484
24 y-Cadinene  29.834 1512 1513 - - 0.10
25 a-epi- 34.839 - - 7.70
Muurolol 1640 1640
Composition
Monoterpene hydrocarbons 25.63 21.06 0.83
Sesquiterpene hydrocarbons 0.00 0 3.72
Oxygenated monoterpenes 74.37 78.19 75.98
Oxygenated Sysquiterpenes 0.00 0.00 7.70
Other 0.00 0.75 11.77
Total identified (%) 100.00 100.00 100.00

RT: Retention time; Rl.f: Reference retention index (Adams, 2017); Rlca: Calculated

retention index.
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The principal constituents in the essential oil from 7. vulgaris were thymol, p-
cymene and carvacrol (Table 1); those in the essential oil from S. officinalis were
camphor, B-pinene and 1,8-cineole; and those in the essential oil from O. basilicum were
(E)-anethole, linalool and 1,8-cineole. Similar to the results obtained in the present study,
Zanotto et al (2023) found thymol (45.95%) as the principal constituent in the essential
oil from 7. vulgaris, followed by p-cymene (25.11%). Liu et al. (2021) observed that
thymol (26.18%) was the principal constituent found in the essential oil from 7. vulgaris,
followed by 1,3,8-p-menthatriene (25.16%), limonene (12.37 %), a-pinene (8.47%) and
a-terpineol (4.92%). Studies carried out by Orhan-Yanikan et al. (2022) evaluated the
chemical composition of the essential oil from 7. vulgaris and obtained d-carvone
(44.88%), Y-terpinene (15.69%) and p-cymene (10.76%) as the main constituents.

The results obtained by Temerdashev et al. (2020) partially corroborate those
found in this study, in which camphor (37.29%) was the most abundant compound in the
essential oil from S. officinalis, followed by constituents with a lower abundance, such as
a-thujone (21.87%) and 1,8-cineole (9.76%). Some constituents detected in this study
were also reported by Assaggaf et al. (2022). They evaluated the chemical composition
of the essential oil from S. officinalis and observed that the amounts of constituents are
influenced by phenological stages such as the vegetative phase, the beginning of the
flowering phase and the full flowering phase. The main compounds identified were
naphthalenone (20.81-22.9%), camphor (14.35-16.29%), eremophilene (7.25%), trans-
caryophyllene (8.91%) and 1,8-cineole (10.75%).

Brandao et al. (2022) studied the essential oil from O. basilicum and observed that
the principal constituents were linalool (26.89%), 1,8-cineole (23.62%) and camphor
(15.69%). At the same time, Alimi et al. (2022) reported that trazole (80.87%) and linalool
(16.12%) were the main constituents of the essential oil from O. basilicum, with a yield
of 0.24%.

Oxygenated monoterpene was the largest chemical class that predominated in the
three essential oils. Factors such as genetic composition, species origin, growing regions
and portion of the plant, availability of minerals in the soil, soil type, environmental
conditions such as temperature, amount of daylight, frequency of irrigation, fertilizers
and extraction methods influence plant metabolism and, consequently, the synthesis of
secondary metabolites. Jointly with extraction methods, such factors can result in
different yields and chemical composition profiles of essential oils of the same species

(Rioba et al., 2015; Hosseini et al., 2021; Da Cunha Honorato et al., 2023).
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3.2. Antibacterial Activity
3.2.1. Disk diffusion methods

The largest inhibition zones were observed with the essential oil obtained from 7
vulgaris. Substantial inhibitory effects on both bacterial strains were observed, resulting
in inhibition zone diameters of 26.38 + 0.33 mm and 46.16 £ 0.16 mm for L.
monocytogenes and S. choleraesuis, respectively. In comparison, the essential oils
extracted from O. basilicum and S. officinais displayed relatively weak activity against
these bacterial strains. The inhibition diameters measured 8.57 + 0.21 mm for L.
monocytogenes and 13.30 £ 0.61 mm for S. choleraesuis (P < 0.05) when the essential
oil from O. basilicum was tested. These halos measured 9.27 = 0.15 mm and 12.05 + 0
.13 mm when the essential oil from S. officinalis was tested against L. monocytogenes
and and S. choleraesuis (p<0 .05), respectively. With regard to the treatment with the
commercial antibiotic, the inhibition halo recorded was 18.10 = 1 mm and 22.49 + 0.39

mm for L. monocytogenesus and S. choleraesuis, respectively (p < 0.05) (Figure 1).
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FIGURE 1 Inhibition diameters (mm) of essential oils tested on strains of Sal/monella
choleraesuis and Listeria monocytogenes. Means followed by the same lowercase letter
compare each essential oil/positive control within each bacterium, and those followed by
the same capital letter compare the bacteria within each essential oil/positive control by

Tukey's test at 5% probability.

Ed-Dra et al. (2020) reported that the antibacterial activity can be classified
according to the inhibition diameter. It is considered weak when the inhibition zone is
less than or equal to 12.0 mm, intermediate when this zone is between 12.1 to 20.0 mm
and strong when it is greater than or equal to 20.1 mm. This activity depends on factors
such as bacterial strain and chemical composition of the essential oils.

The greater antibacterial activity of 7. vulgaris essential oil on bacteria is probably
related to the presence of thymol, which has effective antibacterial effects on many
pathogens (Liu et al., 2021; Jafri and Ahmad, 2020). The strain that was most sensitive to
the essential oils was S. choleraesuis, a Gram-negative bacterium. Typically, Gram-
negative bacteria are known to be resistant to different essential oils. This resistance is
due to the fact that Gram-negative bacteria have a more complex membrane, limiting the

penetration of hydrophobic components through the lipopolysaccharide layer (Lakhdari
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et al., 2020; Oualdi et al., 2023). The antibiotic chloramphenicol exhibited antibacterial
activity against both strains.

The antibacterial activity of essential oils is influenced by the essential oil
concentration and the bacterial strain tested. The antibactiral activities of the essential oils
can be due to their ability to interfere with the selective permeability barrier of cell
membrane structures and the consequent loss of control of chemiosmosis. Furthermore,
essential oils can cause cytoplasmic coagulation and damage to lipids and proteins

(Firdous et al., 2023). >

3.2.2. Determination of MIC and MBC

The essential oil from 7. vulgaris and the antibiotic chloramphenicol exhibited
bacteriostatic and bactericidal activities against both bacteria. S. officinalis and O.
basilicum essential oils acted only as bacteriostatic agents (Table 2). According to Firdous
et al. (2023), the biological activities of essential oils are typically difficult to correlate
with a specific compound. However, there is likely a relationship between the most

abundant components of the essential oil and its antibacterial activity.

TABLE 2 Minimum inhibitory and bactericidal concentrations of essential oils and the

positive control against Salmonella choleraesuis and Listeria monocytogenes.

o - S. choleraesuis L. monocytogenes

Essential oil/Positive
MIC MBC MIC MBC
control
(mgmL™)  (mgmL?)  (mgmL?)  (mgmL™)

T. vulgaris 8.85 283.32 17.71 70.83
S. officinalis 17.50 NI 139.97 NI
O. basilicum 18.19 NI 145.53 NI
Chloramphenicol 0.0020 0.063 0.004 0.063

NI: No inhibition at the concentration utilized.

The greatest activity against the bacteria was observed for the essential oil from
T vulgaris. The lowest MIC was observed with this essential oil, probably because of the
presence of the principal constituent thymol, a phenolic monoterpene. The second highest
activity was observed for the essential oil from S. officinalis, in which the principal
constituent was camphor, a ketone. The lowest activity was found for the essential oil

from O. basilicum, in which (F)-anethole, an ether, predominated.
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Essential oils with a high phenolic monoterpene proportion, especially thymol,
have the strongest antibacterial characteristics when compared to others that do not have
phenolic monoterpenes in their composition (Goodarzi et al., 2023). For Sharma et al.
(2023), Liu et al. (2021) and Radiinz et al (2020), the thymol acts by destroying the lipid
structure of the bacterial cell wall, resulting in disruption of the integrity of the bacterial
cell membrane, the loss of cell content such as ions, ATP, and nucleic acids and, finally,
cell death.

Gharib et al. (2017) and Auezova et al. (2020) observed that the main site of action
of anethole in bacterial cells occurs on the phospholipid membrane because this
constituent is capable of interacting with polar choline groups and acylhydrophobic
chains of phospholipids, incorporating itself into the lipid bilayer and fluidizing it.
Aydemir et al. (2018) state that trans-anethole also has the capacity of inhibition by
quorum sensing as a mechanism of action that is used by pathogenic bacteria to control
the expression of virulence genes. Disruption of quorum sensing systems leads to
bacterial death.

Nogueira et al. (2021) evaluated the antibacterial activity of different standards
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. They determined that oxygenated
aromatic compounds containing aldehyde, ketone, phenolic or acidic groups possessed
antibacterial properties superior to those derived from oxygenated aliphatic terpenes. This
study's findings are consistent with those of Kalemba and Kunicka (2003) and Nogueira
et al. (2021), who assert that the biological activity of essential oil constituents decreases
in the following order: phenols, aldehydes, ketones, alcohols, ethers and hydrocarbons.
Lipophilic compounds composed only of carbon have an affinity for plasma membrane
lipid layers. However, polar groups with hydrophilic characteristics' can interact with
polar cell structures such as proteins and carbohydrates, thereby ensuring that the essential
oils possess high antimicrobial activity (Nogueira et al., 2021).

Salmonella choleraesuis is a Gram-negative bacterium that is less resistant to
essential oils than L. monocytogenes, as observed through the comparison of the MIC
values with those of antibiotics. These results align with those of Silva et al. (2021), who
evaluated the MIC and MBC of eugenol and linalool on E. coli, L. monocytogenes
Salmonella and S. aureus, where Gram-positive bacteria were more resistant than Gram-
negative bacteria. Hence, the intrinsic properties of each bacterium's cell wall structure
likely play a role in facilitating or preventing penetration by essential oil constituents

(Silva et al., 2021).
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Paudel et al. (2019) studied the influence of nanoemulsions of cinnamon essential
oil on different strains of L. monocytogenes and Salmonella spp. They observed lower
MIC values for Salmonella spp strains than for L. monocytogenes, (0.039 and 0.78%,
respectively), and the same MBC value for L. monocytogenes and Salmonella spp strains
(0.78%). This result shows that the antibacterial activity of essential oils is related to the
chemical components present, the bacterial strains tested and the methods used (Ed-Dra
et al., 2020; Silva et al., 2021).

Studies carried out by Gomes-Carneiro et al. (1998); Kotan et al. (2007) and Ed-
Dra et al. (2020) showed that camphor, the principal compound in the essential oil from
S. officinalis, exhibits low activity or is inactive against some bacteria, which agrees with
the moderate activity of this essential oil. Almeida et al. (2023) stated that the minor
components and the synergism of the components of essential oils are important to the
microbial activity of essential oils.

The lower sensitivity of L. monocytogenes to essential oils and antibiotics is
probably due to the high resistance of this bacterium to antibiotics already consolidated
in the market, such as ampicillin, tetracycline, chloramphenicol and streptomycin, as well
as to adverse environmental stresses such as low pH and food preservation technologies
such as pasteurization, high hydrostatic pressure, sonication, microwaves and irradiation.
This resistance of L. monocytogenes makes it a worrisome problem because it is
responsible for many foodborne outbreaks that can be lethal (Ulusoy and Chirkena, 2019;
Bahrami, et al., 2020; Wu et al., 2022).

Studies performed by Ulusoy and Chirkena (2019) show that L. monocytogenes is
resistant to antibiotics of human and veterinary importance such as ampicillin,
tetracycline and chloramphenicol, streptomycin, erythromycin, and penicillin G, among
others. Resistance to the antibiotic tetracycline is related to the presence of ribosomal
protection genes; resistance to the antibiotic trimethoprim is due to the acquisition of
genes that encode trimethoprim-resistant dihydrofolate reductases; and resistance to the
antibiotic gentamicin is due to the presence of an efflux pump conferring resistance to
benzalkonium chloride (Baquero et al., 2020). Therefore, the substances that inhibit the
growth and development of this pathogenic bacteria in food, such as essential oils, are

being increasingly studied.

3.2.3. Scanning Electron Microscopy
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Morphological changes in bacterial cells exposed to treatments are observed using
electromicrographs. These images show the differences between untreated S.
choleraesuis and L. monocytogenes (control) bacteria and those subjected to sublethal
stress through treatments (MIC) of essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis, O.

basilicum and the antibiotic chloramphenicol (Figure 2).

FIGURE 2 Scanning electron micrographs showing S. choleraesuis (A: untreated; B, C,
D, E: treated) and L. monocytogenes (F: untreated; G, H, I, J: treated) with the essential
oils from 7. vulgaris, S. officinalis, O. basilicum and chloramphenicol, respectively. The

sizebarsin A, B,C, D, E, F, G, H, I and J are 2 pum.

Untreated bacterial cells (Figure 2 - A and F) had a smooth surface and an intact
cell membrane. Treatment with the essential oils and the antibiotic resulted in significant
changes in the structures of the bacteria, leaving damaged, deformed cells and ruptured
membranes. Morphological changes in bacterial cells after exposure to the MIC included
wrinkled and deformed surfaces (Figure 2-D) and collapsed surfaces (Figure 2-H, I). The
presence of holes in the bacterial wall was also observed (Figure 2-C).

In some treatments, morphological deformations were observed on cell surfaces,
such as circular and wavy elevations (Figure 2-B, E, G, J). According to Pagnossa et al.
(2021), this deformation might be the result of overexpression of fatty acid derivatives
and their precursors, such as amides and esters. Fatty acids are essential for the formation
of the cell membrane, and after recovery from sublethal stress, they can accumulate
disorderly on the surface of the cell wall of bacteria.

According to Turgis et al. (2009), the type of damage observed by SEM can be

different for different bacteria, even those treated with the same essential oil, as was
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observed in the present study. The antibacterial mechanisms of essential oils do not occur
in a single mode of action, but rather through the multiple action of constituents that can
act on different areas of bacterial cells (Ed-Dra et al., 2020).

The mechanisms of action of essential oils include degradation of the cell wall,
damage to the cytoplasmic membrane, coagulation of the cytoplasm, damage to
membrane proteins, increased permeability that causes the leakage of cell contents,
reduction in the proton motive force, electron flow, active transport, coagulation of cell
contents, lower intracellular ATP synthesis, destruction of the DNA structure and
reduction of membrane potential (Firdous et al., 2023). In general, the biological activities
of essential oils are the result of synergistic, antagonistic or both effects that result from

their complex mixtures of terpenes and phenylpropanoids (Jaouadi et al.,2023).

3.3. Antioxidant potential of the essential oils

The antioxidant activity of the essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis and O.
basilicum and the positive control BHT were determined by spectrophotometric
techniques that were based on the elimination of DPPH radicals and bleaching of B-
carotene. Two different methods were used to assess the antioxidant capacity of the
components present in the essential oils because a single method cannot identify all the
possible mechanisms that characterize an antioxidant (Jaouadi et al., 2023). A correlation
was observed between antioxidant activities and concentration, with a dose-dependent
relationship in the two methods used (Figure 3). The variation in the results observed

between the samples is related to the difference in the composition of the essential oils.
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FIGURE 3 Behavior of essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis, O. basilicum and
the positive control BHT in stabilizing the DPPH radical (A) and in the B-carotene
bleaching assay (B). *Means followed by the same uppercase letter, comparing the
concentrations within each essential oil/BHT, and by the same lowercase letter,
comparing the essential oils/positive control within each concentration, do not differ

significantly by the Tukey test at 5% probability.



83

The ICso represents the concentration required to stabilize and safeguard 50% of
the free radicals and lipid substrates in the DPPH and B-carotene tests, respectively. Thus,
a lower ICso denotes greater antioxidant activity for the essential oil being studied. In
determining antioxidant activity through DPPH free radical scavenging, discoloration
from purple to yellow occurs when antioxidants are present (Rezende et al., 2022). The
highest levels of antioxidant activities were observed for the BHT control (ICso 9.89 +
0.08 ng mL™), followed by the essential oil from 7. vulgaris (ICso 231.13 £ 0.53 pg mL-
1, as is presented in Table 3. The essential oil from T vulgaris is well-known for its high
in vitro antioxidant activity that is often linked to constituents having phenolic
characteristics such as thymol, which has been proven to have an effective antioxidative
effect (Sharma et al., 2023). Thymol 's antioxidative property stems from its oxidation-
reduction nature, where it functions as a reducing agent by donating hydrogen atoms to

free radicals to scavenge them and to stabilize them by resonance (Orlo et al., 2023).

TABLE 3 Antioxidant activity (ICso) values obtained from testing essential oils extracted

from T'vulgaris, S.officinalis, and O.basilicum, using BHT as a positive control.

Antioxidant method

Essential oil/Positive control DPPH p-carotene
ICso (Mg mL1)

T. vulgaris 231.13 + 0.53° 15.25 + 0.38°

S. officinalis > 500 136.00 + 1.84°

O. basilicum 434.67 £1.212 167.41+1.732

BHT 9.89 £ 0.08° 7.44 +0.27¢

Means followed by the same lowercase letters in the columns do not differ by Tukey's
test at the 5% level of probability.

A lower antioxidant activity was observed for the essential oil from S. officinalis
(ICs0 >500 pg mL™1). The chemical composition of this essential oil does not favor the
elimination of free radicals, such as DPPH, through the donation of electrons or hydrogen
atoms because this essential oil contains camphor (63.37%), a ketone. This constituent,
when donating an electron for the stabilization of the DPPH radical, does not generate a
resonance hybrid. It forms a chemically unstable species, unlike phenolic compounds

(Dewick, 2009).
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Research by Ferreira et al. (2019) reports that constituents with phenolic
characteristics confer the ability to stabilize free radicals by transferring protons or
electrons. The antioxidant activity of essential oils tends to be lower or even absent when
there is an absence of phenolic constituents. The greatest capacity of the constituents of
essential oils to donate hydrogens or electrons to stabilize free radicals are in this order:
phenylpropanoids, phenolic terpenoids, alcohols and terpenes (mono and sesquiterpenes).

To evaluate the inhibition of lipid peroxidation, the B-carotene method was used,
in which the ability of essential oils to protect lipid substrates from oxidation can be
verified. During the test, the orange color of B-carotene fades in the absence of an
antioxidant. This discoloration is caused by the formation of free radicals after the loss of
a hydrogen atom from a methylene diallyl group of linoleic acid, which reacts with the
double bonds of the B-carotene molecule, promoting its degradation (Teixeria et al.,
2022).

A lower ICso for the B-carotene bleaching test was observed for the samples, that
is, better results than for the DPPH free radical reduction test. BHT (ICso: 7.44 £ 0.27 ug
mL") had the greatest protective activity, followed by the essential oils from T vulgaris
(ICs0: 15.25 £0.38), S. officinanis (ICso: 136.00 = 1.84 pg mL™") and O. basilicum (ICso:
167.41 £1.73 ng mL™).

3.4. Evaluation of the toxicity of essential oils for Drosophila suzukii

The toxicities of the essential oils for D. suzukii flies after 24 hours of application
are presented in Table 4. Mortality levels were obtained using dose-mortality assays
described by the probit model (adequacy of fit tests with low y* values (<12) and high p
values (>0.05)). The LCso of the synthetic insecticide (Delegate) was 0.0009 mg mL".
The toxicities of essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis, and O. basilicum were

LCso=1.24 mg mL™!, LC50=3.51 mg mL"!, and LCs=1.19 mg mL!, respectively.
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TABLE 4 Estimate of the LCso and LCos (in mg mL™) of essential oils from 7. vulgaris,
S. officinalis, and O. basilicum and the synthetic insecticide (Delegate) against

Drosophila suzukii.

Essential  Number L Cso LCos (95% IF) X2 p TR LCso
oil/Positive of (95% IF) (mg mL?) (95% IF)
control Insects (mg mL-
D)
T. vulgaris 600 1.24(1.14- 2.93(2.55-3.55) 4.8124 0.1861 1.07(0.92-
1.33) 1.08)

S. 500  3.51(3.18-  8.63(7.42-  2.7617 0.2514 3.06(3.07-
officinalis 3.78) 10.88) 3.08)
0. 800 1.19(1.08- 2.29(2.1- 41497 05281 *
basilicum 1.28) 2.5638)
Delegate 900 0.0009 0.00158(0.0013- 6.8971 0.0753 -

(0.0008- 0.0021)

0.0016)

Where LCso is the lethal concentration for 50% of the individuals and LCos is the lethal
concentration for 95% of the individuals; (95% IF) represents the 95% fiducial range; X>
is the chi-square for lack of fit to the probit model; p is the probability associated with the
chi-square statistic; TR: toxicity ratio= LCso of the oil over the LCso of the oil with lowest
LCso value, with a 95% confidence limit; * oil used as a reference for calculating the TR
LCso.

Alower LCso(1.19 mg mL") was observed for the essential oil from O. basilicum,
that is, a higher toxicological activity. Thus, the toxicity ratios (TR) were calculated
relative to this essential oil. The essential oil from 7 vulgaris was equally lethal, and that
from S. officinalis was one-third as lethal to D. suzukii as the essential oil from O.
basilicum.

A higher concentration of essential oils was necessary to obtain the same LCso as
was obtained with the positive control, Delegate. Corroborating the results of this study,
Park et al. (2017), Jung et al. (2017), and Dam et al. (2019) state that synthetic insecticides
generally exhibit insecticidal activity approximately a thousand times greater than that of
the essential oils tested. Although a lower concentration of synthetic insecticides was
required when compared to essential oils, they could induce much higher hazards to non-

target organisms than essential oils and their components (Jang et al., 2017).
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De Souza et al. (2022) evaluated the effects of different essential oils on D. suzukii
and observed greater toxicological results for the essential oil from Illicium verum,
obtaining LCso values of 1.9 uL mL!. Their results corroborate those obtained in this
study. This high insecticidal activity of the essential oil from /. verum was related to the
action of its principal constituent, the phenylpropanoid (E)-anethole (99.61%). The
principal constituent present in the essential oil of O. basilicum presented an LCso of 1.23
uL mL!, showing that the E-Z isomerism of the anethole is probably not crucial for the
toxic activity against D. suzukii. The essential oil of /. verum, whose principal constituent
was (E)-anethole, caused changes to epithelial thickness and carbohydrate distribution in
the midgut of D. suzukii (De Souza et al., 2022).

Thymol has toxic neurological effects and causes neuronal degeneration through
direct binding to GABA receptors in D. melanogaster, in addition to showing a highly
significant level of repellency towards males and females of D. suzukii (Nesterkina et al.,
2023;7 Finetti et al., 2020).

Wang et al. (2021) evaluated the effect of the essential oil from peppermint and
its constituents menthone, (-)-menthol, menthyl acetate, (R)-(+)-limonene, nerol, (+)-
fenchone, ( -)-a-thujone, camphor, and norcamphor on the Drosophila melanogaster and
D. suzukii flies. They observed that camphor is a strong repellent for D. melanogaster.
However, camphor had little repellent activity against D. suzukii, which corroborates the
results of the present study. There are differences in the olfactory systems of these insects,
possibly reflecting their distinct ecological and behavioral adaptations. In addition to D.
melanogaster, camphor has a strong repellent activity against many species of
mosquitoes, the red flour beetle (7ribolium castaneum) and the tobacco beetle
(Lasioderma serricorne) (Wang et al., 2021).

According to Finetti et al. (2020), the biological activity of essential oil
constituents is related to functional groups and different modes of action in insects.
Minority constituents of essential oils can interact and act synergistically, resulting in
important activities (Pan et al., 2022).

For De Souza et al. (2022), direct contact with essential oils through fumigation,
and, principally, ingestion can cause a reduction in the thickness of muscle fibers and the
absence of glycogen in the thorax, deformities in the abdomen, wings, legs and pronotum.
The small difference in the toxicity ratios between the essential oils studied shows that
the essential oils from 7. vulgaris, S. officinalis and O. basilicum have the potential to be

used in the development of new insecticides for the management of the fly D. suzukii.
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However, further studies are needed to assess the mode of action of the essential oils on
the fly and its toxicity to non- target organisms.

Being formulated with only a single active ingredient, synthetic products, such as
antioxidant (BHT), antibacterial (chloramphenicol) and insecticide (delegate) are
consequently more efficient, as the active ingredient of the formulations effectively
reaches the specific target. However, synthetic insecticides have many side effects, such
as environmental problems, human health, and insect resistance. Essential oils, which are
a complex mixture of terpenes and phenylpropanoids (Ferreira et al., 2019; Rezende et
al., 2022; Majeed et al., 2023; Wang et al., 2023), proved to be a good alternative to
synthetic products because their constituents can act synergistically, in addition to having

different modes of action that could delay the development of resistance.

4. CONCLUSION

Our results show, firstly, that the three essential oils have bacteriostatic activities
against the bacteria S. choleraesuis and L. monocytogenes, however, only the essential
oil from 7. vulgaris showed bactericidal activity. Secondly, the essential oils have
antioxidant activity through the two methods evaluated, whereas the greatest activity was
observered for the essential oil from 7. vulgaris because of its chemical composition.
Thirdly, essential oils have insecticidal activity against the D. suzukii fly, with the
essential oil from O. basilicum being the most effective. These results confirm that
essential oils have varying biological activities that depend on their chemical
composition. Although not as effective as synthetic insecticides, these natural products
can be applied in different areas, and being very volatile, they present little or no residual
problems. In this way, the three essential oils can be used to develop natural product-
based formulations that could have a wide range of applications due to their broad

spectrum of biological activities.
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RESUMO

A oxidagao lipidica € uma das principais responsaveis pela perda da qualidade de produtos
carneos fermentados. Emulsdes de oOleo essencial de 7. vulgaris foram preparadas
utilizando os surfactantes Pluronic F127 e Tween 80, por meio das técnicas de agitacao
mecanica e sonicacao de ponta ultrassonica, e os tamanhos de particulas e potencial zeta
foram avaliados. Essas emulsdes foram incorporadas aos filmes de pectina, os quais
foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura, analise antioxidante,
analise termogravimétrica e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier. Os salaminhos em que foram aplicados os filmes de pectina contendo 6leo
essencial de 7. vulgaris apresentaram menor teor de aldeidos oxidativos, mostrando que
esses filmes ativos, independentemente do surfactante usado, foram capazes de preservar
a qualidade. Dessa forma, a embalagem ativa desenvolvida tem potencial de prolongar a
vida util de alimentos susceptiveis a oxidacdo lipidica, podendo ser uma alternativa
promissora para minimizar efeitos ambientais adversos.

Palavras-chave: Oleo essencial. Thymus vulgaris. Embalagem ativa. Oxidagdo. Vida
util.
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1 INTRODUCAO

A oxidacao lipidica em alimentos esta diretamente relacionada com a perda da
qualidade dos produtos devido a formagao de odor e sabor desagradaveis, reducdo do
valor nutricional e alteracdes na textura e cor de alimentos, como produtos carneos,
manteiga e nozes, tomando-os inaceitaveis pelos consumidores. O salame ¢ um produto
derivado de carne, cuja vida util esta diretamente ligada a oxidac¢ao lipidica. Durante seu
processo de fabricagdo, a carne moida pode expor substratos lipidicos suscetiveis a
oxidacdo, devido a fatores pro-oxidantes, como oxigénio, luz e temperatura. A ocorréncia
da oxidacdo lipidica durante o processamento e o armazenamento do salame pode
comprometer seu valor nutricional, diminuindo o teor de acidos graxos poli-insaturados
e vitaminas, além de produzir aldeidos e cetonas, que conferem sabores indesejados, ou
outros derivados de acidos graxos poli-insaturados potencialmente toxicos a saude
(BOLLETTA et al., 2024; CANDIDO et al., 2022; LIU et al., 2023).

Uma alternativa para evitar esse problema ¢ o uso de embalagens ativas com 6leo
essencial como antioxidante, pois essas embalagens sdo capazes de interagir com o0s
alimentos e liberar os constituintes dos 6leos essenciais capazes de estabilizar espécies
quimicas reativas, como os radicais livres presentes no meio, retardando a oxidagao
lipidica (BRANDAO et al., 2023; CANDIDO et al., 2022). Os 6leos essenciais sio
produtos naturais considerados agentes antioxidantes eficazes reconhecidos como
seguros (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA). A Comissdao Europeia
reconhece alguns constituintes presentes nos oOleos essenciais como substancias
permitidas para serem utilizadas como aromatizantes alimentares e, entre esses, citam-se
linalol, timol, eugenol, carvona, cinamaldeido, carvacrol, citral e limoneno (ALMASI et
al., 2020; BRANDAO et al., 2023). O 6leo essencial de T. vulgaris é conhecido por suas
atividades antimicrobianas e antioxidantes, sendo composto principalmente por timol e
carvacrol, compostos fenolicos que conferem essas atividades biologicas (EL-SAYED;
EL-SAYED, 2021).

No entanto, a incorporacdo direta dos 6leos essenciais aos alimentos tem algumas
limitagdes, pois sdo altamente volateis e sensiveis a luz, oxigénio e altas temperaturas. A
nanoemulsificagdo do o6leo essencial melhora a solubilidade em &4gua, a estabilidade
térmica, a propriedade de liberacdo controlada, a atividade antioxidante, bem como

aumenta a vida util dos produtos alimenticios. Além disso, diminui o impacto negativo
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na aceitagdo sensorial dos alimentos. (ACHARYA et al., 2024). As nanoemulsdes sao
consideradas suspensdes formadas por uma mistura de duas fases imisciveis, 6leo em
agua, estabilizadas por um surfactante, que possui a capacidade de aumentar a
solubilidade de compostos hidrofoficos em agua (PANWAR et al., 2024). O tipo ¢ a
concentracdo do surfactante desempenham um papel crucial na estabilidade das
particulas, na cinética, no perfil de liberagdo e na eficiéncia de encapsulacdo
(SHKODRA-PULA et al., 2019.). Destacam-se os surfactantes ndo idnicos Tween 80
(monooleato de polioxietileno-20-sorbitano) e Pluronic F127 (copolimero tribloco
anfipatico de poli(6xido de etileno) e poli(6xido de propileno)) (ABOUD et al., 2020;
SHALABY et al., 2021; ZAKI et al., 2022).

Assim, o aprisionamento da nanoemulsdo de 6leo essencial nos materiais de filme
auxilia na estabilidade e propriedade de liberacao do filme (ACHARYA et al.,2024; CHU
et al., 2020, MEHRAIE et al., 2023). Os filmes a base de pectina tém sido estudados
devido a boa capacidade de barreira a gases e biodegradabilidade. A pectina ¢ um
polissacarideo biodegradavel encontrado nas paredes celulares e regides intercelulares de
plantas e frutos. Esse polissacarideo ¢ amplamente encontrado em frutos citricos, cana-
de-acucar e residuos de processamento de alimentos. E composto por cadeias helicoidais
de poli [a- (I — 4) — acido D-galacturonico] ou homogalacturonan, considerado atoxico,
amorfo e soluvel em 4gua, possuindo excelente capacidade filmogénica e potencial
aplicagdo em embalagens ativas (ALMASI et al., 2020; CANDIDO et al., 2022; NISAR
etal., 2018).

Até o momento, pesquisas foram realizadas para avaliar o efeito de diferentes
nanoemulsdes de 6leos essenciais incorporadas em filmes de pectina para entender a vida
util de alimentos (ABDALLA et al., 2023; ELSHREIF et al., 2024; FALLAH et al.,
2022).). No entanto, ndo foi realizado um estudo mais minucioso sobre a utilizagdo de
nanoemulsdo de Oleo essencial de 7. vulgaris incorporado em filmes de pectina
empregado no armazenamento de salaminhos fatiados.

Objetivou-se neste estudo desenvolver filmes de pectina incorporados com
nanoemulsdes de 6leo essencial de 7. vulgaris, utilizando diferentes surfactantes; realizar
a aplicacao desses filmes e avaliar sua eficiéncia durante o armazenamento de salaminhos

fatiados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e extracio de 6leo essencial
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O ¢leo essencial de Thymus vulgaris foi extraido de folhas secas obtidas no
Mercado Central de Belo Horizonte, MG, Brasil. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagcdo em aparelho de Clevenger modificado, por um periodo de 2 h (BRASL,
2010a). O hidrolato foi centrifugado (Fanem Baby I Modelo 206 BL, Sao Paulo, Brasil)
a 965,36 g por 15 min, e o 6leo essencial foi coletado com micropipeta de Pasteur e
armazenado em frascos ambar sob refrigeracao. O rendimento do 6leo essencial de 7.

vulgaris foi de 0,44% (p/p), calculado com base no peso seco.

2.2 Analise de GC-MS e GC-FID

Na identificagdo dos constituintes presentes no 6leo essencial de 7. vulgaris,
utilizou-se o cromatografo a gas (Shimadzu Corporation; modelo QP2010 Plus, Kyoto,
Japao) acoplado ao espectrometro de massas (GC-MS) (ADAMS, 2017), equipado com
uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase ligada a DB5 (0,25 pm
de espessura). O hélio foi utilizado como gés de arraste (White Martins, Rio de Janeiro,
Brasil) a um fluxo de 1,0 mL min!, e as temperaturas do injetor e do detector foram de
220 °C e 240 °C, respectivamente. A temperatura inicial foi de 60 °C, seguida de um
aumento de 3 °C min! até 240 °C. Houve aumento a 10 °C min™' até chegar a 300 °C, a
qual permaneceu constante por 7 min. Injetou-se 0,5 pL da amostra diluida em hexano
(1:100) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). O MS foi operado utilizando os
parametros: potencial de ionizagdo (70 eV), temperatura da fonte de ions (200 °C),
velocidade de varredura de 1000 Da s™'e intervalo de varredura de 0,50 fragmentos s™'. As
analises foram realizadas no modo fu!/l scan, variando de 45 a 500 Da. Os dados sobre os
constituintes quimicos dos Oleos essenciais foram obtidos no LabSolutions LC/GC
Workstation 2,72. Calcularam-se os indices de reteng¢do por meio da equagao de Van den
Dool e Kratz (1963), usando os padrdes da série homoéloga de n-alcanos (nC8-nC18), que
foram comparados com os da literatura (ADAMS, 2017) para a identificacdo dos
compostos. Também foram usadas as bibliotecas de espectros de massa FFNSC 1.2, NIST
107 e NIST 21 para comparar os dados espectrais dos constituintes dos 0leos essenciais
com similaridade superior a 95%. A quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais
foi realizada por cromatografia gasosa usando um detector de ionizagdo de chama (FID)

(Shimadzu GC-2010; Kyoto, Japao). As condigdes de operacdo foram as mesmas


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.13661#lam13661-bib-0002
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.13661#lam13661-bib-0002
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utilizadas na andlise qualitativa, exceto a temperatura do detector (300 °C). As
porcentagens de constituintes dos 6leos essenciais foram calculadas pelo método de

normaliza¢do de area.

2.3 Preparo e caracterizacio das emulsdes

As solugdes foram preparadas de acordo com Candido ef al. (2022), com algumas
modificacdes. As emulsdes de 6leo em agua (O/A) foram preparadas adicionando o 6leo
essencial a 1,0 %, Tween 80 (Synth, Brasil) ou Pluronic F127 (Sigma Aldrich, Germany),
na proporc¢ao de 1:1 (p/p) de 6leo essencial em 4gua deionizada. Em seguida, todas as
amostras compostas pelas fases oleosa e aquosa foram misturadas por meio de agitacdo
mecanica (Ultraturrax; IKA T10, EUA) a 14,500 rpm por 10 minutos em temperatura
ambiente para obter a emulsdo inicial. Apos a agitacdo mecanica, as emulsdes preparadas
com Tween 80 (Emulsdo Tw) e com Pluronic F127 (Emulsdao_Pl) foram submetidas a
sonificacdo (Emulsdo_sonificada Tw e Emulsdo_sonificada Pl) por meio da utilizacao
de um sonicador de ponta ultrassdnica (Ultronique; Desruptor, Indaiatuba, Sao Paulo,
Brasil) operando a 1250 W (50% de amplitude). A sonda do aparelho usado, 4 mm de
diametro, foi imersa na emulsdo a uma profundidade de 25 mm e realizou-se a
nanoemulsificagdo por 30 min (trés ciclos de 10 min), sendo usado o banho de gelo. As
emulsdes (Emulsio Tw e Emulsdo PI) e as emulsdes sonificadas
(Emulsao_sonificada Tw e Emulsdo_sonificada Pl) obtidas foram armazenadas em
frascos ambar sob refrigeracao.

Ap0s o preparo das emulsdes sonificadas e ndo sonificadas, avaliou-se o tamanho
médio das particulas formadas por meio de espalhamento dindmico de luz (EDL). As
estabilidades foram determinadas por meio dos potenciais zeta. As medigdes de
distribuicao de tamanho de particula e potencial zeta foram realizadas utilizando um
analisador de particulas Beckman Coulter DelsaNano C (Beckman Coulter, Indianapolis,

EUA) (CARVALHO e al., 2021).

2.4 Producao dos filmes ativos

Para a produgdo dos filmes ativos, dissolveu-se a pectina (3%) nas emulsdes

sonificadas e nao sonificadas previamente preparadas, homogeneizando-se
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completamente, utilizando agitador magnético por 5 h. Apds a completa dissolucao da
pectina, adicionou-se o glicerol (Merk, Germany, >99,5% pure) 40% (p/p) (base seca),
agitando-se por mais 1 h. Posteriormente, 38 mL das formulacdes de pectina sem 6leo
essencial (PEC) e pectina com as emulsdes sonificadas e ndo sonificadas foram
transferidos para placas de Petri (15 cm de didmetro). As amostras foram secas em estufa
de circulacdo de ar a 37 °C por 24 horas. Os filmes produzidos com as emulsdes ndo
sonificadas (Tw e Pl) e sonificadas (STw e SPI) foram removidos das placas e

caracterizados.

2.4.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

Eletromicrografias da sessdo transversal dos filmes foram obtidas utilizando
Microscopio Eletronico de Varredura (SEM; model EVO 040, Carl Zeiss, Germany). Para
isso, as amostras foram fraturadas por congelamento em banho de nitrogénio liquido (-
165 °C por 3 min). As amostras dos filmes de pectina (PEC, Tw, P1, STw e SPI) e do filme
comercial (PVC) foram coladas em sfubs de metal com fita adesiva dupla-face de carbono
e, em seguida, revestidas por sputter em ouro (Baltec, modelo SCD 050, Balzers, AG,
Liechtenstein) (CANDIDO et al., 2022). O diametro dos poros foi avaliado utilizando o
software ImagelJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Os valores médios
e o desvio padrao dos didmetros foram obtidos pela analise de 100 poros selecionadas

aleatoriamente

2.4.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho dos filmes foram obtidos com um espectrometro
de infravermelho médio por transformada de Fourier (FTIR; Vertex 70, Bruker,
Alemanha). As amostras foram analisadas pela técnica de reflectancia atenuada (ATR)
com cristal de diamante de reflexdo Unica. Para cada espectro, 64 ensaios consecutivos
foram registrados em uma resolucdo de 4 cm™! na faixa espectral de 4000 a 500 cm

(NORCINO et al., 2020).

2.4.3 Analise térmica
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Os perfis de degradacao térmica das amostras (5-8 mg) foram obtidos em um TGA
Q500 (TA Instruments) de 25 a 600 °C a 10 °C min!, em atmosfera de ar sintético (21%
0) fluindo a 40 mL min™! (Norcino et al., 2020).

2.4.4 Avaliacao da migracao do dleo essencial dos filmes em simulador de alimento
gorduroso

Inicialmente, os filmes pré-pesados foram cortados em tiras com comprimento e
largura de 1,5 cm x 1,5 cm e adicionados a tubos de centrifuga de 50 mL, ficando
totalmente imersos com 20 mL de simulador de alimentos gordurosos (solugdo etanolica
a 95% (v/v)) a 5 °C por 10 dias (BRASIL, 2010b; KEVJ et al., 2020; MUGWAGWA;
CHIMPHANGQO, 2020). As tiras de filmes foram retiradas dos simuladores apds os
tempos de contato definidos (1, 4, 24, 168 ¢ 240 horas).

Apds o contato dos filmes com o simulador de alimentos gordurosos, as solugdes
etandlicas a 95% (v/v) foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelo ensaio de
estabilizacao do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), que foi realizado de acordo
com Ahmed et al. (2022) e Candido et al. (2022), com algumas modificagdes. Nos
intervalos de tempo definidos, 500 pL das amostras (solugdes etanolicas) foram retiradas
e adicionadas a 2000 pL de solucdo metanolica de DPPH (0,06 mM). As amostras foram
acondicionadas ao abrigo de luz por 60 min e, em seguida, as absorbancias foram medidas
a 515 nm (Genesys 10 UV; Thermo Scientific Varian, Sao Paulo, Brasil). As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados da liberacao de antioxidantes em relagdo a

eliminagdo do radical DPPH foram calculados pela Equagao (1).

A 1
%AA = 100 x [1 _ (AS“—"‘”“)] (M

control

Em que Asample € a absorbancia da amostra e Acontrol € @ absorbancia da solugdo

DPPH sem a amostra.

2.5 Avaliacao dos filmes ativos na preservacio de salaminhos

A eficiéncia dos filmes como antioxidantes foi investigada durante o

armazenamento de salaminhos fatiados, em condi¢des aceleradas (ndo sendo embalados
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a vacuo e armazenados a 7 °C). Os salaminhos foram adquiridos em pega tinica (500 g)
no mercado local de Lavras, MG — Brasil. Ap6s a remocdo do revestimento, 0s
salaminhos foram fatiados em cortador de frios lamina (BM 96 NR PF; Bermar, Sao
Paulo, Brasil) em espessura de 2,2 mm, sendo quatro fatias (~3,2 cm de diametro)
dispostas em bandejas de politereftalato de etila (PET) e poliestireno (PS). As amostras
dos filmes PEC, STw e SPI foram dispostas sobre os salaminhos e todas as bandejas de
todos os tratamentos foram envolvidos com PVC (policloreto de vinila; marca Boreda),
altamente permedvel ao oxigénio, sendo o tratamento-controle considerado aquele nos
quais os salaminhos foram envolvidos apenas com o filme PVC. As amostras foram
armazenadas em camara alimenticia (EL202/4; Eletrolab, Sao Paulo, Brasil), com
temperatura de 7 °C, por 14 dias. A cor instrumental e a identificagdo de compostos
organicos volateis (VOCs) foram monitoradas durante 0, 2,4, 7, 9, 11 e 14 dias, sendo o

dia do fatiamento e embalagem dos salaminhos considerado o dia 0.

2.5.1Avaliacao da cor instrumental

Os salaminhos foram acomodados sobre bandejas brancas de isopor, e a cor foi
avaliada utilizando o colorimetro portatil CM-700 (K6nica Minolta Sensing Inc., Osaka,
Japao) com abertura de porta de 8§ mm, iluminante D65, angulo de observacao de 10° e
componente especular excluido (SCE). Foram realizadas leituras da superficie das
amostras, sendo registrados o espectro de refletancia (360-740 nm) e os indices de cor
obtidos no sistema CIELCH: luminosidade (L*), croma (C*) e angulo de tonalidade (h,
graus). O indice de cor curada foi determinado utilizando a razdo de refletancia dos

comprimentos de onda R650/570 nm (KING et al., 2023).

2.5.2 Identificacdo dos VOCs e quantificacdo do hexanal

A andlise de separacdo e identificacdo dos VOCs foi realizada durante 14 dias,
utilizando o cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas (GC/MS, modelo
QP2010 Plus; Shimadzu®, kyoto, Japao), equipado com sensor automatico, injetor para
liquidos e gases (AOC-5000; Shimadzu®, kyoto, Japao) e uma coluna capilar SLB®-
SMS (5% fenil - 95% dimetilsiloxano; 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme de 0,25
um; Supelco, Bellefonte, PA, EUA), seguindo a metodologia descrita por Andrade ef al.

(2024), com algumas modificagdes.
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Na extracdo dos VOCs, porcdes das trés réplicas de cada tratamento foram
trituradas simultaneamente para obter uma amostra agrupada para a analise. Cerca de 2,5
g das amostras reunidas (em duplicata) foram pesadas em vial de 22 mL, seladas com um
septo de silicone revestido com PTFE (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Os VOCs foram
extraidos por microextracdo headspace-fase solida (HS-SPME), em fibra
DVB/CAR/PDMS  (Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano, 10 mm de
comprimento, camada de 50-30um de espessura; Supelco Bellefonte, PA, EUA),
previamente limpa a 250 °C por 5 min. Os vials foram pré-aquecidos por 10 min a 60 °C
em um bloco de aquecimento e, entdo, a fibra SPME foi exposta no headspace por 45 min
para extragdo dos compostos volateis, posteriormente injetada em injetor automatico para
liquidos e gases (AOC-5000; Shimadzu, Japan) operando em modo splitless, em
temperatura de 250 °C, com exposi¢do programada de 5 minutos para completa
dessorcdo. O hélio (He) foi utilizado como gas de arraste em fluxo de 1,0 mL min™. A
temperatura elevada do forno foi usada para melhorar a separacao de volateis. O forno foi
programado com uma rampa de temperatura, iniciando com a temperatura do forno de 35
°C, mantida por 2 min. Depois disso, a temperatura do forno foi aumentada em 2 °C min
"até 80 °C, em 4 °C min™ até 150 °C e de 150 °C a 230 °C a uma taxa de 8 °C min™".

A detecgdo dos VOCs foi realizada por espectrometria de massas por impacto de
elétrons (70 eV) no modo scan (45 a 350 Da), com um corte de solvente em 0,55 min. A
temperatura da interface do detector e da fonte de ions permaneceu em 250 °C e 200 °C,
respectivamente. A identificacdo dos volateis foi realizada comparando os dados
espectrais de massa das amostras com os espectros de massas fornecidos pelo banco de
dados do software (Wiley 8 e FFNSC 1.2) com até 95 % de similaridade e confirmados
pelos indices de retencdo, calculados pela equacdo de Van Den Dool e Kratz (1963) em
relacdo a série homologa de alcanos (nC8- nC18), com extrapolagdo para C19 e C20. Os
indices de retencao calculados foram comparados com os indices de retencao da literatura,
segundo Adams (2017). A érea de cada pico foi integrada usando o software GCMS
Solutions (Shimadzu®), e os dados apresentados como contagens totais de ions. Na
quantificagdo do hexanal (ng g!), uma curva analitica foi preparada em agua (0,004 a

0,1630 pg mL!) e analisada nas mesmas condi¢des de identificacdo dos VOCs.

2.6 Analise estatistica
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Os dados de diametro dos poros foram submetidos a um delineamento
inteiramente casualizado, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel
de significancia de 5% (P < 0,05) utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

Para os dados de atividade antioxidante dos filmes, foram aplicados o
planejamento fatorial 2 (tipos de emulsdo (sonificada e ndo sonificada)) x 2 (tipos de
surfactante) x 5 (dias de armazenamento), considerando trés repeti¢des. Os principais
fatores e suas interacdes foram testados por meio de andlise de variancia (ANOVA).
Quando significativo (P < 0,05), as médias foram separadas pelo teste de Tukey,
utilizando o software Statistica® 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

Para anélises de cor e quantificacdo do hexanal nos salaminhos, os tratamentos
foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4
(tipos de filmes) % 7 (dias de armazenamento), com 12 repeti¢des para cor instrumental e
2 repeti¢des para volateis. Os principais fatores e suas interacdes foram testados por meio
de analise de variancia bidirecional (ANOVA). Quando significativo (P <0,05), as médias
foram separadas pelo teste de Tukey. Para explorar as relagdes entre compostos volateis
dentro dos tratamentos (tipo de filme x dias de armazenamento), foi realizada uma analise
de componentes principais (PCA). Os dados de cor também foram avaliados na PCA. A
analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica® 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa,

OK, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composi¢cao quimica do 6leo essencial

A composi¢dao quimica do 6leo essencial de Thymus vulgaris ¢ apresentado na

Tabela 1. O timol foi o principal composto, seguido por p-cimeno e carvacrol.
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Tabela 1 — Composicao quimica do 6leo essencial de Thymus vulgaris.

Peak Compound RT (min) Rl ref Rlcal Area (%)
1 a-Pinene 6.405 932 933 0.61
2 Camphene 6.958 946 950 0.33
3 a-Terpinene 9.007 1014 1017 0.39
4 p-Cymene 9.354 1020 1025 22.83
5 Limonene 9.533 1024 1029 0.28
6 1,8-Cineole 9.664 1026 1032 0.82
7 y-Terpinene 10.613 1054 1057 1.19
8 Linalool 12.211 1095 1099 2.39
9 Borneol 15.351 1165 1172 1.50
10 Terpinen-4-ol 15.704 1174 1180 1.02
11 (E)-Anethole 20.211 1282 1287 1.33
12 Thymol 20.464 1289 1293 62.67
13 Carvacrol 20.781 1298 1300 4.64
Composition
Monoterpene hydrocarbons 25.63
Sesquiterpene hydrocarbons 0.00
Oxygenated monoterpenes 74.37
Oxygenated Sysquiterpenes 0.00
Other 0.00
Total identified (%) 100.00

RT: Retention time; Rl.s: Reference retention index (ADAMS, 2017); Rlca: Calculated retention
index.
Fonte: Do autor (2024).

Semelhantemente ao presente estudo, Zanotto et al (2023) observaram como
constituinte majoritario, no 6leo essencial de 7. vulgaris, o timol (45,95%), seguido por
p-cimeno (25,11%). Esses resultados também estdo de acordo com estudos realizados
anteriormente por El-Sayed e El-Sayed (2021), que examinaram a composi¢ao quimica
do oleo essencial de 7. vulgaris e relataram que timol, p-cimeno e y-terpineno foram
compostos principais no oleo essencial de 7. vulgaris. Gobbo-Neto e Lopes (2007) e
Brandao et al (2023) citam que o genoétipo, regides de cultivo, partes das plantas, tipo de
solo, intensidade de luz, concentracdo de CO; atmosférico, temperatura e umidade
relativa podem influenciar na produ¢do de um ou outro constituinte nas plantas.

Além disso, Lukic, Vulic e Ivanovic (2020) demonstraram que os compostos como
timol e carvacrol possuem boa capacidade antioxidante e antimicrobiana. De acordo com
Xu et al. (2023), ambos sdo aprovados quanto a seguranca pela Food and Drug
Administration (USFDA) dos EUA para uso em alimentos, podendo ser considerados
eficientes para a conservagao de alimentos. Portanto, o 6leo essencial em estudo vem

sendo utilizado como um bom agente antioxidante na industria alimenticia.


https://www.scbt.com/pt/p/gamma-terpinene-99-85-4
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3.2 Caracterizacido das emulsoes

O tamanho médio de particula e o potencial zeta das emulsdes do 6leo essencial
de T. vulgaris sao mostradas na Tabela 2. Em relagdo ao diametro médio, todas as
amostras podem ser classificadas como nanoemulsdes, pois os tamanhos das goticulas de
6leo estdo entre 1 ¢ 100 nm (PANDEY et al., 2023).

As emulsdes sonificadas que foram preparadas com Pluronic F127 revelaram
menor tamanho da gota, quando comparadas com as emulsdes nao sonificadas. Essa
diminui¢do do tamanho das gotas ocorre devido a elevada energia, associada ao ultrassom
e as interagdes entre surfactantes, 6leo e dgua, que criam forcas deformantes que superam
a pressao de Laplace e quebram as goticulas em goticulas menores (NORCINO et al.,

2020).

Tabela 2 — Tamanho médio de particula e valores de potencial zeta de emulsdes de 6leo
essencial de Thymus vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic

F127.
Amostra Tamanho médio de particula Potencial zeta (mv)
(nm)
Emulsdo_sonificada_Tw 43,4+12,6 36,63
Emulsdo_Tw 36,8+10,5 53,05
Emulséo_sonificada Pl 14,4+4,1 34,90
Emulséo PI 21,8+6,2 44,11

Emulsao sonificada Tw e Emuls@o sonificada Pl = emulsdes de 6leo essencial de 7. vulgaris
produzidas com agitagdo mecénica e sonicador de ponta ultrassénica, utilizando os surfactantes
Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; Emulsdo Tw ¢ Emulsdo Pl = emulsdes de dleo
essencial de 7. vulgaris produzidas com agitacdo mecanica utilizando os surfactantes Tween 80 e
Pluronic F127, respectivamente.

Fonte: Do autor (2024).

As emulsoes sonificadas que foram preparadas utilizando o surfactante Pluronic
F127 apresentaram o tamanho de gota menor, quando comparadas com as emulsdes
sonificadas que foram preparadas utilizando o Tween 80 como surfactante. De acordo
com Chu ef al. (2020), o surfactante pode melhorar a ruptura das goticulas, reduzindo a
resisténcia dessas goticulas de dleo a deformacao, uma vez que possuem a propriedade
de reduzir a tensdo interfacial entre a fase oleosa e aquosa. Ainda segundo esses autores,
outra caracteristica de alguns surfactantes ¢ a capacidade de prevenir processos de
instabilidade das nanoemulsdes apos o tratamento com ultrassom, que pode ser atribuido

a rapida adsor¢do na interface estavel recém-formada.
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Observou-se menor tamanho das particulas produzidas com Pluronic F127. Isso
estd relacionado com o valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) dos surfactantes,
sendo o valor de HLB do Pluronic F127 (HLB=22) maior do que o valor de HLB do
Tween 80 (HLB=15) (SHALABY et al., 2021). Os resultados deste estudo corroboram
com os obtidos por Lian et al. (2019) que, ao preparar filmes de quitosana contendo dleo
essencial de 7. vulgaris empregando diferentes surfactantes contendo diferentes HLB,
observaram que quanto maior o valor de HLB do surfactante, menor o tamanho das
particulas do 6leo essencial presente na solugao de filme. Além disso, os autores afirmam
que emulsdes que possuem tamanho de particula menor normalmente apresentam melhor
estabilidade na solugao do filme.

O HLB esta relacionado com a afinidade do surfactante com o 6leo ou com a agua.
Quanto maiores os valores de HLB, mais forte sera a afinidade do surfactante com a dgua.
Normalmente, os surfactantes com maiores HLB s3o mais adequados para serem
utilizados em emulsdes de 6leo em agua. Dessa forma, o valor do equilibrio hidrofilico-
lipofilico também pode influenciar no tamanho de particulas (GEDIKOGLU;
ERUNSAL, 2023; LIAN et al., 2019).

O potencial zeta ¢ um outro fator a ser levado em consideracao, uma vez que ¢
importante para avaliar a estabilidade cinética dos sistemas de emulsdo. Quando o
potencial zeta apresenta valores superiores a 30 mV (em modulo), significa que as forgas
eletrostaticas repulsivas do sistema superam as forcas atrativas, caracterizando um
sistema relativamente estavel, que ndo tem tendéncia a se agregar (CARVALHO et al.,
2021). Todas as emulsdes analisadas possuiam valor de potencial zeta absoluto maior que
30 mV (Tabela 2), indicando baixa tendéncia de agregacdo. Isso ja foi encontrado em
estudos que utilizaram emulsdes preparadas com relacdo surfactante/dleo de 1:1 (CHU et

al., 2020).

3.3 Caracterizacao dos filmes ativos

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As morfologias da sessdo transversal dos filmes PEC, STw, Tw, SP1, Pl e PVC sao
apresentadas na Figura 1. Observou-se que a microestrutura do filme PEC apresentou
uma superficie de fratura criogénica uniforme, lisa, homogénea, continua e compacta,

livre de poros, rachaduras ou trincas. A presenca de trincas pode indicar que a



110

concentracdo de glicerol ndo foi suficiente para atuar como plastificante na matriz de

pectina (MENDES et al., 2020).

Figura 1 — Eletromicrografias do corte transversal dos filmes.

Diameter (um)

Legenda: PEC = filme de pectina puro; STw = filme de pectina incorporado com emulséo
sonificada de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando o surfactante Tween 80; Tw = filme de
pectina incorporado com emulsdo ndo sonificada de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando o
surfactante Tween 80; SPI = filmede pectina incorporado com emulsdo sonificada de 6leo
essencial de T. vulgaris utilizando o surfactante Pluronic F127; PI = filme de pectina incorporado
com emulsdo ndo sonificada de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando o surfactante Pluronic
F127 e PVC = filme comercial. Didmetro dos poros presentes nos filmes de pectina incorporados
com emulsdes de dleo essencial de T. vulgaris. As barras de tamanho em PEC, STw, Tw, SPI, PI
e PVC correspondem a 50 pm.
Fonte: Do autor (2024).
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Com a incorporagdo das nanoemulsdes as formulacdes dos filmes, foi possivel
observar nos cortes transversais uma estrutura semelhante a folhas empilhadas em
camadas compactadas, sendo isso um indicativo de que o 6leo essencial de 7 vulgaris foi
incorporado a matriz do filme (NISAR et al., 2018). Pelas eletromicrografias, ¢ possivel
notar a presenga de microporos, indicando que houve a incorporagao do 6leo essencial de
T vulgaris presente nas nanoemulsdes nos filmes de pectina. Com a presenga desses
microporos, pode-se inferir que houve interacdo intermoleculares entre a rede de pectina
e a superficie das nanoemulsdes, de forma que o 0leo ficasse incorporado na matriz de
pectina. Notou-se que as gotas de 6leo essencial foram homogeneamente aprisionadas na
matriz de polissacarideos, levando a formacgao de microestruturas com superficies mais
rugosas do que o filme PEC. Resultados semelhantes ao do presente estudo foram
observados por Abdalla et al. (2023) e Nisar et al. (2018), que relataram presenca de
estrutura homogénea nos filmes de pectina e estrutura com superficie rugosa nos filmes
incorporados com nanoemulsdo de 6leo essencial de limdo e 6leo essencial de canela,
respectivamente.

A porosidade dos filmes contendo emulsao sonificada e ndo sonificada preparadas
com Tween 80 foram semelhantes, e maiores que dos filmes com Pluronic F127 (Figura
1), provavelmente devido ao menor tamanho de particula das emulsdes sonificadas e a
uma distribui¢do mais homogénea (Tabela 2). Esses diametros dos poros medidos nos
filmes foram bem maiores do que o tamanho das particulas do 6leo essencial presentes
nas nanoemulsdes, como observado no grafico da Figura 1. Possivelmente, com a
evaporacao do solvente e desidratagdo dos filmes, ocorrem a agregacdo e coalescéncia
das goticulas do 6leo essencial incorporadas aos filmes de pectina (AKHTER et al., 2019;
NORCINO et al., 2020).

Silva et al. (2019) observaram imperfeicdes nos filmes incorporados com as
nanoemulsdes, justificando que essas imperfei¢des sao derivadas do processo de secagem
dos filmes e da taxa de evaporacdo do solvente, ndo alterando a matriz do polimero e
mostrando ser uma boa alternativa para produzir novos materiais nanocompositos.

Zhao et al. (2022), ao incorporarem nanoemulsoes de oleo essencial de canela-
perilla ~em  filmes  comestiveis & base de  nanocompositos  de
quitosana/coldgeno/antocianidina, observaram que o menor tamanho das nanoemulsdes
incorporados aos polimeros dos filmes reduziu a presenca de bolhas e porosidade,
melhorando as propriedades mecanicas e de barreira dos filmes comestiveis. Esses

resultados estdo de acordo com o presente estudo.
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Mesmo que as microestruturas sejam diferentes, pelas eletromicrografias ¢
observado que as emulsdes/nanoemulsdes apresentaram um sistema de emulsdo estavel e
nenhum colapso de gota ocorreu durante a secagem do filme, ndo havendo defeitos na
sua estrutura. Ou seja, a incorporagao das emulsdes nao gerou impacto negativo, como a
presenca de rachaduras, buracos ou redugdo da coesao na morfologia dos filmes. A
distribuicdo uniforme das emulsdes a matriz dos filmes também ja foi observada nos
estudos de Bagheri et al. (2022) e Norcino et al. (2020).

Pode-se observar também que os filmes que foram produzidos utilizando o
surfactante Pluronic F127 apresentaram aumento na quantidade de microporos e redugao
do tamanho dos microporos presentes nos filmes (Figura 1 — SP1 e PI; Grafico de didmetro
dos poros). De acordo com Jahromi, Niakousari ¢ Golmakani (2022) e Shalaby et al.
(2021), a distribuicao uniforme de goticulas de emulsao, sua distribuicdo em um filme e
a reducdo do tamanho das goticulas de oleo durante a homogeneizacdo podem estar
relacionados com o surfactante utilizado. Isso pode resultar no aumento do numero de
interagdes entre o 6leo ¢ a matriz polimérica, semelhantemente ao que foi observado neste
estudo.

A eletromicrografia transversal do filme PVC (Figura 1 - PVC) mostrou uma
superficie relativamente lisa e homogénea; porém, com algumas irregularidades,

semelhantemente ao observado no estudo realizado por Apchain et al. (2022).

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR do 6leo essencial de 7 vulgaris e dos filmes PEC, STw, Tw,
SPI1, Pl e PVC sdo apresentados na Figura 2. O filme PEC e os filmes STw, Tw, SP1 e PI
apresentaram picos caracteristicos de pectina. A ampla banda de absor¢do no filme de
pectina em 3335 cm™! é relacionada ao estiramento -O-H das moléculas de 4gua e dos
grupos hidroxila da pectina. A banda em 2930 cm! ¢ referente as vibragdes das ligagdes
-C-H dos carbonos do anel piranoide. A banda localizada aproximadamente em 1741 cm’
!, corresponde ao estiramento das ligagdes -C=0 dos grupos ésteres e outros grupos como
de 4cidos carboxilicos. A presenga das bandas em 1632 e 1438 cm™! sdo atribuidas as
vibragdes de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, dos grupos
carboxilicos em sua forma carboxilato, presentes na pectina. Além disso, a regido

espectral entre 1200 e 1000 cm™ est4 relacionada com as vibragdes de -C-O e -C-C de
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ligagdes glicosidicas e anéis de piranose. As bandas de vibragdes com frequéncia menor
que 1000 cm™! sdo consideradas como regido da “impressio digital” do polissacarideo.
Esses resultados estdo de acordo com Abdalla ef al. (2023), Mendes et al. (2020) e
Norcino et al. (2020).

Figura 2 — Espectros infravermelhos de transformada de Fourier de refletancia total
atenuada de 6leo essencial de T. vulgaris, filmes de pectina e filme comercial.
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Legenda: EO = dleo essencial de T. vulgaris, PEC = filme de pectina puro, STw e SPI = filmes
de pectina incorporados com emulsdes sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando os
surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; Tw e Pl = filmes de pectina
incorporados com emulsdes ndo sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando os
surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; e PVC = filme comercial.

Fonte: Do autor (2024).

O espectro no infravermelho do 6leo essencial de 7. vulgaris apresentou a banda
entre 3400 a 3650 cm™!, que ¢ atribuida ao grupo -O-H do timol e as bandas entre1700 e
1200 cm™! sdo caracteristicas para vibragdo de alongamento -C=0 e -C-O de terpenos
oxigenados. A banda presente em 1511 cm™ estd relacionada ao estiramento -C=C,
referente aos anéis aromaticos presentes no timol, p-cimeno e carvacrol. A banda em 1418
cm’! ¢ referente ao estiramento -C-O, que vem do grupo fenil presente no timol. A banda
em 1450 cm! é referente ao estiramento -C-C do grupo fenil (ALSAKHAWY et al., 2022;
PEIXOTO et al., 2023).
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Observou-se mudancas nos espectros dos filmes de pectina apos incorporagao do
oleo essencial de . vulgaris, contendo como constituintes majoritarios timol, p-cimeno,
carvacrol e também alguns minoritarios como linalol e y-terpineno, semelhante ao estudo
realizado por Peixoto ef al. (2023). Dessa forma, observou-se aumento da intensidade das
bandas em 2975, 2928 e 2866 cm’!, que estdo relacionadas ao estiramento -C-H,
especificas para a hibridizagdes sp> e sp’ presentes nas estruturas desses constituintes
citados anteriormente (DINU et al., 2021). Também foi observado o aumento da
intensidade da banda em 1418 cm™! nos filmes de pectina incorporados com 6leo essencial
de T. vulgaris, caracteristico dos constituintes volateis do oleo.

Como observado por Brandao et al. (2022) e Mendes et al. (2020) e semelhante
ao presente estudo, todas essas mudancas de vibragao confirmam a presenca de interagdes
entre a matriz do filme, os surfactantes e o 6leo essencial de 7. vulgaris incorporados,
indicando uma formula¢do de sucesso. Também foram observadas diferencas entre os
espectros dos filmes com os dois diferentes surfactantes utilizados. De acordo com Musa
et al. (2017) e Fonseca-Garcia et al. (2021), o surfactante Pluronic F127 possui o pico
caracteristico de estiramento -C-H em 2882 c¢cm™. Para o Tween 80, foram observados
picos assimétricos e simétricos de CHz em 2938 cm! e 2869 cm, respectivamente. Os
resultados desse estudo corroboram com os resultados obtidos por Fonseca-Garcia et al.
(2021) e Musa et al. (2017).

Para o filme de PVC, as bandas entre 2800 e 3000 cm' correspondem ao
estiramento -C-H. As bandas entre 900 e 1250 cm™!' correspondem ao estiramento -C-C
do grupo -CH»-CHCI da estrutura do polimero. Na faixa entre 600 a 700 cm™', as bandas
presentes correspondem ao estiramento -C-Cl. Essas bandas caracteristicas do filme de
PVC estao de acordo com dados encontrados na literatura (CHEN et al., 2018; SREE et
al., 2017, THOMAS, 2023).

3.3.3 Propriedades térmicas

As curvas termogravimétricas (TG) e suas primeiras derivadas (DTG) para filmes

a base de pectina e o filme comercial PVC sao ilustradas na Figura 3.
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Figura 3 — Curva termogravimétrica (A) e sua derivada (B) dos filmes de pectina e PVC.
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Legenda: PEC = filme de pectina puro, STw e SPI = filmes de pectina incorporados com emulsdes
sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127,
respectivamente; Tw e Pl = filmes de pectina incorporados com emulsdes nao sonificadas de 6leo
essencial de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; e
PVC = filme comercial.

Fonte: Do autor (2024).

Observa-se que, nos filmes de pectina, as curvas de TG (Figura 3A) mostram trés
estagios da perda de massa, sendo de A) até 100 °C, B) 120 a 280 °C e C) a partir de 400
°C. No primeiro estdgio, as amostras perderam de 6% a 12% da massa, atribuido a
eliminagdo da 4gua adsorvida na matriz dos filmes durante o processo de aquecimento
(MENDES et al., 2020; MOREIRA; MOREIRA; PRATA, 2024). O segundo estagio de
perda de massa ocorreu devido a degradag¢dao do glicerol adicionado aos filmes como
plastificante, a degradacdo térmica da pectina decorrente da despolimerizagdo das cadeias
poliméricas; gerando a liberagdo de CO2, H2O e CO; e a geracdo de compostos alifaticos.
O terceiro estagio de degradagao foi relacionado com a combustao de residuos de carbono
aromatico presentes na pectina (ASFAW; TAFA; SATHEESH, 2023; MAO et al., 2024;
MOREIRA; MOREIRA; PRATA, 2024; NORCINO et al., 2020; SUN; WEI; XUE,
2023).

A taxa de decomposi¢do dos filmes analisados pode ser avaliada pela primeira
curva derivada (Figura 3B), em que os picos representam a taxa maxima de perda de
massa. Na segunda etapa, os filmes de pectina apresentaram perda de massa maxima
variando entre 190 a 220 °C. Semelhantemente ao presente estudo, Silva et al. (2020) e
Siracusa ef al. (2018) observaram a degradacao térmica de filmes de pectina na curva de
DTG ocorrendo a 232 °C e 210-220 °C, respectivamente, justificando ser essa perda de

massa devido a degradagdo do esqueleto polimérico. Na terceira etapa, a perda maxima
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de massa ocorreu entre 430 °C e 470 °C, relacionada a degradagao do carbono
remanescente nas amostras (ALDANA et al., 2015).

A incorporagao de emulsdes sonificadas e ndo sonificadas de 6leo essencial de 7.
vulgaris aos filmes de pectina, independentemente do surfactante, influenciou na
estabilidade térmica dos filmes, pois valores de temperaturas correspondentes ao inicio
de degradacdo térmica (Tonset) foram inferiores aos valores de Tonset para o filme de pectina
puro (PEC) (Tabela 3). A reducdo da Tonset dos filmes provavelmente ocorreu devido a
adicdo de emulsdes, e isso ja foi relatado anteriormente (MENDES et al., 2021;
NORCINO et al., 2020) Esses valores mais baixos de Tonset para os filmes incorporados
com nanoemulsoes estdo relacionados com a menor estabilidade e evaporagdo do dleo
essencial, que ocorre antes da degradagdo da pectina (MENDES et al., 2021). A massa
residual de todos os filmes a 600 °C pode ser observada na Tabela 3. De acordo com
Norcino et al. (2020), os constituintes que compdem o0s anéis aromaticos em suas

estruturas quimicas sdo estaveis até 600 °C.

Tabela 3 — Propriedades térmicas - temperaturas de degradacdo inicial (Tonset) € final
(Tofrset) € massa residual a 600 °C para os filmes de pectina e PVC.

Amostra Tonset (°C) Toffset (°C) (%) Residuo a 600 °C
PEC 190 543 2,4
STw 179 482 4
Tw 167 476 49
SPI 168 440 2,9
Pl 163 445 2,4
PVC 283 531 8,5

PEC = filme de pectina puro, STw e SPI = filmes de pectina incorporados com emulsdes
sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127,
respectivamente; Tw e Pl = filmes de pectina incorporados com emulsdes ndo sonificadas de 6leo
essencial de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; e
PVC = filme comercial.

Fonte: Do autor (2024).

Para o filme de PVC, a curva indicou que a perda de massa também ocorreu em
trés estagios de degradagdo: A) de 230 °C a 350 °C, B) de 360 °C a 460 °C e C) acima de
460 °C, apresentando comportamento diferente dos filmes de pectina. A primeira etapa é
caracterizada pela desidrocloracdo dos polimeros volateis. Na segunda etapa, ocorre a
quebra e decomposicao do PVC e, na terceira etapa, ocorre a lenta degradacao do residuo

remanescente. As etapas de degradacdo do PVC sdo varidveis de acordo com
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estabilizantes, plastificantes, retardadores de chama, cargas e lubrificantes (EDRAKI et
al.,2021).

3.3.4 Migracao de compostos antioxidantes dos filmes para simuladores de alimentos
gordurosos

A atividade antioxidante dos filmes de pectina incorporados com nanoemulsdes
de oleo essencial de 7" vulgaris foi estudada, e os resultados estdo ilustrados na Figura 4.

Os filmes PEC e PVC ndo apresentaram atividade antioxidante por meio do teste de

estabilizacdo do radical DPPH.

Figura 4 — Percentual de estabilizacdo do radical DPPH dos compostos antioxidantes dos
filmes de pectina incorporados com emulsdes sonificadas e ndo sonificadas
de oleo essencial de 7. vulgaris, como medida da atividade antioxidante.
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Legenda: STw e SPI = filmes de pectina incorporados com emulses sonificadas de 6leo essencial
de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente e Tw e Pl =
filmes de pectina incorporados com emulsdes ndo sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris

utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente. Barras correspondem ao
erro padrao da média.

"Diferenga significativa (P < 0,05) entre as emulsdes sonificadas e ndo sonificadas.
Fonte: Do autor (2024).

Observou-se que, para o surfactante Tween 80 (Figura 4 A) nos tempos de 4, 24 e
240 horas, STw se difere estatisticamente de Tw, e para o surfactante Pluronic F127
(Figura 4 B), SPI se difere significativamente de Pl apenas no tempo de 168 horas. De

forma geral, maiores valores de atividade antioxidante foram observados para os filmes
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que foram incorporados de emulsdes sonificadas e, dessa forma, esses filmes foram
selecionados para aplicacdo nos salaminhos.

A atividade antioxidante dos filmes esta relacionada com a liberacdo do oleo
essencial de 7. vulgaris no simulante de alimento gorduroso. Essa atividade do 6leo
essencial provavelmente ¢ devido aos constituintes timol e carvacrol, monoterpenos com
caracteristicas fenolicas, e também com alguns constituintes minoritarios. Isso pode ser
atribuido a doacdo de um 4tomo de hidrogénio, pertencente ao grupo hidroxila, ao radical
livre, com subsequente eliminagdo e estabilizagao por ressonancia (TEIXEIRA et al.,
2023).

As atividades antioxidantes dos filmes preparados com o surfactante Pluronic F
127 foram maiores do que as dos filmes preparados com o surfactante Tween 80 a partir
do tempo de 24 horas, mostrando que o Pluronic F 127 foi capaz de reduzir a volatilidade
do oleo essencial de 7. vulgaris. Provavelmente, para os filmes que foram produzidos
com o surfactante Tween 80, ocorreu uma liberagdo inicial rapida, seguida por uma
liberagdo lenta sustentada dos constituintes antioxidantes do 6leo essencial presentes nos
filmes para o simulante. Assim, observou-se que a utilizagdo de diferentes surfactantes
pode influenciar na volatilidade do 6leo essencial de 7. vulgaris e, consequentemente, na
sua atividade antioxidante.

Os resultados deste estudo corroboram com os resultados obtidos no estudo
realizado por Liu ef al. (2017), que avaliaram a liberagdo controlada de polifendis de cha
incorporados em filmes de gelatina. Os autores afirmam que a liberagdo inicial rapida
proporciona protecdo em curto prazo € a subsequente liberacdo mais lenta garantiu a
protecao intermediaria/longo prazo.

Muitos fatores podem influenciar no comportamento de liberagdao de compostos
ativos incorporados em filmes biopoliméricos, tais como a composi¢do quimica dos
compostos ativos, interacdes entre o polimero e o composto ativo, estrutura da matriz e

condigdes do meio circundante (PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

3.4 Aplicac¢io dos filmes na preservacio de salaminhos fatiados

3.4.1 Avaliacao da cor instrumental e quantificacdo do hexanal

Os resultados para o conteido do hexanal e cor dos salaminhos fatiados e

embalados pelos diferentes filmes durante 14 dias a 7 °C sdo apresentados na Tabela 4. A
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cor dos produtos carneos ¢ um atributo importante, pois ¢ o primeiro a ser observado

pelos consumidores no momento da compra (DEMARCO et al., 2022).

Tabela 4 — Efeitos do tratamento (T) e tempo de armazenamento (D) nos valores de
hexanal, indices de cor e cor curada de salaminhos fatiados e armazenados a
7 °C por 14 dias.

Source of Lightness, Chroma, Hue Cured color Hexanal

Effects variation L* C* a:%c',; R650/570nm (ng g
Treatment (T) PEC 40,27 16,24 35,25 2,938 22,494
STw 41,31 17,14 3534 3,044 17,835
SPI 41,40 17,46 35,76 3,074 14,995
PVC 42,82 18,06 36,33 3,08 23 494
Storage time, 0 41,20 17,55 33,77¢ 3,18 12,49¢
days (D) 2 43,42 16,81 3567% 293¢ 13,98¢
4 42,83 16,97 35,77%  2,95¢ 13,23¢
7 41,72 17,68 35,15 3,09 33,78¢
9 40,35 17,13 35,05° 3,06 17,65¢
11 40,00 1737 36,61¢ 3,07 27,514
14 40,51 1722 36,72¢ 3,03 19,275
SEM 0,14 0,09 0,15 0,01 1,34
Pr> F! T <0,001 <0,001 0,063 0,001 0,001
D <0,001 0,055 <0,001  <0,001  <0,001
TD 0,014 0,016 0,590 0,486 0,084

PEC = filme de pectina puro, STw e SPI = filmes de pectina incorporados com emulsdes
sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127,
respectivamente e PVC = filme comercial.
SEM = erro padrdo da média (n = 56)
! Probabilidades significativas (P < 0,05) foram destacadas em negrito.
4-B Médias seguidas de letras diferentes, entre tratamentos, diferem (P < 0,05) pelo teste de
Tukey.
“¢ Médias seguidas de letras diferentes, entre os tempos de armazenamento, diferem (P < 0,05)
pelo teste de Tukey.

Fonte: Do autor (2024).

Observou-se o efeito (P < 0,05) da intera¢do entre os tratamentos (T) e o tempo
de armazenamento (D) para luminosidade (L *) e saturagdo (C*) e, dessa forma, realizou-

se o desdobramento dos dados para avaliar esses efeitos (Figura 5).
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Figura 5 — Estabilidade dos parametros de cor de salaminhos fatiados durante o
armazenamento por 14 diasa 7 °C.
A) B)
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Legenda: A) Luminosidade (L*) e B) saturacdo (C*). PEC = filme de pectina puro, STw e SPI =
filmes de pectina incorporados com emulsdes sonificadas de 6leo essencial de T. vulgaris
utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; e PVC = filme comercial.
Barras correspondem ao erro padrdo da média (n = 4).

Fonte: Do autor (2024).

Maiores valores de luminosidade (L*) foram observados para os salaminhos
embalados com filmes de PVC (controle). Nos primeiros 11 dias de armazenamento,
observou-se comportamento semelhante para os tratamentos, havendo aumento inicial
seguido por queda de L*. Esse comportamento diferenciou-se entre os tratamentos apenas
no décimo quarto dia, para o PVC. Varga-Visi et al. (2022) aplicaram solugdo de timol
em salaminhos fatiados e observou-se que valores de L* para amostras ndo tratadas era
maior do que para amostras tratadas, sendo que esses valores sofreram flutuagdes ao
longo do tempo de armazenamento, semelhantemente ao presente estudo. Destaca-se que
os parametros de cor podem apresentar variacdes devido a presenca dos globulos de
gordura (DEMARCO et al., 2022).

Também para saturagdo (C*) (intensidade da cor), observaram-se maiores valores
para os salaminhos embalados com filmes de PVC ao longo do periodo de 14 dias.
Observou-se que as amostras em que foram usados os filmes contendo emulsdes
sonificadas de 6leo essencial apresentaram mudangas nos parametros de cor, ficando mais
escuras, ¢ a intensidade da cor dependente do tratamento.

Dos indices de cor, o angulo de matiz (/) (tom da cor) foi afetado (P <0,05) apenas
pelo tempo de armazenamento. Os valores de / dos salaminhos aumentaram ao longo do
tempo de armazenamento e esse aumento estd relacionado a descoloragdo dos produtos

para tonalidade menos vermelha-rosada e mais acastanhada, devido a formagdo gradual
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de metamioglobina, indicativo da oxidacdo, reforcado pela perda da cor curada
(FERNANDES et al., 2018; GUIMARAES et al., 2022; SOUZA et al., 2024). Esse
desbotamento pode ocorrer devido ao oxigénio residual incorporado no produto durante
seu fatiamento, influenciando na deterioragdo da cor durante o armazenamento
(FERNANDES et al., 2018).

Em relacdo a estabilidade da cor curada, ndo houve efeito (P > 0,05) da interagao
entre os tratamentos e o armazenamento, sendo observado efeito isolado (P < 0,05) entre
os tratamentos e entre os dias de armazenamento. Constatou-se a reducao dos valores de
cor curada (R650/570nm) com o tempo, e isso estd relacionado com o aumento da
descoloragdo dos produtos carneos (GUIMARAES et al., 2022). Entre os tratamentos,
apenas os salaminhos tratados com filme de pectina diferiram-se dos demais,
apresentando uma menor intensidade da cor curada.

Com o passar do tempo de armazenamento, os niveis de nitrito adicionado tendem
a diminuir gradativamente, devido a descoloragdo desses produtos, caracterizado pela
perda de cor curada ou desbotamento, induzido pela oxidagdo durante esse periodo de
armazenamento (GUIMARAES et al., 2022). O nitrito é responsavel por conferir a cor
de carne curada, e a reagdo do nitrito com a mioglobina presente na carne resulta no
pigmento nitrosilmioglobina, caracteristico da carne curada. A nitrosomioglobiana ¢
estavel na auséncia de oxigénio, mas, na presenca de oxigénio e de agentes oxidantes, ¢
convertida da em metamioglobina, de cor marrom. A formagdo da metamioglobina nos
produtos carneos comerciais representa um desafio (VARGA-VISI et al., 2022).

Para o hexanal, ndo foi observado efeito da interagdo entre os tratamentos (T) e o
tempo de armazenamento (D) (P > 0.05), sendo observado efeito isolado entre os
tratamentos (T) (P < 0,05) e os dias de armazenamento (D) (P < 0,05). Com relacdo ao
tempo de armazenamento, os resultados do presente estudo corroboram com os
encontrados por Nobile et al. (2024), que avaliaram a vida util de salame fatiado,
utilizando embalagens biodegradaveis fabricadas com &cido polilatico. Os autores
também observaram maiores teores de hexanal no final da vida util dos salames fatiados
e embalados. Esse composto orgdnico ¢ um aldeido saturado de seis carbonos e
desempenha um papel crucial na avaliacdo da qualidade dos produtos carneos suscetiveis
a oxidagdo, uma vez que ¢ considerado o composto volatil que esta correlacionado com
o grau de oxidagdo da gordura, sendo considerado o composto mais eficaz do que
qualquer outro componente volatil para essa correlagdo. E produto da oxidacéo do acido

linoleico (C18:2n-6) e araquidonico (C20:4n-6), que produz aroma rangoso e
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desagradéavel quando presente em altas concentragdes, podendo ser considerado como um
indicador da oxidagdo lipidica (LIU et al., 2023; NOBILE ef al., 2024; VILARINHO et
al., 2018).

Com relacdo aos tratamentos, observou-se que os salaminhos embalados com
filmes de pectina incorporados com emulsdes sonificadas de 6leo essencial de 7. vulgaris,
independentemente do tipo de surfactante, apresentaram concentragao de hexanal inferior
(P> 0,05) aos salaminhos embalados com os filmes PEC e PVC, ou seja, os salaminhos
embalados com filmes de pectina incorporados com essas emulsdes apresentaram menor
grau de oxidagao lipidica. Isso provavelmente ¢ devido a presenga do 6leo essencial de 7.
vulgaris, que € conhecido por possuir atividade antioxidante, retardando, assim, a

oxidacao lipidica dos salaminhos fatiados (DINU et al., 2021; LIU et al., 2023).

3.4.2 Identificacao dos compostos organicos volateis

Os resultados da determinacdo de compostos organicos volateis (VOCs) nas
amostras de salaminhos fatiados estdo apresentadas na Tabela 5. Um total de 25
substancias volateis foram identificadas, com predominancia de terpenos (n=19), seguido
de aldeidos (n=4), 4cido (n=1) e alcool (n=1). Os salaminhos embalados com filmes STw
apresentaram o maior somatério de compostos volateis, seguido dos salaminhos

embalados com filmes de SPI, PVC e PEC.
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Tabela 5 — Perfil de compostos organicos volateis (contagem total de fons x 10°) de salaminhos fatiados embalados com diferentes filmes armazenados
durante 14 dais a 5 °C.

Treatments (T) Storage days (D)
Compound (rF;I]) Rlet Rlea PEC STw SPI  PVC 0 2 4 7 9 11 14 SEM Sig.
ACID
Acetic acid ~ - 9730 8805 9021 103’8 5275 5332 7948 81.40 132’3 131’(1) 133’2 591 D:TxD
ALCOHOL
Ethanol - - 213 160 167 1,29 155% 2838 149 (087° 0,59° 2712 227% (015 D
ALDEHYDES
Hexanal 9984 801 801 10,098 6,22° 388" 10,912 1,819 3,049 2429 19422 6,08% 1423> 742° 111 T;D
b
Octanal 20448 998 1002 968> 970° 1032° 1191* 8218 842¢ 9769 870° 1463 1205 19 039 T:D
c c a b

Nonanal 2050 1100 1103 48170 3207 3806° 6283 3658t Y B segst eragr 10 M9 220 T
Decanal 32679 1201 1204 372 203 199 611 147 289 355 321 453 442 419 032 %(B;
TERPENES

. 1497 g4 922 13020 820 891b 1209 1858 834° 943° 936 9320 931° 068 057 T:D
a-Thujene 6

. 1540 935 928 773 2608 2715 7.87 911 1120 1596 1906 2101 2045 2368 162 1D
a-Pinene 4 TxD

. 1813 969 o968 831 326 358 815 1113 432 415 554 576 541 447 050 LD
Sabinene 4 TxD
-Pinene 18639 974 972 747 703 738 758 936 503 621 751 789 768 7.89 022 D:TxD

1945 9g3 987 895 2128 2299 909 574 967 1505 1770 2105 1978 2006 124 1D

Myrcene 8 TxD



a-Terpinene
p-Cymene
Limonene
y-Terpinene
Guaiacol
Linalool
Borneol
4-Terpineol
(E)-Anethole
Thymol
Carvacrol
a-Copaene
Methyleugenol
(E)-
Caryophyllene

> ACIDS

21.30

22.02

22.22

24.35

26.23

27.31

31.13

31.56

36.19

36.48

36.75

39.59

1400

41.14
1

1014

1020

1024

1054

1087

1095

1165

1174

1282

1289

1298

1374

1403

1417

1013
1024
1026
1057
1083
1099
1171
1179
1285
1292
1299

1377

40.4
07
1423
*

12,88
331,7
33,88
38,82
18,15
74,03

3,38
18,16°
4,94
53,79
3,85
7,94°
4,92

40,80°

97

34,25
817,1
43,93
90,86
14,87
106,5
62,08

32,79%
135,6

743,7

113,0

12,732
9,50

54,342

88

35,87

811,1
4

48,29
98,59
14,64
88,24
48,18

27,42%

1140
0
665,0
5

96,48
12,422
b

9,19

58,09%

90

13,44
383,5
34,36
4387
15,52
79,80
5,69
20,12°
16,42
115,9
8,51

9,83

6,52
48,322
b

104

10,66
10,37
36,68
27,54
22,092
76,35
0,00

15,794

7,62°

4,27
41,27°
c

53

17,43
440,3
30,81
49,67

10,92°
68,51
17,43

18,48¢
33,59
189,7
24,14
7,76°
4,22

38,22°

53

24,78
619,2
37,20
69,36

13,95P

C
90,48
34,23

27,722
b

68,76
382,2

52,60
11,21

abc

6,15
53,112
b

79

24,71
694,8
41,47
70,10

17,16°

b
87,66
30,49

24,31°

73,13
450,6

66,38
11,772
b

8,46
52,69%

81

31,01
816,6
44,44

88,48
13,84°
C

105,7

50,71

33,46%
100,5

564,5

76,52
13,772
10,46

60,122

132

30,46
804,8
44,35
85,61

15,19°
90,92

34,22
25,742

122,9
700,3

101,0

13,592
10,36

57,742

131

29,73
714,9
45,87
85,46
17,412
b
90,36
41,75

26,872
bc

75,27
474.8
67,52
9,39¢

8,79
49,542

134

1,91
49,2
1,23
4,89
0,76
2,88
4,58

1,50
10,7

59,3

9,46
0,61
0,53

2,21

124

T, D;
TxD
T, D;
TxD
T, D;
TxD
T, D;
TxD

T, D;
TxD
T, D;
TxD
T:D
T, D;
TxD
T, D;
TxD
T, D;
TxD
T:D
T, D;
TxD
T:D

D; TxD
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2~ ALCOHOLS 2,1 1,6 1,7 1,3 1,6 2,8 1,5 0,9 0,6 2,1 23 01 T

) .
ALDEHYDES 72 51 54 92 48 56 56 68 87 86 70 4 T,D
X TERPENES 693 2337 2198 847 307 990 1542 1713 2075 2200 1804 154 %(B !
>~ TOTAL 864 2478 2344 1043 409 1102 1678 1863 2295 2419 2009

RT = Retention time; Rl..r = Reference retention index (Adams, 2017); Rl.a = Calculated retention index, / = not detected; PEC = filme de pectina puro, STw ¢ SP1 = filmes de
pectina incorporados com emulsdes sonificadas de oleo essencial de 7. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente; e PVC = filme comercial.
SEM = erro padrao da média (n = 56).

Fonte: Do autor (2024).
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De acordo com Kim et al. (2021) ¢ Liu et al. (2023), a formacdo de alcoois como o
etanol estd relacionada com a fermentacdo microbiana dos carboidratos presentes no salame.
Esses autores afirmam que ¢ dificil o teor de dlcoois gerar um efeito significativo no sabor geral
da salames devido ao seu limiar elevado. Observou-se que o teor de etanol nas amostras foi
maior no segundo dia e nos dois ultimos dias de armazenamento.

Os aldeidos hexanal, octanal, nonanal e decanal sdo derivados da oxidagao de acidos
graxos insaturados presentes nos alimentos. Diferentemente do hexanal, os aldeidos octanal,
nonanal e decanal s3o formados a partir da degradagao/oxidagao do acido oleico (C18:1n-9)
(HA et al., 2019; KIM et al., 2021; NISSEN et al., 2023). O maior valor do somatoério de
aldeidos oxidativos, especialmente hexanal e nonal, foi maior nos salaminhos embalados com
filmes PVC e PEC. Provavelmente, o 6leo essencial de 7. vulgaris presente nos filmes de
pectina atuou como antioxidante, retardando a oxidagao lipidica dos salaminhos, o que justifica
o menor nimero do somatério dos aldeidos oxidativos para as amostras embaladas com filmes
incorporados desse dleo essencial.

A proporgao de aldeidos nos componentes volateis totais aumentou com o tempo de
armazenamento, indicando maior grau de oxidacdo lipidica nos salaminhos fatiados, e esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Liu et al. (2023). O aumento do teor de
aldeidos com o passar do tempo esta relacionado com a perda de qualidade dos salaminhos,
pois esse aumento esta relacionado com a formagao de odor desagradavel, que gera a perda de
qualidade, devido ao sabor de ranco e metalico formado, gerando assim a rejeicdo pelos
consumidores (KIM et al, 2021; LIU et al., 2023).

Os terpenos foram as substincias volateis encontradas em maior propor¢do nos
salaminhos fatiados e provavelmente se originaram das especiarias adicionadas. Dentre os 19
terpenos identificados, os presentes em maiores teores foram limoneno, -pineno, sabineno, a-
pineno, mirceno, cariofileno e p-cimeno e, dentre esses, o limoneno, sabineno, a-pineno e f3-
pineno podem ser atribuidos a presenga da pimenta (BELLEGGIA et al., 2020; KIM et al.,
2021; LIU et al., 2023; NOBILE et al., 2024). Observou-se maiores teores de a-pineno, o-
terpineno, p-cimeno, limoneno, y-terpineno, linalol, borneol, (E)-anethole, timol e carvacrol
nos salaminhos embalados com filmes de pectina contendo 6leo essencial de 7. vulgaris,
provavelmente devido a liberacdo desses constituintes volateis presentes no 6leo essencial para

os salaminhos (Tabela 1 e Figura 6).
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Devido a interagdo significativa, realizou-se o desdobramento dos tratamentos para os

terpenos majoritarios timol, p-cimeno e carvacrol presentes no 6leo essencial de 7. vulgaris

durante o tempo de armazenamento, como mostrado nas Figura 6.

Figura 6 — Perfil dos constituintes majoritarios do 6leo essencial de T. vulgaris (contagem total
de fons x 10%). presentes salaminhos fatiados embalados com os diferentes filmes
armazenados durante 14 dias a 7 °C.
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Legenda: A) Timol, B) p-cimeno e C) carvacrol. PEC = filme de pectina puro, STw e SP1 = filmes de
pectina incorporados com emulsdes sonificadas de o6leo essencial de 7. vulgaris utilizando os
surfactantes Tween 80 e Pluronic F127, respectivamente;, e PVC =
correspondem ao erro padrdo da média (n = 2).

Fonte: Do autor (2024).

filme comercial.

Barras
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Observou-se comportamento semelhante para o timol e para o carvacrol, que
aumentaram tanto para as amostras STw e SPIl, com pouca ou nenhuma alteragdo nos filmes-
controle (PEC e PVC). Para esses mesmos constituintes, observou-se maior migragdo até o
sétimo dia para STw do que para SPI; e partir do nono dia, a maior migragao foi observada para
SP1. O comportamento do p-cimeno também foi similar entre STw e SPI, sendo observado um
aumento a partir do segundo dia. Um aumento constante também foi notado para as amostras
PVC e PEC, provavelmente devido a volatilidade dos constituintes do 6leo essencial presentes
nas outras amostras.

Pode-se inferir que, devido a liberacdo do timol e carvacrol ser maior nos filmes STw
nos tempos inicias € nos tempos finais, a liberagdo desses constituintes ser maior nos filmes
SPl, a atividade antioxidante, como mostrado na Figura 4, esta provavelmente relacionada com
a liberacao desses constituintes, com o passar dos dias. A utilizacdo do surfactante Pluronic
F127 garantiu o maior controle na disponibilidade do dleo essencial de 7. vulgaris apos longos
periodos de armazenamento, pois reduziu a volatilidade dos constituintes que possuem
atividade antioxidante, timol e carvacrol, observados em maiores concentragdes nos tempos
finais. Provavelmente, sensorialmente as amostras embaladas com filmes SPI seriam as ideais,
pois o impacto sensorial seria menor, devido a uma liberagdo mais lenta do carvacrol e do timol,
nos primeiros dias de armazenamento.

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada para analisar as interrelagdes
entre os tipos de embalagens, a composicao volatil formada e a cor, sendo representado na
Figura 7. Os dois componentes principais (CP) explicam 71,29% da variacdo total dos dados:
o primeiro (CP1) explicou 50,01% da variancia total e o segundo componente principal (CP2)
explicou 21,28%. Trés grupos de amostras semelhantes foram claramente formados: 1) grupo
composto por amostras embaladas com filmes STw e SPI, localizado no centro dos quadrantes
direitos; 2) grupo de amostras embaladas com PEC e PVC nos tempos finais de armazenamento,
localizado no quadrante superior esquerdo e altamente relacionados com a oxidacao lipidica e
3) grupo de amostras embaladas com os 4 diferentes tratamentos, no tempo de 2 dias e
embaladas com filmes de pectina nos tempos iniciais, localizado no quadrante inferior

esquerdo.
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Figura 7 — Andlise de componentes principais (PCA) dos compostos organicos volateis dos
salaminhos fatiados embalados com os diferentes filmes armazenados durante 14

diasa 7 °C.
12
PVC-d9
Y opyedtt |
08 Nonal hyllene
Decanal %
PVCOT _ pyc.gta |
) A ReS0/S70nm | | Irl\/lethyleuge ol
04 Sabinene PEC@” Hexanal | ol > SPI9
a-Thujene ~x _ STw-d9 ’in k.
L ,Guaiacol x Linalool —% ~f Limonene
0 PEC-d14 SPLd7  SPId11 ¥*or p-Cymene
™~ 00 | . : - STw-d11/ . Myrcer]e
o % pEC-d0 STwdld e bineol 20 V-Terpinen
Y ® pECa7 1 S /N Thymol
AT x s - STw-04 fi
. PVC-d2 L P 0" /I
04 PEC-d4 STw-d7 a-Pinene = {1 % Borneol
Ethanol x  SPHI2 | Carvacrol '
: o-Terpinene — |
08 STw-d2 (E}-Aneth
.2 1
1,2 08 04 00 0.4 08 1,2

PC1 (50.01 %)

Legenda: PEC = filme de pectina puro, STw e SP1 = filmes de pectina incorporados com emulsdes
sonificadas de oleo essencial de 7. vulgaris utilizando os surfactantes Tween 80 e Pluronic F127,
respectivamente; e PVC = filme comercial.

Fonte: Do autor (2024).

As amostras embaladas com filmes de PVC a partir do quarto dia de armazenamento, e
para o filme PEC, no décimo primeiro e décimo quarto dia de armazenamento, foram altamente
associadas com os aldeidos, hexanal, octanal, nonanal ¢ decanal, e essa associagao ¢ indicativa
de maior oxidacdo lipidica (ANDRADE et al., 2024). Esses resultados refor¢am a observagao
de maior oxidagdo lipidica nos salaminhos embalados com filme PVC, do que quando com
PEC, mostrando que mesmo o filme PEC, sem 06leo essencial foi capaz de retardar um pouco a
oxidacao lipidica, diferentemente das amostras embaladas no filme comercial (PVC).

Da mesma forma, L* foi mais relacionado com as amostras nos tempos iniciais
adicionadas de emulsdes e das amostras PEC e PVC, enquanto C* foi mais associado as
amostras oxidadas ou aos compostos indicativos dessa oxidagao.

As amostras embaladas com os filmes de pectina incorporados com nanoemulsao de
Oleo essencial de 7. vulgaris, independentemente do surfactante usado (Tween 80 ou Pluronic

F127) foram capazes de reduzir a formacdo desses aldeidos e, consequentemente, retardar a
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oxidacdo lipidica. Essas amostras foram relacionadas com os terpenos presentes no 6leo

essencial de 7" vulgaris (Tabela 1) e migrados para o salaminho (Tabela 5 e Figura 6).

4 CONCLUSAO

A utilizacao de diferentes surfactantes pode influenciar na volatilidade e na liberagao
dos constituintes do 6leo essencial de 7. vulgaris. Uma maior oxidagao lipidica e a mudanca da
coloragdo foram observadas nos salaminhos fatiados embalados com o filme comercial. As
alterag¢des foram retardadas e controladas nos salaminhos que foram embalados com os filmes
de pectina incorporados com emulsdo sonificadas de oleo essencial de 7. vulgaris. Os
constituintes do 6leo essencial foram liberados de forma controlada; assim, a vida util dos
salaminhos fatiados foi ampliada com embalagens ativas, resultando em maior seguranga para

alimentos que possuem alto teor de gordura.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
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Figura S1 — DLS das emulsoes.
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Legenda: A) Emulsdo_sonificada Tw = emulsdo de 6leo essencial de T. vulgaris utilizando o surfactante
Tween 80 produzida com agitacdo mecanica ¢ sonicador de ponta ultrassonica, B) Emulsao Tw =
emulsdo de oleo essencial de T vulgaris produzida com agitagdo mecénica utilizando o surfactante
Tween 80, C) Emuls@o_sonificada Pl =emulsdo de dleo essencial de 7. vulgaris utilizando o surfactante
Pluronic F127 produzida com agitagdo mecanica e sonicador de ponta ultrassonica ¢ D)Emulsdao Pl =
emulsdo de oleo essencial de 7. vulgaris produzida com agitagdo mecénica utilizando o surfactante
Pluronic F127.

Fonte: Do autor (2024).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os oleos essenciais de Thymus vulgaris, Ocimum basilicum e Salvia officinalis sdo
promissores de serem aplicados em diversas areas, podendo utilizé-los associados a produtos
sintéticos, objetivando-se reduzir o uso destes ultimos, uma vez que os 6leos essenciais
estudados mostraram possuir atividades antioxidante, antibacteriana e inseticida.

Os filmes de pectina incorporados com emulsdes sonificadas de 6leo essencial de T.
vulgaris sdo bastante promissores para serem usados na forma de embalagem ativa para
produtos carneos e outros alimentos susceptiveis a oxidagao, uma vez que 0os compostos ativos,
presentes no oOleo essencial, sdo liberados de maneira controlada, sendo uma alternativa
promissora para minimizar os efeitos ambientais adversos.

Entretanto, para serem aplicados no dia a dia, sdo necessarios mais estudos sobre
diferentes concentragdes das nanoemulsdes nos filmes ¢ também a realizacdo das analises
microbioldgica sobre patdgenos de origem alimentar, toxicoldgica e sensorial, avaliando se o
odor e o sabor do 6leo essencial de 7. vulgaris nao sdo um fator que influencie na aceitacdo do

alimento.



