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Este estudo teve como objetivo a apliczzzgrgg filmes antifGngicos como embalagens
ativas biodegradaveis para a conservacao de bolos. Amidos de feijdo carioca nativo
ou modificado com anidrido octenil succinico (OSA) (4%, p/v) foram utilizados para
produzir filmes biodegradaveis incorporados com 6leo essencial de casca de laranja
(5 e 10%, v/p). O bleo essencial extraido da casca de laranja foi caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e teve sua
atividade antifungica avaliada in vitro. Os filmes foram elaborados pela técnica de
casting e posperiormente analisados quanto a morfologia, cor, opacidade, espessura,
propriedades mecéanicas, teor de umidade, solubilidade em agua, permeabilidade ao
vapor de agua e acao antifungica contra Penicillium crustosum e Aspergillus flavus.
Além disso, os bolos foram submetidos a testes de simulacdo de embalagem ativa e
analise da atividade antifiungica. O D-limoneno foi o composto majoritario (94,25%) no
Oleo essencial de casca de laranja. Os filmes apresentaram uma morfologia continua,
alta luminosidade (97,0%, amido nativo), baixa opacidade (8,6%, amido modificado),
teor de umidade de 24,2%, e solubilidade em agua de 38,0%, amido modificado com
adicdo de 10% de Oleo essencial e permeabilidade ao vapor de agua de 4,97
g.mm/m?.dia.KPa. Os filmes permaneceram intactos apés 24 h de imersdo em agua.
As propriedades mecanicas incluiram a resisténcia a tracao (5,44 MPa) e a elongacéao
(52,0%, amido modificado). A atividade antifingica do Oleo essencial e dos filmes
frente ao fungos P. crustosum e A. flavus foi elevada, com maior inibicdo para A.
flavus. A modificacdo do amido com OSA aprimorou as propriedades morfologicas dos
filmes, tornando-os mais homogéneos comparados ao filme de amido nativo. Os
filmes de amido de feijao nativo e modificado com 10% de 6leo essencial de casca de
laranja apresentaram maior efeito antifingico e foram utilizados para aplicacdo na
conservacgao de bolos, apresentando elevada inibicdo de fungos com potencial para a

formacdo de embalagens biodegradaveis ativas para alimentos.

Palavras-chave: Biopolimeros; Compostos volateis; Propriedades microbiolégicas.
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Abstract

The aim of this study was to apply antifungal films as active biodegradable packaging
for preserving cakes. Native carioca bean starch or starch modified with octenyl
succinic anhydride (OSA) (4%, w/v) were used to produce biodegradable films
incorporated with orange peel essential oil (5 and 10%, w/v). The essential oil extracted
from the orange peel was characterized by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS) and its antifungal activity was assessed in vitro. The films were
analyzed for morphology, color, opacity, thickness, mechanical properties, moisture
content, water solubility, water vapor permeability and antifungal action against
Penicillium crustosum and Aspergillus flavus. In addition, the cakes were subjected to
active packaging simulation tests and antifungal activity analysis. D-limonene was the
majority compound (94.25%) in the orange peel essential oil. The films had a
continuous morphology, high luminosity (97.0%), low opacity (8.6%), moisture content
of 24.2%, water solubility of 38.0% and a water vapor permeability of 4.97
g.mm/m?.day.KPa. The films remained intact after 24 h of immersion in water. The
mechanical properties included tensile strength (5.44 MPa) and elongation (52.0%).
The antifungal activity of the essential oil and the films against the fungi Penicillium
crustosum and Aspergillus flavus was high, with greater inhibition for A. flavus. The
modification of the starch with OSA improved the morphological properties of the films,
making them more homogeneous compared to the native starch film. The bean starch
films with 10% orange peel essential oil had a greater antifungal effect and were used
for cake preservation, showing high fungal inhibition with the potential to form active

biodegradable food packaging.

Keywords: Biopolymers; Volatile compounds; Microbiological properties.
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1 Introducéo

O oleo essencial da casca da laranja (Citrus sinensis L.) é rico em compostos
bioativos que, em sinergismo, atuam como agente antifiangico. O limoneno é o
principal composto que tem um efeito eficaz contra fungos como Penicillium crustosum
e Aspergillus flavus (ANDRADE et al.,, 2020; SIMONA et al.,, 2021). Os dleos
essenciais sao amplamente estudados para aplicacbes alimentares, como em
produtos de panificacdo. Kringel et al. (2021) aplicaram 06leo essencial de casca de
laranja encapsulado em B-ciclodextrina como agente antifungico em bolos. Silva et al.
(2023) aplicaram este Oleo essencial em oleogéis para a producdo de péo. No entanto,
as aplicacdes de filmes biodegradaveis contendo 6leos essenciais de casca de laranja
como embalagens ativas sdo escassas (EVANGELHO et al., 2019; FATTAHI et al.,
2023). Os filmes biodegradaveis podem ser baseados em polimeros de fontes
naturais, como polissacarideos, destacando-se o amido, que confere excelentes
propriedades de barreira e baixa solubilidade (BRUNI et al., 2020; EVANGELHO et
al., 2019).

O uso de fontes alternativas de amido esta crescendo em pesquisas, Como 0
amido de feijao carioca para producao de filmes (EVANGELHO et al., 2021; LIMA et
al., 2017; VANIER et al., 2019), apresentando excelentes propriedades de formacéo
devido ao seu alto teor de amilose. O amido é capaz de formar filmes comestiveis,
sendo promissor por suas propriedades como néo ser toxico e ser abundante, de baixo
custo, renovavel, biocompativel e biodegradavel (PACHECO et al., 2024). O amido
pode ser modificado para ampliar suas aplicacdes, sendo o amido modificado com
anidrido octenil succinico (OSA) uma alternativa eficaz para melhorar a interacdo com
Oleos essenciais. Essa modificacdo reduz a hidrofilicidade do amido devido a adicédo
de grupos hidrofébicos, favorecendo a formacéo de filmes coesos e estruturalmente
intactos (PACHECO et al., 2024; SOUZA et al., 2025). Aléem disso, é seguro para
aplicacdo em alimentos, atendendo os requisitos do Food Chemical Codex (FCC)
(SOUZA et al., 2025).

Os filmes a base de amido e incorporados com 6leos essenciais podem ser
aplicados como embalagens ativas, que interagem com o alimento, visando sua
conservacao e aumento do prazo de validade. Os filmes aqui produzidos alcangaram
a sustentabilidade ao atingir os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS da

ONU, Agenda 2030), como fome zero, salude e bem-estar e acdo climatica. Isto é



15

conseguido atraves da utilizacao de conservantes naturais e materiais biodegradaveis
na elaboracdo de filmes ativos. Uma possivel aplicagdo para estes filmes é a
conservacao de bolos, desempenhando um papel vital na reducdo do desperdicio
alimentar na industria de panificacdo e trazendo beneficios tanto para a economia
como para o ambiente.

A contaminacdo fungica € uma grande preocupacao, uma vez que fungos como
o Penicillium e o Aspergillus se encontram habitualmente nos produtos de panificacéo,
levando a sua deterioracdo e representando riscos para a saude devido a producéo
de micotoxina (INGLIS et al.,, 2024). O 6leo essencial de laranja, com as suas
propriedades antifungicas, inibe de forma eficaz o crescimento de fungos. Além disso,
0 Seu aroma carateristico costuma ser bem aceito pelos consumidores, tornando-o
um composto ideal para incorporacdo em produtos de panificacdo, como bolos
(KRINGEL et al., 2021; SILVA et al., 2023).

Neste contexto, os filmes de amido de feijao carioca apresentam propriedades
mecanicas e de barreira promissoras para elaboracdo de embalagens de alimentos,
e a incorporacdo do Oleo essencial de casca de laranja promove uma atividade
antifangica, que é eficaz na conservacao de bolos (KRINGEL et al., 2020). Portanto,
este trabalho apresenta uma inovacéo ao utilizar o amido de feijao carioca modificado,
uma fonte alternativa de amido ainda n&o explorada, para produzir filmes
biodegradaveis com a incorporacéo de Oleo essencial de casca de laranja. Além disso,
o estudo destaca a aplicacdo desses filmes como embalagens antifiUngicas e
sustentaveis para a conservacao de bolos, oferecendo uma alternativa natural e eficaz

para o aumento da vida util.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar o potencial antifungico de filmes biodegradaveis a base
de amidos de feijao nativo ou modificado com OSA, incorporados com 6leo essencial
de casca de laranja, visando sua aplicagdo como embalagem ativa para a
conservagao de bolos.

2.2 Objetivo especificos

e Formular e caracterizar filmes biodegradaveis a base de amido de feijao nativo e
modificado com OSA contendo diferentes concentracfes de 6leo essencial de casca de
laranja;

e Avaliar as propriedades fisico-quimicas, mecanicas e de barreira dos filmes;

e Avaliar a atividade antifingica dos filmes frente a fungos deteriorantes de bolos;

e Avaliar a influéncia dos filmes ativos na conservacdo e vida (til dos bolos
armazenados;

e Comparar a eficacia dos filmes ativos na preservacao dos bolos.

3 Hipotese

Filmes de amido de feijdo carioca apresentam propriedades mecanicas e de barreira
promissoras para elaboracdo de embalagens de alimentos.

A incorporacdo de 6leo essencial de casca de laranja promove atividade bioativa
frente a fungos.

A aplicacao de filmes de amido de feijdo adicionados de 6leo essencial de laranja em

bolo aumenta sua vida util.
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4 Reviséo bibliografica

4.1 Filmes biodegradaveis

Filmes biodegradaveis séo peliculas de espessura fina, preparado a partir de
materiais biol6gicos, como polissacarideos, proteinas, lipidios e derivados. Esses
filmes podem atuar como barreira a elementos externos e proteger os produtos
embalados de danos fisicos, quimicos e/ou biologicos, contribuindo assim para
aumentar sua vida util. Eles podem ser aplicados de varias formas, proporcionando
boa aparéncia, aumentando a vida util e mantendo as propriedades funcionais e
sensoriais do alimento (GOMES et al., 2016; HE et al., 2023). A producéo dos filmes
pode ser realizada por meio da técnica de Casting classica, na qual os filmes sao
obtidos pela evaporacao de solvente em estufa. Ainda, pode se utilizar a técnica de
casting continuo, técnica por compressao térmica. (LEITE, 2019).

Os filmes também podem atuar como embalagens ativas, pois além de
preservacdo do alimento, podem apresentar funcionalidade adicional como ser
carreadores de substancias antioxidantes e antimicrobianas. A embalagem ativa pode
ser definida como um tipo de embalagem que prolonga a vida util dos alimentos,
aumentando a seguranca ou mantendo as propriedades sensoriais e a qualidade do
alimento. Existem varias formas estruturais das embalagens ativas como: cartbes,
filmes, etiquetas, sachés e vedantes para tampas “liners” (BRAGA, 2017). As
propriedades mais importantes de embalagens ativas sédo a eliminacao ou reducédo de
O:2 e etileno, captacado e emissdo de COz2, regulacdo de umidade, ser veiculo de
substancias antimicrobianas, propiciar a liberacdo de antioxidantes e liberacdo ou
adsorcado de sabores e odores (HE et al.,, 2023). A incorporacdo de compostos
antifungicos em filmes biodegradaveis € um recurso distinto para aumentar a
seguranca e a vida util de alimentos prontos para o consumo (BODINI et al., 2011).

Os polimeros naturais, assim como aditivos naturais com propriedades ativas,
sdo cada vez mais utilizados como alternativas para a elaboracdo de filmes,
oferecendo uma substituicdo as embalagens sintéticas (EVANGELHO et al., 2019). A
escolha do material polimérico para a formulagéo dos filmes € de extrema importancia,
pois influencia as interacdes entre 0os componentes, impactando diretamente nas
propriedades de barreira e mecanicas dos filmes (ALMEIDA et al., 2013). Dentre os

materiais utilizados, o amido tem se destacado por ser um polimero abundante e de
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baixo custo, além de apresentar possibilidades de modificacdo quimica, fisica ou
genética, originando filmes resistentes e biodegradaveis (EVANGELHO et al., 2019).

4.2 Amido como polimero para producéo de filmes biodegradaveis

O amido é o polissacarideo de armazenamento de maior abundancia nas
plantas, além de representar a maior fonte de carboidratos presentes na dieta humana
(LIU et al., 2021). E encontrado em vegetais e contribui em diversas propriedades nos
produtos alimenticios, como agente de textura, espessante, estabilizador de coléides,
agente gelificante e de volume, adesivo e na retencdo de dgua O amido é formado
por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina, os quais
apresentam estruturas e funcionalidades diferentes. A amilose é um polimero linear
gue é composto por unidades de D-glicose ligadas por ligagdes a-1,4 e a amilopectina
€ um polimero ramificado, com unidades de D-glicose com ligagbes a-1,4 e
ramificacdes em a-1,6 (Figura 1) (WARACZEWSKI; MUSZYNSKI; SOLOWIEJ 2022).

Figura 1 - A) Estrutura da amilose (polimero linear composto por D-glicoses unidas
em a-1,4). B) Estrutura da amilopectina (polimero ramificado composto por D-glicoses

unidas em a-1,4 e a-1,6).
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Fonte: Adaptado de Lajolo & Menezes, 2006.

A aplicagcdo do amido na producdo de filmes baseia-se nas propriedades
quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formacéo de géis e na sua habilidade
para formar filmes. As moléculas de amilose em solucéo, devido a sua linearidade,
aproximam-se o suficiente para formar ligagbes de hidrogénio entre hidroxilas de
polimeros adjacentes. Como resultado, a afinidade do polimero por agua é reduzida,
melhorando a formacao de pastas opacas e filmes resistentes (FREIRE, 2019).

Quando ocorre 0 aquecimento de uma solugcéo de amido e agua em uma certa

temperatura, o granulo de amido seré submetido ao processo de formacgéo de gel,
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durante esse processo ocorre a ruptura das estruturas cristalinas do granulo de amido,
0 qual absorve 4gua e intumesce irreversivelmente, adquirindo tamanho maior que o
original. A amilose encontrada no interior dos granulos é liberada durante e apés a
gelatinizacéo, formando uma fase continua de gel ao redor destes granulos, obtendo
um aumento da viscosidade. (AZEVEDO et al., 2018). Com a perda de calor da pasta
de amido, ap0s a sua gelatinizagéo, as cadeias de amido ficam menos energéticas e
as pontes de hidrogénio ficam mais fortes, fazendo com que as moléculas de amilose
apresentem uma forte tendéncia a se associarem com ligacdes de hidrogénio a partir
de moléculas de amilose adjacentes, formando uma estrutura ordenada, processo
conhecido como retrogradacdo (WANG et al., 2015). A firmeza de géis é causada pela
retrogradacdo do amido, atribuida a formacdo de associacdo entre moléculas, que
através da sinérese, originam-se geéis mais firmes.

Na producdo de filmes biodegradaveis quando incorporados de compostos
bioativos o amido de milho modificado com OSA é reportado por Liu et al. (2024), os
quais destacam beneficios como suas caracteristicas anfifilicas e hidrofobicas que
contribuem para a liberacdo controlada de compostos bioativos, tornando esse

material promissor para aplicagdes em sistemas de entrega de substancias ativas.

4.3 Amido de feijao

O amido de feijdo carioca (Phaseolus vulgaris L.) tem despertado interesse
crescente devido as suas propriedades Unicas e potenciais aplicacfes industriais,
especialmente no desenvolvimento de embalagens biodegradaveis para alimentos,
como uma fonte abundante de amido. No Brasil, a variedade é a mais cultivada,
representando aproximadamente 70% da producéo, seguida pelo feijdo preto, com
cerca de 15% (DEMIATE et al., 2016). Com o envelhecimento, o feijdo carioca torna-
se mais resistente ao cozimento, perdendo suas caracteristicas sensoriais e reduzindo
seu valor comercial. Esse fator o transforma em uma alternativa promissora para a
extracdo de amido, especialmente em comparacao com outras fontes convencionais.
Dessa forma, a extracdo de amido surge como um aproveitamento estratégico para
esse recurso ainda pouco explorado (SANTOS et al., 2024).

O amido de feijao carioca possui caracteristicas fisico-quimicas distintas. Por

exemplo, pesquisas demonstraram que o amido de feijao carioca apresenta
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estabilidade térmica até 257 °C, o que pode ser vantajoso em processos que envolvem
altas temperaturas (FIGUEROA et al., 2015).

A crescente demanda por materiais sustentaveis tem incentivado pesquisas
sobre 0 uso do amido de feijao carioca na producédo de embalagens biodegradaveis.
Um estudo recente, desenvolveu bioplasticos a partir da combinacdo de amido de
chuchu (Sechium edule) e amido de feijao carioca (Phaseolus vulgaris), avaliando
suas propriedades fisicas e biodegradabilidade em diferentes condi¢cdes de solo
(SAAVEDRA et al., 2024). Outra pesquisa avaliou o efeito de modificacdes fisicas e
quimicas sinérgicas no amido de feijao carioca, visando aprimorar as propriedades de
filmes biodegradaveis produzidos a partir desse amido (EVANGELHO et al., 2021).

Essas iniciativas ressaltam o grande potencial do amido de feijdo carioca como
matéria-prima para o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis. O uso desse
amido, além de proporcionar uma alternativa sustentavel a producédo de embalagens,
atende as crescentes demandas por solu¢cbes ecologicamente responsaveis na
industria alimenticia, contribuindo para a reducao do impacto ambiental e promovendo

praticas mais sustentaveis no setor.

4.4 Modificacdo de amido com anidrido octenil succinico (OSA)

A modificacdo do amido com anidrido octenil succinico (OSA) é uma técnica
amplamente utilizada para aprimorar as propriedades funcionais do amido,
especialmente na industria alimenticia. Essa modificacdo quimica envolve a
esterificacdo dos grupos hidroxila do amido com o OSA, resultando em um produto
com caracteristicas anfifilicas, ou seja, que possui tanto afinidade por &gua quanto por
6leo, tornando o amido modificado com OSA um excelente agente emulsificante,
capaz de estabilizar emulsdes 6leo-em-agua de forma eficaz (ALTUNA et al. 2018;
PACHECO et al. 2024).

A modificacdo com OSA também influencia as propriedades reologicas do
amido. Ao inibir as interagdes das cadeias de amilose e reduzir a formacéo de zonas
de juncdo, o amido modificado forma géis mais fracos. Alterac6es na conformacéo
molecular e na estrutura do amido podem resultar em mudancas significativas nas
propriedades reoldgicas, afetando o manuseio, processamento e utilizacdo dos
alimentos aos quais o amido é adicionado. Além disso, a modificacdo com OSA

melhora a hidrofobicidade do amido, tornando-o um agente emulsificante eficiente
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(WON et al., 2017; OLAWOYE et al., 2023).

A segurancga do uso de amido modificado com OSA em aplica¢des alimenticias
€ respaldada por orgaos reguladores. Nos Estados Unidos, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou a adicdo de OSA para aplicacfes alimentares desde
1972, com a condicdo de que nao exceda 3% do peso seco do amido (DEWI et al.,
2022)

Segundo Souza et al. (2024, o amido modificado com OSA € um polimero
capaz de reter compostos volateis dos Oleos essencias. Este fato de deve
possivelmente ao efeito de resisténcia térmica, quando utilizado como materiais de
parede, o que diminui a taxa de transferéncia de calor e aumento a temperatura de
pirdlise. Siroha et al. (2022) relataram que apés o tratamento com OSA, o poder de
solubilidade dos amidos de milheto perolado aumentou; essa propriedade dos amidos
OSA acelera o processo de biodegradabilidade dos filmes e ajuda a manter um
ambiente mais sustentavel. A adicdo de amido modificado com OSA na elaboracdo
de filmes biodegradaveis pode ser uma estratégia eficaz para melhorar suas
propriedades fisicas e funcionais. A modificacdo com OSA confere ao amido menor
hidrofilicidade e boa estabilidade, podendo resultar em filmes com melhor resisténcia
mecanica, maior flexibilidade e menor solubilidade em &gua. Além disso, essa
modificacdo pode melhorar a compatibilidade do amido com outros polimeros e
compostos lipofilicos, como 6leos essenciais, favorecendo a formacdo de matrizes

mais homogéneas e reforcadas.

4.5 Oleos essenciais com propriedades antifingicas

Os oOleos essenciais sdo liquidos aromaticos e volateis extraidos de
componentes como raizes, flores, caules, folhas, sementes, frutos e outras partes das
plantas (SANCHEZ et al. 2010), Esses compostos sdo muito utilizados na medicina,
perfumaria e cosméticos ha séculos e adicionados aos alimentos como especiarias. A
extracdo dos 0leos essenciais pode ser realizada por meio de diferentes métodos,
como a hidrodestilacao, destilagéo a vapor, hidrodifuséo e extracdo por solvente (AZIZ
et al., 2018). A industria de alimentos utiliza os 6leos essenciais principalmente como
aromatizantes, mas os mesmos representam também uma fonte antimicrobiana e
antioxidante natural alternativa, podendo ser utilizados na conservacao dos produtos

alimenticios (HYLDGAARD et al., 2012). Por apresentarem aromas intensos, 0 uso
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direto de dleos essenciais em alimentos é limitado pois a concentracdo de compostos
ativos neles é muito alta. O aroma intenso dos 6leos essenciais, perceptivel mesmo
em concentragbes muito baixas, pode afetar as propriedades sensoriais
negativamente (LV et al.,, 2011). Com isso, eles tém sido largamente utilizados
incorporados em matrizes poliméricas, a exemplo da sua incorporacdo em filmes
biodegradaveis, visando a obtencdo de uma embalagem ativa que auxilia no aumento
da vida util e manter a qualidade sensorial, nutricional e microbiolégica dos alimento
(BAGHI et al., 2022).

Os o6leos essenciais sdo propostos como aditivos naturais promissores para
embalagens de alimentos pois representam uma alternativa natural de bom
funcionamento aos compostos antioxidantes sintéticos, como BHA (butil-hidroxianisol)
ou BHT (butil-hidroxitolueno). A atividade antimicrobiana inerente dos 6leos essenciais
€ parcialmente reduzida in vitro, uma vez que 0s compostos interagem com matrizes
alimentares e diminuem a atividade antimicrobiana (SIMONA et al., 2021). No entanto,
0 uso de Oleos essenciais em embalagens de alimentos pode ser altamente
recomendado pois tem a capacidade de funcionar como embalagem ativa; alguns
compostos podem migrar gradualmente para os alimentos e melhorar suas
propriedades. Certamente, a taxa de liberacdo é afetada pela estrutura e composicéao
do material da embalagem. Os compostos de 6leos essenciais incorporados em
embalagens comestiveis podem ser liberados lentamente no alimento (MAISANABA
et al., 2017; SANCHEZ et al., 2011).

A contaminac¢do microbiana dos alimentos representa um problema sério para
os produtores, encurta a vida util do produto e pode levar a infeccdes fatais em
humanos (KARANTH et al., 2023). Em um estudo sobre 6leos essenciais de plantas
pertencentes ao género Citrus, incluindo 6leo essencial de laranja, contra diferentes
patbgenos de origem alimentar, o Oleo essencial de laranja exibiu atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (EVANGELHO et al.,
2019). Torrez-alvarez et al. (2017) também relataram resultados que comprovaram o
potencial antibacteriano e antioxidante do 6leo essencial de laranja, destacando-o
como uma alternativa para o desenvolvimento de produtos mais seguros e aceitos
pelos consumidores que preferem ingredientes naturais. Este 6leo essencial também
tem sido estudado por suas atividades antioxidante e anti-hiperglicémica (SILVA et al.,

2023). Segundo Farouk et al., (2022), 6leo essencial da casca de Citrus sinensis L.
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exibiu atividade antifangica contra Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Fusarium
spp. e Penicillium spp., este estudo usou do 6leo de casca de Citrus sinensis L. e
nanoemulsdo como um agente antifungico, juntamente com o efeito do ultrassom de
alta intensidade nos constituintes quimicos e na atividade das nanocéapsulas de 6leo.

O oleo essencial de laranja (Citrus sinensis L.), obtido da casca de frutas
citricas tem forte atividade contra o crescimento de fungos como Penicillium.
Chrysogenum, Penicillium verrucosum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus
(ANDRADE et al.,, 2020), o que pode ser devido a alta quantidade relativa de
compostos terpénicos, incluindo D-limoneno (90%-96%), mirceno (19%) e linalol
(0,32%) (FATTAHI et al.,, 2023). Tornando-se um produto ideal para conservar

produtos de panificacéo, pois sdo suscetiveis a deterioracao fungica.

4.6 Aplicacbes de filmes biodegradaveis antifungicos em produtos de
panificacdo

Os produtos de panificacdo, como paes, bolos e biscoitos, sdo altamente
pereciveis devido ao seu teor de umidade e presenca de nutrientes favoraveis ao
crescimento microbiano, armazenados em condigcdes convencionais e sem
conservantes. Esses produtos perdem qualidade como resultado do aumento da
atividade de agua, levando a deterioracdo microbiologica e consequentes perdas
financeiras. Por esse motivo, conservantes quimicos tém sido usados para estender
a vida util desses produtos. No entanto, os danos causados pelo uso indiscriminado
de conservantes quimicos e a busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis
aumentaram a demanda por conservantes naturais (KRINGEL , 2021).

Entre os compostos naturais utilizados como conservantes em panificacao
estdo os Oleos essenciais, considerados uma 6tima opcdo para atender a uma
tendéncia global e a demanda por alimentos naturais chamados de alternativas clean-
label (DEBONNE et al., 2018). A adigéo de 0leos essencias em filmes biodegradaveis
de amido pode atuar na conservacao desses produtos, prolongando sua vida Gtil sem
a necessidade de conservantes sintéticos (VALDES 2017).

Além da atividade antimicrobiana, a adicdo de 6leos essencias pode aprimorar
as propriedades fisico-quimicas dos filmes biodegradaveis. Segundo estudos, a

incorporacdo de Oleo essencial de orégano em filmes de amido reduziu sua
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permeabilidade ao vapor de agua, além de aumentar a flexibilidade e resisténcia
mecanica dos filmes, tornando-os mais adequados para aplicacdo na protecao de
paes e outros produtos assados (FAKHOURI et al., 2018).

A aplicacédo pratica desses filmes pode ser realizada de diferentes formas,
como revestimento direto sobre os produtos ou como embalagens secundérias que
liberam gradualmente os compostos ativos no ambiente de armazenamento (HAMED
et al., 2022). Ensaios com paes embalados com filmes biodegradaveis contendo 6leos
essenciais indicaram reducao significativa do crescimento fungico e manutencdo da
qualidade sensorial por um periodo prolongado em comparacdo com péaes
armazenados em embalagens convencionais (KHOSRAVI-DARANI & BUCCI, 2015).

Sapper et al. (2018) elaboraram filmes baseados em misturas de amido e
gelatina em propor¢cdes de 9:1 e 8:2 contendo 6leo essencial de tomilho (Thymus
zygis) emulsionado ou encapsulado em lecitina (0,25 ou 0,5 g/g de polimero). Os
filmes com 6leo essencial encapsulado em lecitina foram mais eficazes no controle do
crescimento fangico contra Botrytis fuckeliana que Alternaria alternata. No estudo de
Noshirvani et al. (2017), o efeito dos 6leos de canela e gengibre foi investigado em
algumas propriedades bioldgicas, fisicas e fisico-quimicas de filmes de quitosana-
carboximetilcelulose emulsionados com acido oleico. Observou-se que os efeitos
antifngicos aumentaram com o aumento da concentracéo dos 6leos essenciais. Na
comparacao entre os 0leos essenciais de canela e gengibre, verificou-se que o 6leo
de canela foi mais eficaz na inibicdo do crescimento de Aspergillus niger. A atividade
antifangica dos filmes contra A. niger foi avaliada por meio do método de difusdo em
disco.

Apesar dos avancos promissores, desafios ainda precisam ser superados para
viabilizar a aplicacdo comercial dos filmes biodegradaveis de amido com 6leos
essencais. Questdes como a compatibilidade entre os componentes da matriz
polimérica, a liberacdo controlada dos compostos volateis e a aceitacdo sensorial
pelos consumidores sado aspectos que exigem mais pesquisas (REDONDO et al.,
2024). No entanto, as evidéncias cientificas apontam que essa tecnologia pode
representar uma alternativa viavel e sustentavel para a conservacéo de produtos de
panificacdo, alinhando-se as demandas do mercado por solugdes ecologicas e

seguras.
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5 Material e métodos
5.1 Material

O amido de feijao carioca (Phaseolus vulgaris) foi extraido (nativo) e modificado
com anidrido octenil succinico (OSA) em um estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa, apresentando teores de amilose de 41,2% e 26,2%, respetivamente
(PACHECO et al., 2024). A extracao do amido do feijao carioca foi realizada de acordo
com Rupollo et al. (2011), adaptado por Pacheco et al. 2024. A modificacdo do amido
de feijdo carioca com OSA foi realizada de acordo com Bai e Shi (2011), com
adaptacdes de Pacheco et al. (2024). O 6leo essencial da casa da laranja (Citrus
Sinensis L.) foi adquirido da Ecocitrus.

Glicerol (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil) foi usado como plastificante para
produzir os filmes. O agar dextrose de batata (PDA, CAT: K25-1022) foi adquirido da
KASVI. Os fungos Penicillium crustosum QCP1 (numero de acesso ao GenBank:
MT582770) e Aspergillus flavus QCA2 (nimero de acesso ao GenBank: MZ317324)
foram isolados de queijo e previamente caracterizados (dados ndo mostrados). Os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

5.2 Delineamento experimental
Na Tabela 1, estd apresentado o delineamento experimental utilizado para
elaboracdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis de amido de feijdo com 6leo

essencial de casca de laranja, com potencial antifingico para conservacgao de bolos.
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Tabela 1. Delineamento experimental para producdo de embalagens ativas de

alimentos para conservacdo de bolos, com potencial antifingico de filmes

biodegradaveis de amido de feijdo com 6leo essencial de casca de laranja.

Variaveis independentes

Filmes de Oleo
Tratamentos amido de feijdo  essencial Variaveis dependentes
da casca
da laranja
(OECL)

1 Controle Caracterizacéo do 6leo essencial de
2 Nativo 5% casca de laranja
3 Modificado 10% Compostos volateis: Cromatografia
4 (OSA)* gasosa-espectrometria de massas (CG-
5 EM)
6 Atividade antifiingica in vitro

Caracterizacédo dos filmes
Microscopia eletrbnica de varredura
Cor e opacidade
Espessura e propriedades mecanicas
Umidade
Solubilidade em agua
Permeabilidade ao vapor de agua

Atividade antifungica in vitro e in situ

Caracterizagdo dos bolos
Simulagéo de embalagens ativas

Analise antifungica

*OSA: Anidrido octenil succinico

OECL: Oleo essencial da casa da laranja

5.3 Caracterizacédo do 6leo essencial da casca de laranja

5.3.1 Compostos volateis: Cromatografia gasosa-espectrometria de massas

(CG-EM)

Os compostos volateis do 6leo essencial de casca de laranja foram avaliados

por microextraccdo em fase soélida (SPME) combinada com cromatografia gasosa-
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espetrometria de massa (GC-MS) (SILVA et al., 2018). A andlise foi realizada usando
um sistema Shimadzu® GC-MS QP2010 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo). O
processo de SPME comecou com a preparacdo da amostra: 2,0 mg de 6leo essencial
foram dissolvidos em 10 mL de agua ultrapura num frasco selado e vortexado. Uma
aliquota de 10 pL desta solucéo foi subsequentemente adicionada a 5 mL de agua
ultrapura contendo 1 g de cloreto de sodio (NaCl). A mistura foi selada hermeticamente
e homogeneizada com agitacdo magnética durante 15 minutos a 37 + 1 °C. Uma fibra
de divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiioxano (DVB/CAR/PDMS), 50/30 pum
(Supelco 57328-U®, Darmstadt, Alemanha), foi entdo exposta ao espaco livre da
amostra durante 15 minutos nas mesmas condi¢ges. ApéOs a extracdo, a fibra foi
removida e inserida diretamente no injetor GC para dessorcdo térmica a 260 °C
durante 15 minutos.

A separacao cromatogréfica foi efetuada utilizando uma coluna Rxi-1MS (30 m
x 0,32 mm x 0,25 um) com o seguinte programa de temperatura: a temperatura inicial
foi mantida a 40 °C durante 5 min, aumentada a 3 °C/min para 50 °C (mantida durante
0,5 min), seguida de um aumento a 5 °C/min para 120 °C (mantida durante 0,5 min).
A temperatura foi entdo aumentada a 7 °C/min para 175 °C (mantida durante 0,31
min) e finalmente aumentada a 10 °C/min para 230 °C, que foi mantida durante 8 min.
O espectrometro de massa funcionou em modo de ionizag¢do de electrons (IE) a 70
eV, com uma gama de massas de 50-600 m/z. As temperaturas da fonte de ions e da
interface foram fixadas em 200 °C e 290 °C, respetivamente. O gas de arraste utilizado

foi o0 hélio (pureza 99,999%), com um fluxo de 1 mL/min.

5.4 Elaboracédo dos filmes

Os filmes foram produzidos utilizando a técnica de casting, de acordo com
Evangelho et al. (2019), com adaptacfes. A solucao filmogénica foi preparada com
4% (p/v) de amidos de feijédo carioca nativo ou modificado por OSA em agua destilada,
utilizando 30% de glicerol (p/p, em relacdo a massa do amido) como plastificante. As
solugdes foram aquecidas numa placa de aquecimento (FISATOM, 752A, Brasil) com
agitacdo magnética a 90 °C durante 30 minutos. Apos resfriamento a 40 °C, o oOleo
essencial de casca de laranja foi adicionado nas concentragdes de 5% e 10% (v/p, em
relacdo a massa seca de amido) e homogeneizado em Ultraturrax (IKA®, T18B,

Werke, Alemanha) a 7000 rpm por 3 min. Foi produzido um filme controle sem o 6leo
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essencial de casca de laranja (0%). As solugdes filmogénicas (50 g) foram vertidas
em placas de Petri de acrilico (15 cm de diametro). Em seguida, foram secas em
estufa (Ethik Technology, Brasil) com circulacédo de ar a 30 °C durante cerca de 16 h.
ApoOs a secagem, as peliculas foram armazenadas a 21 °C e 32% de umidade relativa

até a realizacdo das andlises.

Figura 2. Elaboracao de solucéo fimogénica pela técnica de casting
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Fonte: Autor, 2025.

5.5 Caracterizacédo dos filmes de amido
5.5.1Morfologia

A morfologia dos filmes foi obtida por microscopia eletrénica de varredura
(SEM, JEOL, JSM-6610LV, NJ, EUA). Para analise da seccdo transversal, as
peliculas foram fraturadas com nitrogenio liquido e depois colocadas num stub; para
analise de superficie, os filmes foram cortadas e colocadas nos stubs. As amostras
foram revestidas com ouro utilizando um pulverizador catodico (Desk V, JEOL, EUA).
As imagens da secdo transversal e de superficie foram visualizadas utilizando uma
tensdo de aceleracdo de 10 kV, com aproximacéo de 500x para superifice e 300x
transversal. As imagens foram registradas e armazenadas como micrografias (BRUNI
et al., 2020).

5.5.2Cor e opacidade
A cor e a opacidade dos filmes foram determinadas conforme descrito por
Evangelho et al. (2019) utilizando um colorimetro (3nh, NR 200, China). A cor e a
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opacidade foram avaliadas pela média de cinco valores obtidos no centro do filme,
sendo realizado em triplicata para cada amostra. Os filmes foram colocadas em uma
placa branca definida como padrao e iluminante D65 (luz do dia) para determinar os
parametros de cor. O parametro L* indica a luminosidade, que varia de O (preto) a 100
(branco); os parametros a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade, em que a*
varia de verde (-) a vermelho (+) e b* varia de azul (-) a amarelo (+). A diferenca total
de cor (AE*) foi calculada utilizando a Equagao 1, em que: AL* = Lbranco padrao - Lamostra;

Aa* = awbranco padrdo - asamostra; Ab* = ppranco padréo - bamostra.

AE' = \/ (AL') +(Aa')+ (Ab') (Eq.1)
A opacidade foi calculada como a relacéo entre a opacidade do filme (parametro
“y”) sobreposta ao padrao preto (Sblack) e ao padrao branco (Swhite), de acordo com
a Equacao 2.
Opacidade =Si’vl—:;’: x 100 (Eq. 2)
5.5.3Teor de umidade e solubilidade em agua

O teor de umidade foi avaliado de acordo com o método da AACC (AACC,
1995) em estufa a 105 °C até atingir massa constante. Os resultados foram expressos
em g/100 g.

A solubilidade em agua foi calculada como a porcentagem de matéria seca do
filamento solubilizado apds imersédo por 24 h em agua a 25 °C. As medi¢des foram
realizadas em triplicata e calculadas pela Equacéo 3, em que “SW” é a porcentagem
de matéria seca do filme solubilizado apés imersao (%), “Mi” é a matéria seca inicial

(9) e “M¢” é a matéria seca final (g) (BRUNI et al., 2020).

SW = (%) x100 (Eq. 3)

5.5.4 Espessurace propriedades mecanicas

A espessura dos filmes foi medida com um micrometro digital (modelo Insize,
China) em cinco pontos de amostragem diferentes em triplicata de cada filme. Os
resultados foram expressos em mm (BRUNI et al., 2020).

As propriedades mecéanicas foram determinadas pela resisténcia a tracdo e
pela percentagem de elongacéao utilizando um texturémetro (TA.XTplus, Stable Micro
Systems, UK), de acordo com o método ASTM D-882-91 (1995). A separacao inicial
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das garras foi fixada em 50 mm e a velocidade da sonda (pinga pneumatica) em 1
mm/s. Os filmes foram cortados (85 mm x 25 mm) e fixados na sonda do texturémetro.
As medicdes foram efetuadas em quadruplicata. A resisténcia a tracao foi calculada
pela Equacdo 4, em que “RT” € a resisténcia a tracdo (MPa), “Fm” é a forca maxima
no momento da rutura da filme (N) e “A” é a area da seccgdo transversal (m?) e a
elongacao pela Equacao 5, em que “E” é a elongacéo (%); “di” é a distancia inicial de

separacédo (cm) e “d/” é a distancia no momento da rutura (cm).
Fm
RT=("2) (Eq. 4)

E= (‘;—) x100 (Eq.5)

5.5.5 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi medida utilizando o método
padrdao E96-95-ASTM (ASTM, 1995). Os filmes foram colocados em células de
permeacdo contendo cloreto de célcio anidro (CaCl2) (0% UR) e acondicionadas num
dessecador contendo 30% (p/p) de solucao de &cido sulfarico (H2S0a4) (75% UR). A
permeabilidade ao vapor d'agua foi analisada em triplicata e calculada pela Equacéo
6, em que “PVA” é a permeabilidade ao vapor d'agua (g.mm/mZ2.dia.KPa), “map” a
massa de umidade absorvida (g), “t” o tempo do periodo de incubacéo (s), “e” a
espessura do filme (m), “A” a area de superficie exposta do filme (m?) e “AP” a

diferenca de presséao parcial através do filme (3,166 kPa).

PVAz(% ° ) (Eq. 6)

t AAP
5.5.6 Atividade antifungica in vitro do 6leo essencial de casca da laranja

5.5.6.1 Preparacédo do inéculo

A preparacao do inoculo fungico foi realizada de acordo com as metodologias
descritas por Gurgel et al. 2005. Culturas dos fungos Penicillium crustosum e
Aspergillus flavus previamente armazenadas em agar batata-dextrose (BDA) sob
refrigeracao (a 5 °C) foram transferidas para uma placa contendo o mesmo meio de

cultura e incubadas a 25 °C por 5 dias em camara de germinacéo (SolidSteel, SSGFa,
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Brasil). Ap6s o periodo de incubacao, 2 mL de solucéo salina estéril (0,85% NacCl,
Synth, Brasil) foram adicionados a superficie das culturas. A suspenséao resultante foi
cuidadosamente removida, evitando-se a coleta de fragmentos do meio de cultura,
transferida para tubos estéreis para ser diluida em solucdo salina estéril (NaCl a
0,85%, Synth, Brasil) e padronizada de acordo com a escala de McFarland para uma
concentracéo de 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL). Para o teste de microatmosfera, diluicbes
seriadas foram feitas para obter um indculo padronizado entre aproximadamente 105
e 106 UFC/mL. Finalmente, 0,1 mL da solucdo fangica padronizada foi inoculada
homogeneamente na superficie de placas de Petri contendo BDA (diametro de 90

mm).

5.5.6.2 Teste de difusdo em agar

A analise de difusdo em agar foi realizada seguindo a metodologia do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) com adaptacdes. O teste foi iniciado
com a colocacdo de trés discos de papel de filtro estéreis (4 mm de diametro) em cada
placa, posicionados equidistantes sobre a superficie do 4gar dextrose de batata em
placas de Petri previamente semeadas com indculo de fungos, conforme descrito
anteriormente. Um dos discos foi impregnado com &agua destilada estéril (controle
negativo), enquanto os outros dois foram tratados com 6leo essencial de casca de
laranja nos volumes de 2,5, 5, 10 e 20 uL. As placas foram seladas com parafilme e
incubadas a 25 -C em camara de germinagéao (Sol idSteel, SSGFa, Brasil). Apos 3, 5
e 8 dias de incubacdao, as placas foram examinadas quanto ao aparecimento de halos
de inibicdo ao redor dos discos de papel, medidos em mm com paquimetro universal

(FORTG, FG8330, Brasil). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

5.5.6.3 Teste de microatmosfera

A andlise de microatmosfera foi realizada seguindo a proposta de Ghabraie et
al. (2016), com algumas modificagées. Um teste de microatmosfera foi utilizado para
determinar a agédo volatili do 6leo essencial de casca de laranja aplicado nas
concentragbes de 2,5, 5, 10 e 20 pL em papel de filtro estéril (40 x 40 mm) fixado a
tampa de placas de Petri. Essas mesmas placas continham agar dextrose de batata

semeado com fungos, conforme descrito anteriormente. Uma solugdo composta de



33

agua destilada estéril e Tween 80 (1%, v/v, 9005-65-6, Labsynth) foi preparada e
utilizada para a diluicdo do 6leo essencial. A mistura foi ajustada para um volume final
uniforme de 200 pL, garantindo a distribuigdo homogénea do 6leo essencial no papel
de filtro em todas as concentracdes testadas. Solucéo salina estéril (0,85% de NacCl,
Synth, Brasil) foi utilizada como controle positivo de crescimento. As placas foram
seladas com parafilme e incubadas invertidas (tampas voltadas para baixo) a 25 °C
por 3 dias em camara de germinacdo (SolidSteel, SSGFa, Brasil). Todos os
tratamentos foram realizados em triplicata. Apos o periodo de incubacao, as unidades
formadoras de colonias (UFC) foram contadas. Os resultados foram expressos como
reducdo percentual no crescimento fingico e calculados de acordo com a Equacéo 7,
onde Cc é o crescimento do controle (sem 6leo essencial de casca de laranja) e Ct é

o crescimento do tratamento com 6leo essencial de casca de laranja.

Inhibition (%) = Cc - Ct x 100 (Eq. 7)
Cc

5.5.7 Atividade antifuangica in vitro dos filmes

5.5.7.1 Teste de difusdo em agar

A analise de difusdo em agar foi efetuada de acordo com a metodologia do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) utilizando os fungos
Penicillium crustosum e Aspergillus flavus, com adaptacées. Os filmes foram cortados
em discos de 4 mm de diametro e colocados equidistantemente na superficie do meio
de cultura em placas. Em cada placa, um dos discos foi preparado sem 6leo essencial
de casca de laranja, atuando como um controle negativo, enquanto os outros dois
continham oleo essencial de casca de laranja em concentracdes de 5% ou 10%. As
placas foram hermeticamente fechadas para evitar a dispersdo de volateis e
incubadas a 25 °C numa camara de germinagéo (SolidSteel, SSGFa, Brasil). As zonas
de inibic&o do crescimento dos fungos foram avaliadas nos dias 3, 5 e 8 de incubacéo.
As zonas de inibicdo foram medidas com auxilio de um paquimetro digital (FORTG,

FGB8330, Brasil) e seu resultado expresso em mm.
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5.5.7.2 Teste de microatmosfera

A analise da microatmosfera foi realizada seguindo a proposta de Ghabraie et
al. (2016), com algumas modificagbes. Os filmes com 6leo essencial de casca de
laranja nas concentracdes de 0, 5 e 10% foram cortados (40 x 40 mm) e avaliados
pela acdo dos volateis. Os filmes foram fixados na parte superior das placas. As placas
contendo apenas o crescimento dos fungos foram utilizadas como controle. As placas
foram seladas com parafilme e incubadas invertidas (tampas voltadas para baixo) a
25 °C por 3 dias em uma camara de germinacao (SolidSteel, SSGFa, Brasil). Todos
os tratamentos foram realizados em triplicata. Apés o periodo de incubacao, as
unidades formadoras de colbnias (UFC) foram contadas. Os resultados foram
expressos em percentagem de reducdo do crescimento fungico e calculados de

acordo com a Equacéao 7.

5.5.8 Preparacéo dos bolos

Os bolos foram preparados em laboratorio, de acordo com metodologia
proposta por (HASHEMINYA & DEHGHANNYA, 2024). A formulacédo utilizada
consistiu em 495 g de farinha de trigo, 240 g de acucar, trés ovos (152 g), 82 g de
gordura vegetal, 247 g de leite (liquido) e 11 g de fermento em pd. Os ingredientes
foram adicionados ao poucos e apés homogeneizados em batedeira (Britania, 340W)
por um periodo de 5 a 10 minutos. Em seguida, a massa foi transferida para uma
forma retangular e submetida a coccdo em forno pré-aquecido a 180 °C por 40
minutos. Ap6s o processo de coccdo, os bolos foram resfriados a temperatura
ambiente e posteriormente fracionados em porgdes de 25 g.

5.5.9 Simulacao de embalagens biodegradaveis ativas e atividade antifungica in

situ dos filmes

Os filmes biodegradaveis ativos com 10% de 6leo essencial de casca de laranja
foram selecionadas para analise in situ, enquanto os sem 6leo essencial de casca de
laranja (0%) serviram de controle. A escolha deste filme foi em virtude dos resultados
obtidos na andlise in vitro pelos testes de difusdo em agar e de microatmosfera. O
objetivo foi utilizadar o filme como uma embalagem bioativa, e pela volatilizacdo dos
compostos contribuir para a conservagdo do bolo. O sistema experimental foi

desenvolvido com base no método descrito por Hasheminya e Dehghannya (2024),
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com algumas modificagbes. Fatias do bolo preparado foram colocadas em placas de
petri estéreis (XX mm) e cobertas com filmes de amido nativo ou modificado com OSA
contendo 0% e 10% de Oleo essencial de casca de laranja (Figura 3). As embalagens
foram hermeticamente fechadas com parafime e armazenadas em condi¢cdes
controladas a 22 °C e aproximadamente 40% de umidade relativa. Nos dias de
armazenamento 0O, 3, 6 e 9, as amostras de bolo foram analisadas.

Figura 3. Simulacdo de embalagem ativa em alimento: filmes de amido de feijdo com

Oleo essencial de casca de laranja para avaliar a atividade antifungica in situ em bolos.

(a) filme de amido nativo controle (0% de 6leo essencial de casca de laranja), (b) filme de
amido modificado com OSA controle (0% de 6leo essencial de casca de laranja), (c) filme de
amido nativo com 10% de 6leo essencial de casca de laranja e (d) filme de amido modificado
com OSA com 10% de 6leo essencial de casca de laranja.

A atividade antifungica de filmes de amido de feijdo com 6leo essencial de
casca de laranja utilizados como embalagem de bolo foi avaliada de acordo com Ribes
et al. (2018), com algumas adaptacOes. Para isso foi realizada a quantificacdo de
fungos em fatias de bolo (25 g), que foram colocadas em frasco com 225 mL de
solucdo salina estéril (0,85% NaCl, Synth, Brasil) e homogeneizadas por 1 min.

Diluicbes seriadas (101, 102, 102 e 10%) foram entdo preparadas. De cada diluicéo,
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0,1 mL foi inoculado na superficie de placas de agar batata dextrose (PDA), espalhado
uniformemente e incubado a 25 °C em uma camara de germinacéo (SolidSteel,
SSGFa, Brasil). A contagem de fungos (Log UFC/g) foi realizada apés 3 dias de

incubacéo. A analise foi realizada em triplicata.

5.6 Andlise estatistica
As analises foram realizadas em triplicata e submetidas a analise de variancia,

e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.

6. Resultados e discusséo
6.1 Compostos volateis do 6leo essencial da casca de laranja

A microextraccdo em fase soélida (SPME) utilizando a fibra DVB/CAR/PDMS
extraiu eficazmente 14 compostos volateis do 6leo essencial de casca de laranja,
podemos observar os picos que correspondem aos compostos identificados por CG-
EM na Figura S1 no apéndice A. O principal componente volatil encontrado no 6leo
essencial de casca de laranja foi o D-limoneno (94,25%), um composto amplamente
documentado neste 6leo essencial (RAZOLA-DIAZ et al., 2021). Adicionalmente, este
oleo essencial contém B-mirceno (3,06%), um hidrocarboneto monoterpeno presente
em menores quantidades, e outras substéncias com quantidades inferiores a 1%
(Tabela 2).

Os oOleos essenciais, tal como outros compostos derivados do metabolismo
especializado das plantas, sao sintetizados em quantidades e composi¢des quimicas
que variam de acordo com fatores genéticos, morfogénicos e ambientais. O acumulo
destes compostos é frequentemente uma estratégia adaptativa utilizada pelas plantas
para responder a alteracdes nas condicbes ambientais. Consequentemente, sao
observadas variacées na composicdo quimica do 6leo essencial de casca de laranja
em funcado do local de cultivo (KHALID, 2021), da época de colheita (ABD ELGHANI
et al., 2023), da cultivar e do estadio de maturacéo do fruto (FERRER et al., 2022). Os
compostos identificados no presente estudo foram relatados na maioria dos estudos
anteriores encontrados na literatura (RAZOLA-DIAZ et al., 2021). Em geral, para além
do componente principal D-limoneno, estdo também presentes outros compostos
como 0s pinenos, o mirceno e o felandreno (ANDRADE et al., 2020; FERRER et al.,
2022; RAZOLA-DIAZ et al., 2021). Além disso, ndo foram identificados monoterpenos
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oxigenados, o que reflete a qualidade dos Oleos essenciais (FARAHMANDFAR et al.,
2020).

A concentracdo de componentes quimicos nos Oleos essenciais pode ter um
impacto significativo na sua atividade biologica. O D-limoneno foi descrito como um
agente antifingico de largo espectro. Pode ter como alvo estruturas-chave nas
membranas celulares dos fungos, como o ergosterol e o 3-1,3-glucano (LIN et al.,
2024). Além disso, foi demonstrado que o D-limoneno modula a expressao genética
em fungos, afetando genes que codificam enzimas-chave envolvidas na producédo de
ATP mitocondrial e na regulacdo de espécies reativas de oxigénio. Além disso,

perturba a biossintese da parede e da membrana celular dos fungos (Lin et al., 2024).

Tabela 2. Compostos volateis do 6leo essencial de casca de laranja.

N° TR* Nome do composto Classe Formula %

1 8,304 a-tujeno Monoterpeno C10H180 0,12
2 8,394 (-)-a-pineno Monoterpeno CioH16 0,04
3 8,505 (+)-a-pineno Monoterpeno CioH1s 0,15
4 10,143 B-felandreno Monoterpeno Ci1oH1e 0,20
5 11,272 B-mirceno Monoterpeno Ci1oH1e 3,06
6 11,577 a-felandreno Monoterpeno CioH1s 0,19
7 11,898 0-3-carene Monoterpeno CioH1s 0,22
8 12,134 a-terpineno Monoterpeno CioH1s 0,24
9 12,279 o-cimene Monoterpeno Ci1oH14 0.29
10 12,789 d-limoneno Monoterpeno Ci1oH14 94,25
11 13,759 y-terpineno Monoterpeno CioH16 0,35
12 14,826 (+)-4-carene Monoterpeno CioH16 0,42
13 23,676 a-copaene Sesquiterpeno CisH24 0,22
14 24,689 limoneno-6-ol, pivalato Alcool CisH22402 0,25

*TR: Tempo de retencgéo.

6.2 Morfologia

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para investigar a
morfologia com micrografias que ilustram as propriedades da superficie e da seccao
transversal dos filmes a base de amido nativo (Figura 4) e de amido modificado com
OSA (Figura 5). Nos filmes de amido nativo e modificado sem 6leo essencial de casca

de laranja (Figuras 4a e 5a, respetivamente), observou-se uma superficie continua
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com ligeiras ondulagdes. A secao transversal do filme de amido nativo, na auséncia
de 6leo essencial, mostrou uma estrutura com fissuras (Figura 4b).

A adicdo de 5% de oOleo essencial ao filme de amido nativo (Figura 4c)
aumentou a homogeneidade da secéo transversal; porém, na maior concentracao de
0leo essencial (10%), houve uma reducdo da homogeneidade. Esse comportamento
também foi relatado por Evangelho et al. (2019), que desenvolveram filmes de amido
de milho com 6leo essencial de casca de laranja e relataram uma reducdo na
homogeneidade dos filmes contendo Oleo essencial de laranja. Segundo esses
autores, a heterogeneidade do filme, como a presenca de caminhos preferenciais
(poros), pode potencializar suas propriedades antibacterianas ao promover a difusao
do Gleo essencial da matriz polimérica para a superficie.

Os filmes a base de amido modificado com OSA apresentaram uma estrutura
mais uniforme (Figura 5b) em comparagdo com os de amido nativo. A natureza
anfifilica do amido modificado com OSA aprimorou as propriedades morfologicas das
filmes de amido OSA com odleo essencial, aumentando a estabilidade e a
homogeneidade da solucdo fimogénica. Este comportamento pode ser atribuido as
interagces hidrofobicas entre o Oleo essencial de casca de laranja e o amido
modificado com OSA. As morfologias obtidas neste estudo ndo mostraram a presenca
de goticulas de 6leo essencial, em contraste com os achados de Andrade et al. (2020),
gue elaboraram filmes de poli (butileno adipato-co-tereftalato) com 6leo essencial de
casca de laranja. Eles relataram que a presenca de goticulas de 6leo essencial
poderia ser atribuida a dificuldade que o 6leo essencial causou para as cadeias de

polimero se agregarem, resultando em uma estrutura mais aberta.
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Figura 4. Morfologia da superficie e secdo transversal dos filmes produzidos com
amido de feijdo nativo contendo 0% (a,b), 5% (c,d) e 10% (e,f) de 6leo essencial de
casca de laranja.
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Figura 5. Morfologia da superficie e secdo transversal dos filmes produzidos com
amido de feijao modificado com OSA, contendo 0% (a,b), 5% (c,d) e 10% (e,f) de 6leo
essencial de casca de laranja.
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6.3 Cor e Opacidade

Os parametros de cor (L*, a*, b*, AE*) e opacidade dos filmes de amido de
feijdo com o6leo essencial de casca de laranja estdo descritos na Tabela 3. A
luminosidade (L*) dos filmes variou de 96,22 a 97,00, demonstrando sua alta
reflectancia, j& que os valores foram proximos de 100. As coordenadas de
cromaticidade (a* e b*) indicaram uma tendéncia para o verde e o amarelo. A adi¢ao
de 6leo essencial de casca de laranja aos filmes resultou em valores significamentes
mais altos de b*, indicando uma cor mais amarela, o que ja era esperado devido a
tonalidade do 6leo essencial de casca de laranja.

Evangelho et al. (2019), ao incorporarem 6leo essencial de casca de laranja em
filmes de amido de milho, obtiveram um comportamento um pouco diferente, pois o
filme controle apresentou valores de b* que nao diferiram daqueles com o 0leo
essencial. Sugere-se que esse comportamento pode estar relacionado as diferentes
concentracdes de Oleo essencial de casca de laranja nos filmes, a variedade da laranja
utilizada na extracéo do 6leo essencial e/ou ao método de extracdo do 6leo essencial
de casca de laranja. O valor da diferenca cromatica total (AE*) variou entre 1,88 e
7,64, sendo que os filmes com maior concentracdo de 6leo essencial de casca de
laranja (10% p/v) apresentaram signifimente a maior diferenga. Em contrapartida, os
filmes sem adicdo de 6leo essencial de casca de laranja apresentaram as menores
diferencas. Essa modificacdo pode ser considerada positiva em aplicacées onde uma
mudanca visual seja desejavel, como em sistemas de embalagem ativa com apelo
visual funcional ou como possivel indicativo de presenca de compostos bioativos. Por
outro lado, os menores valores de AE* observados nos filmes sem adigao de éleo
essencial sugerem estabilidade visual, 0 que pode ser vantajoso em aplicacdes que
demandam maior transparéncia ou aparéncia neutra. Assim, a escolha da
concentracdo do 6leo deve considerar o equilibrio entre funcionalidade e impacto
visual, de acordo com o uso pretendido do material.

Relativamente a opacidade dos filmes, ndo se verificou uma tendéncia de
aumento ou diminuicdo com a incorporagao do 6leo essencial de casca de laranja. A
opacidade é uma propriedade importante, pois define a quantidade de luz que é capaz
de atravessar o material, como € o caso dos filmes de embalagem. A capacidade de
discernir os produtos embalados depende precisamente da opacidade (TRIPATHI et
al., 2022). Assim, o resultado observado neste trabalho, de que a incorporacdo do
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Oleo essencial de casca de laranja ndo aumentou a opacidade dos filmes € promissor

para a utilizacao destes materiais como embalagem de alimentos.



Tabela 3 - Parametros de cor (L*, a*, b* e AE*) e opacidade de filmes de amido de feijao com 6leo essencial de casca de laranja.

Filme de amido de feijao ** L* a* b* AE’ Opacidade (%)
Nativo 0% 97,00 + 0,352 -0,29 + 0,322 1,01 + 0,144 1,88 + 0,464 8,55 + 0,39%
Nativo 5% OECL 96,59 + 0,322 -1,39 + 0,18"¢ 3,35+ 0,36 3,92 +0,33¢ 8,23 £ 0,21¢
Nativo 10% OECL 96,22 + 0,25 -2,32 0,18 7,31+0,772 7,64 £ 0,802 8,05 + 0,22¢
OSA-modificado 0% 96,97 £ 0,272 -0,25 + 0,182 0,95 + 0,081 1,88 + 0,324 8,64 + 0,162
OSA-modificado 5% OECL 96,72 + 0,262 -1,37 £ 0,22° 3,11+0,41° 3,67 £0,48° 8,33 £ 0,12
OSA-modificado 10% OECL 96,25 + 1,19 -1,71 £ 0,47°¢ 4,07 +£1,21° 4,86 + 1,40° 8,63 + 0,212

Os resultados séo expressos como a média (n = 3) + desvio padrao.
abcdValores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p > 0,05).

** Filmes de amido de feijao nativo ou modificado por OSA com 0%, 5% ou 10% (v/p) de 6leo essencial de casca de laranja (OECL).
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6.4 Teor de umidade, solubilidade em agua, espessura, propriedades mecanicas
e permeabilidade ao vapor de agua

Os resultados do teor de umidade, solubilidade, espessura, propriedades
mecanicas e permeabilidade ao vapor de agua sao apresentados na Tabela 4. O teor
de umidade variou de 15,3% a 24,2%. Esses valores ja eram esperados e sao
semelhantes aos relatados na literatura (EVANGELHO et al., 2019). A solubilidade
dos filmes variou de 19,6% a 38,0%. A adicdo de Oleo essencial de casca de laranja
nao afetou significativamente o teor de umidade e a solubilidade, exceto na
comparacao entre o filme de amido nativo com 5% e o filme de amido modificado com
OSA com 10% de 6leo essencial de casca de laranja. Sharma et al. (2021) produziram
e avaliaram filmes de amido nativo de feijdo-middo (Phaseolus vulgaris) com
concentracbes variaveis de nanoparticulas de amido de feijdo, formando um
biocompdsito. Esses autores encontraram um valor de solubilidade de 10,5% para os
filmes de amido sem a adi¢éo de nanoparticulas de amido, valor inferior ao observado
no presente estudo. Essa diferenca pode ser atribuida a utilizacdo de uma variedade
diferente de feijdo, a concentracdo de polimero, quantidade de plastificante, tempo de
secagem, composto adicionado.

A solubilidade em agua de um filme biodegradavel € uma carateristica
essencial, pois determina sua viabilidade para diversas aplicacdes, permitindo a
selecédo das melhores formulagdes para o acondicionamento de alimentos. Em geral,
para preservar a integridade do alimento embalado, o filme deve ter baixa solubilidade
(LU et al.,, 2022). Véarios parametros podem influenciar significativamente nas
propriedades fisico-quimicas dos filmes, como as modificacées no amido (tipo e grau
de modificacao) e a adi¢éo e concentracdo de compostos, como de Gleos essenciais.
A modificagdo quimica do amido visa adicionar ou substituir grupos funcionais na sua
estrutura molecular, o que pode afetar varias propriedades dos filmes com ele
produzidos. Quando se utiliza a modificagdo por OSA, os grupos hidrofilicos do amido
sao substituidos por grupos hidrofébicos de OSA, levando a quebra das ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila e as moléculas de agua (FATIMA et al., 2024).
Neste estudo, a modificacdo ndo afetou significativamente a solubilidade, como
esperado, devido a hidrofobicidade do amido modificado com OSA.

Embora a adicdo de grupos hidrofobicos ao amido tenha geralmente como

objetivo reduzir a sua solubilidade em agua, em alguns casos, este efeito pode néao
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ocorrer como esperado. Isto pode ser atribuido a varios fatores, como a distribuicéo
desigual dos grupos hidrofébicos ao longo da cadeia de amido, que pode impedir a
formacdo de uma barreira eficaz contra a agua. Além disso, alteracdes na estrutura
cristalina do amido podem neutralizar ou mesmo reverter o efeito da hidrofilizacéo,
comprometendo a reducao da solubilidade.

No que diz respeito a incorporacdo de 6leos essenciais, a sua dispersédo na
matriz biopolimérica pode reduzir a solubilidade em agua do filme, dificultando a
difusdo da umidade. Essa tendéncia € mais acentuada a medida que a concentragcao
de 6leo essencial aumenta (FATTAHI et al., 2023). A variacdo da solubilidade também
esta relacionada com a hidrofobicidade do 6leo essencial incorporado (VIANNA et al.,
2021). Estudos mostram que o Oleo essencial pode aumentar ou diminuir a
solubilidade. Por exemplo, o 6leo essencial de laranja em filmes de amido de milho
aumentou a solubilidade (EVANGELHO et al., 2019), enquanto o 6leo essencial de
canela, em concentracdes de 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5% (p/v) em filmes de
mandioca reduziu a solubilidade de 52,8% (controle) para 42,5%, 24,2%, 18,7%,
16,1% e 29,0%, respetivamente (ZHOU et al., 2021).

A composicao da matriz polimérica influencia também a espessura dos filmes
gue apresentaram valores que variaram de 0,098 mm (filme de amido modificado com
OSA sem 6leo essencial de laranja) a 0,121 mm (filme de amido nativo com 10% de
Oleo essencial de casca de laranja). Essas alterac6es podem estar relacionadas com
os diferentes teores de umidade (Tabela 4) dos filmes. O filme de amido nativo com
10% de 6leo essencial de casca de laranja apresentou significativamente maior
espessura em comparagao com o filme de amido nativo com 5% de 6leo essencial de
casca de laranja e o filme modificada com OSA sem 06leo essencial. De acordo com
Zhou et al. (2021), o aumento da espessura do filme deve-se a interacéo e ligacdo
fisica entre o filme e o 6leo essencial, bem como a formacdo de microgoticulas do
0leo essencial hidrofébico durante a homogeneizacao da solucéo formadora do filme.

As propriedades mecéanicas sao cruciais para avaliar a integridade estrutural
dos filmes de amido. Como apresentado na Tabela 4, a modificagdo com OSA e a
incorporacao do oleo essencial de casca de laranja, em diferentes concentra¢des, nao
afetaram a resisténcia a tracdo dos filmes. No entanto, o alongamento na ruptura

diminuiu no filme de amido modificado com OSA e adicionado de 10% de
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Oleo essencial de casca de laranja em comparacdo com o filme de amido
modificado com OSA controle (sem 06leo essencial de casca de laranja).

Varios estudos demonstraram que a resisténcia a tracao dos filmes pode ser
aprimorada por meio da incorporacao de 0leos essenciais (CAl et al., 2020; SONG et
al., 2018). No entanto, outros estudos também relatam uma diminuicdo desta
propriedade devido a incorporacé@o de 0leos essenciais (EVANGELHO et al., 2019;
ZHOU et al., 2021). Ao comparar a resisténcia a tracao dos filmes desenvolvidos neste
estudo com os reportados por Evangelho et al. (2019) e Zhou et al. (2021), é evidente
que os filmes deste estudo exibiram valores mais elevados para os parametros
avaliados. Zhou et al. (2021) reportaram que a reducdo da resisténcia a tracdo de
filmes contendo Oleos essenciais pode ser atribuida a penetracado do 6leo essencial
na rede de biopolimeros e as interacdes intra e intermoleculares dentro dos
constituintes hidrofobicos, que consequentemente enfraquecem a matriz continua dos
filmes. Além disso, os 6leos essenciais podem ter um forte efeito plastificante, o que
pode aumentar a flexibilidade dos filmes.

Um filme ideal para embalagem de alimentos deve ser resistente a tensdes
externas, proporcionando a flexibilidade necesséria para o processo de embalagem,
garantindo a integridade do produto e prolongando o seu prazo de validade. Estes
parametros podem variar em funcdo das carateristicas do produto que esta a ser
embalado. Idealmente, estes materiais devem ser provenientes de recursos
renovaveis e serem biodegradaveis (MARCET, 2023).

A permeabilidade ao vapor de 4gua apds 24 h nédo diferiu entre os diferentes
filmes, com valores de aproximadamente 4,97 g.mm/m?.dia.KPa (Tabela 4). Esse
resultado mostra que a modificacdo do amido e a incorporagéo do 6leo essencial de
casca de laranja ndo afetaram a propriedade de barreira ao vapor de agua. A
permeabilidade é a taxa de transmissao de vapor de agua por unidade de area através
de um filme de espessura conhecida induzida por um gradiente de presséao entre duas
superficies especificas de umidade relativa e temperatura especificadas (ASTM,
1995). Evangelho et al. (2019) também avaliaram a permeabilidade ao vapor de a4gua
de filmes de amido de milho com 6leo essencial de laranja, observando um aumento
desse parametro conforme a concentracdo do 0leo essencial aumentava. Os valores
obtidos foram semelhantes aos do presente estudo, atingindo até 4,53

7

g.mm/m?.dia.KPa. Esta propriedade de barreira é essencial para a escolha da
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aplicacdo de filmes biodegradaveis. Com isso, podemos afirmar que os valores
encontrados no presente estudo séo satisfatérios para a formacdo de embalagens
ativas para alimentos que necessitam de uma permeabilidade ao vapor de agua baixa.

A modificacdo do amido pode alterar as suas propriedades, uma vez que
aumenta os grupos hidrofobicos e reduz o teor de amilose, que foi medido em estudo
anterior do nosso grupo de pesquisa (PACHECO et al., 2024). O teor de amilose
influencia nas propriedades do amido e na sua aplicacdo. A reducdo do teor de
amilose pode ser devida ao tratamento que pode causar a lixiviacdo da amilose ou a
despolimerizacdo parcial das moléculas de amilose promovida pelo processo de
esterificacdo (PACHECO et al., 2024). No entanto, no nosso estudo, nao foi observada
nenhuma tendéncia para as propriedades dos filmes produzidos com amido nativo ou

modificado com OSA.
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Tabela 4. Solubilidade em &gua, espessura, propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de dgua de filmes de amidos
de feijao nativo e modificado com OSA, com a incorporacao de 6leo essencial da casca de laranja.

Permeabilidade
ao vapor de

Filme de amido de Teor de Solubilidade em Espessura Resisténcia a Elongacéo 4gua em 24 h
1nHan* i 0, A 0, ] 0,
feijao umidade (%) agua (%) (mm) traccado (MPa) (%) (g.mm/m2.dia.KP
a)
Nativo 0% ab ab ab ab a
17,7+ 24 31,8+1,9 0,111 + 0,010 527 + 0,412 390+1,7 5,65+0,16

Nativo 5% OECL 15,3+ 2,2 19,6 + 2,5° 0,106 +0,014b 5,29+0,812 41,5 + 3,32 4,22 + 0,892
Nativo 10% OECL 22,3+ 3,72 35,5+ 2,8 0,121 + 0,012 5,62 + 0,562 40,5 + 4,630 4,68 + 0,312
OSA-modificado 0% 19,7 £ 2,33 34,4 + 2,0 0,098 +0,013P 5,28 £ 0,292 52,0 + 6,22 462 +0,392
OSA'mgcég"Lado 5% 19,4 + 0,62 33,7 +1,3% 0109 +0,0112>  524+026% 415 +4,6% 508 + 1,762
OSA'”‘%’ISEE‘“O 10% 24,2 + 0,72 38,0 + 2,3 01100012 504 +0,932 29,0 + 9.9 4,68 + 0,632

Os resultados sao expressos como média (n = 3) = desvio padrao.
abVvalores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p > 0,05).
" Filmes de amido de feijdo nativo ou modificado com OSA com 0%, 5% ou 10% (v/p) de 6leo essencial de casca de laranja (OECL).
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6.5 Atividade antifungica in vitro

O dleo essencial de casca de laranja e os filmes de amido de feijdo com 6leo
essencial de casca de laranja foram avaliados frente aos fungos Penicillium crustosum
e Aspergillus flavus usando o teste de difusdo em agar durante periodos de incubacéo
de 3, 5 e 8 dias e o teste de microatmosfera. No teste de difusdo em agar, o dleo
essencial de casca de laranja demonstrou maior atividade antifingica contra A. flavus
do que P. crustosum (Tabela 5), com formagao de zonas de inibigdo a partir de 5 pL
de tratamento, que se mantiveram consistentes até o 8° dia, sem diferencas
significativas de tamanho, variando de 14,4 £+ 3,/4Amma 13,8 + 1,1 mm.

O 6leo essencial de casca de laranja apresentou zona de inibicdo para P.
crustosum apenas a partir dos 10 pyL de tratamento, com zonas variando de 15,8 + 4,4
mm a 14,0 £ 3,3 mm. Além disso, na maior concentragao (20 yL), a zona de inibigao
contra A. flavus atingiu 33,0 + 4,7 mm no 3° dia, mantendo uma inibicdo consideravel
até o ultimo dia de incubacéo, com 26,1 + 2,2 mm. Essa inibi¢ao foi significativamente
maior do que a observada contra P. crustosum, que variou de 20,1 + 4,2 mm a 16,1 £
4,6 mm nos dias 3 e 8, respectivamente. A formacédo e o tamanho das zonas de
inibicdo obtidas no teste de difusdo em agar refletem a suscetibilidade dos fungos ao
Oleo essencial. As zonas de inibicdo com didmetros superiores a 12 mm indicam um
efeito inibitorio satisfatorio, enquanto as zonas inferiores a 7 mm séo consideradas
como tendo uma atividade baixa (ARORA & KAUR, 1999).

Em geral, os filmes ndo apresentaram atividade antifingica no teste de difuséo
em agar (Tabela 6). Esse resultado pode ser atribuido ao mecanismo de a¢édo dos
Oleos essenciais, que ocorre principalmente através dos seus compostos volateis
(Tabela 1). Portanto, o contato direto dos filmes com o agar BDA pode ter dificultado
a volatilizacado dos compostos do 6leo essencial de casca de laranja, comprometendo
sua eficacia antifungica neste método (REYES-JURADO et al., 2020). Considerando
gue outros métodos in vitro sdo igualmente simples e de baixo custo para avaliar a
atividade antifUngica dos 0leos essenciais, optou-se por realizar ensaios em
microatmosfera para investigar a acdo dos compostos volateis presentes no 06leo
essencial de casca de laranja.

Em consonancia com os resultados do teste de difusdo em agar, no teste de
microatmosfera, o 6leo essencial de casca de laranja também apresentou maior

atividade contra A. flavus, com diferencas significativas em todos os tratamentos,
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atingindo 95,6% de inibicdo no tratamento com 20 L de 6leo essencial de casca de
laranja (Tabela 5). Como suposto, os filmes de amidos nativo e modificado com OSA
com 5% e 10% de Oleo essencial de casca de laranja apresentaram atividade
antifangica, com inibigcdo significativamente maior contra A. flavus em todos os
tratamentos. Devido a maior quantidade de 6leo essencial, foi alcangcada uma inibicdo
completa com os filmes de amido contendo 10% de 6leo essencial. Foi verificado
também que a modificacdo do amido com OSA néo teve influéncia sob a atividade
antifangica.

Os o6leos essenciais exercem a sua atividade antifingica principalmente por
meio da interacao dos seus compostos lipofilicos, como os terpenos e os fendis, com
a membrana celular dos fungos. Esses compostos desestabilizam a bicamada lipidica,
aumentam a permeabilidade da membrana e provocam a fuga de metabolitos
essenciais. Além disso, interferem na homeostase celular, inibem enzimas-chave e
induzem o stress oxidativo, resultando em disfuncéo e morte celular (WU et al., 2024).
No caso do Oleo essencial de casca de laranja, o D-limoneno, o seu principal
composto, € amplamente encontrado em cascas de citrinos e outros frutos como um
composto volatil e é responsavel pela sua atividade antifungica (LIN et al., 2024). Além
disso, o 6leo essencial de casca de laranja incorporado nos filmes de amido de feijao
apresentou inibicdo do crescimento fungico, confirmando a sua atividade antifingica
principalmente através dos seus compostos volateis, tornando-o promissor para

aplicacdes na industria alimenticia na formac&o de embalagem de alimentos.



Tabela 5. Atividade antifingica in vitro do 6leo essencial de casca de laranja avaliada por difusdo em agar e microatmosfera.

Difusdo em agar

Microatmosfera

Penicillium crustosum Aspergillus flavus Penicillium Aspergillus
crustosum flavus
C()ELC):,I; Zonas de inibicdo (mm)
Tempo de armazenamento (dias) Inibicao (%)
3 dias 5 dias 8 dias 3 dias 5 dias 8 dias
2,5 nd nd nd nd nd nd 19,9 + 7,5 26,9 + 8,72
50 nd nd nd 14,4 +3,4% 16,1+3,82 13,8+1,12 40,3 +9,8° 57,5+11,32

10,0 158+4,438 13,2+0,72 14,0+£3,32 22,1+4,6% 186+2,1% 17,2+2,42
20,0 20,1+42> 174+26° 16,1+4,6° 33,0+4,7% 283+1,0* 26,1+2722

67,2 +5,9b 81,2 +5,22
76,0 £ 2,8 95,6 +4,12

Os resultados sao expressos como média (n = 3) + desvio padrao.

abValores com letras diferentes na mesma linha para inibic&o significativamente (p > 0,05).
nd: Nao detectado (sem efeito de inibicdo sobre fungos).

"OECL: 6leo essencial de casca de laranja.
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Tabela 6. Atividade antifingica in vitro de filmes de amido de feijdo com 6leo essencial de casca de laranja avaliada por difusdo em

agar e microatmosfera.

Difusdo em agar

Microatmosfera

Penicillium crustosum

Aspergillus flavus

Penicillium Aspergillus
crustosum flavus

Amido de feijao * OECL

Zonas de inibigdo (mm)

% Tempo de armazenamento (dias) Inibicao (%)
3 5 8 3 5 8
Nativo 5 nd nd nd nd nd nd 35,9 +10,4°C 51,2+ 6,6 B
Nativo 10 nd nd nd nd nd nd 84,1+158P~ 100,0+0,02A
OSA-modificado 5 nd nd nd nd nd nd 23,1 +4,50bC 41,4 +13,6 28
OSA-modificado 10 nd nd nd nd nd nd 71,4 + 4,698 100,0 + 0,0 @A

Os resultados sao expressos como média (n = 3) + desvio padrao.
abvalores com letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (p > 0,05).

A-B.C valores com letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p > 0,05)
nd: Nao detectado (sem efeito de inibicdo sobre fungos).

" Filmes de amido de feijdo nativo ou modificado por OSA com 0% ou 10% (v/p) de 6leo essencial de casca de laranja OECL
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6.6 Atividade antifungica in situ dos filmes biodegradéaveis ativos em bolos

Considerando os resultados das analises in vitro, filmes de amido nativo e
modificado com OSA contendo 10% de 6leo essencial de casca de laranja foram
aplicados na formacdo de embalagens biodegradaveis ativas para conservacao de
bolos e avaliados quanto a sua atividade antifungica nos dias 0, 3, 6 e 9 de
armazenamento (Tabela 7). Filmes de amido nativo e modificado com OSA sem 6leo
essencial de casca de laranja foram utilizados como controle.

Durante os 9 dias de armazenamento, observou-se um controle
significativamente maior do crescimento fungico nos bolos embalados com filmes
contendo 6leo essencial de casca de laranja. Os resultados mostraram que, apés 3
dias de armazenamento, os filmes com 6leo essencial de casca de laranja impediram
completamente o crescimento fangico, enquanto os bolos embalados com filmes
controle apresentaram crescimento fungico de 3,43 + 0,25 Log UFC/g para o filme
controle de amido nativo e 3,64 + 0,56 Log UFC/g para o filme controle de amido
modificado OSA, a legislacado brasileira (ANVISA —IN n° 60/2019) estabelece que o
limite maximo aceitavel para bolores e leveduras em produtos de panificacao estaveis
a temperatura ambiente é de 4 Log UFC/g. Além disso, apesar da alta volatilidade dos
Oleos essenciais, o crescimento fangico foi estatisticamente menor em todos 0s
periodos avaliados, nos bolos embalados com filmes contendo 10% de 6leo essencial
de casca de laranja, sugerindo que sua acdo foi mantida ao longo do periodo de
armazenamento. Esse achado indica que a incorporacdo do 6leo essencial de casca
de laranja na matriz polimérica dos filmes de amido resulta em materiais com atividade
antifingica, capazes de inibir o crescimento de fungos em bolos quando utilizados
como embalagem para alimentos.

O uso de oOleos essenciais em filmes de embalagem oferece vantagens
significativas, como a reducédo de interacbes quimicas indesejadas com a matriz
alimentar, a preservagao das caracteristicas sensoriais e a possibilidade de liberagcéo
controlada de compostos volateis, aumentando, assim, sua eficacia (MAHANTA et al.,
2021). Kringel et al. (2021) investigaram as propriedades conservantes e sensoriais
do o6leo essencial de laranja em sua forma encapsulada com B-ciclodextrina para
aplicacdo direta em produtos de panificagdo. Os autores descobriram que o Oleo
essencial de casca de laranja encapsulado ndo apresentou atividade antifingica.

Embora o Oleo essencial livre tenha demonstrado acdo antimicrobiana quando
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adicionado diretamente ao produto, essa aplicacdo resultou em mudancgas sensoriais
significativas, que nem sempre sdo desejaveis. Esses resultados ressaltam a
importancia do desenvolvimento de métodos de aplicacdo que equilibrem a eficacia
antimicrobiana com a preservacéo da qualidade sensorial.

Mulla et al. (2024) desenvolveram filmes biodegradaveis a base de quitosana e
pectina incorporados com 0leo essencial de tomilho em concentracdes de 10%, 15%
e 20%, visando aumentar a conservacao de bolos de leite por meio de um sistema de
embalagem ativa. Os resultados mostraram que a formulacdo com 20% de Oleo
essencial de tomilho foi a mais eficaz, suprimindo completamente a Salmonella
Typhimurium no sétimo dia de armazenamento. Além disso, esse filme prolongou a
vida util dos produtos em até 10 dias, superando as amostras controle armazenadas
em temperatura ambiente.

Para garantir uma preservacéo eficiente, a escolha de um filme bioativo ideal
deve alinhar com as caracteristicas do alimento, as propriedades do filme e os
objetivos de conservacao. Nesse contexto, além da atividade antifUngica demonstrada
neste estudo, pesquisas sugerem o uso de filmes com 6leo essencial de casca de
laranja como agentes antibacterianos. Li et al. (2021) obtiveram resultados
satisfatorios ao testar filmes compostos de quitosana e gelatina de pele de peixe com
Oleo essencial de casca de laranja frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Ainda, filmes de amido de milho contendo 6leo essencial de laranja
em concentracoes de 0,3, 0,5 e 0,7 pL/g reduziram o desenvolvimento de Listeria
monocytogenes em 68%, 80% e 83%, e o desenvolvimento de Staphylococcus aureus
em 40%, 51% e 66%, respectivamente (EVANGELHO et al., 2019).

Tabela 7. Atividade antifungica in situ de filmes de amido de feijao com 6leo essencial
de casca de laranja utilizados como embalagem contra fungos viaveis durante o
armazenamento de bolos.

Atividade antifungica (Log.UFC/g )

Amido de feijao* OECL Tempo de armazenamento (dias)
(%) 0 3 6 9
Nativo 0 nd 3,43+0,252 4,34+0,282 5,47 +£0,442
Nativo 10 nd nd 3,41+ 0,14> 4,00 +0,43°
OSA-modificado 0 nd 3,64 +£0,562 4,55+0,202 5,42 +0,36%
OSA-modificado 10 nd nd 3,03+0,26° 3,75+0,16"

Os resultados sao expressos como a meédia (n = 3) + desvio padrao.

a.b Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p > 0,05).

nd: Nao detectado (sem contagem de mofo ou levedura).

*Filmes de amido de feijdo nativo ou modificado por OSA com 0% ou 10% (v/p) de 6leo
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essencial de casca de laranja (OECL).

7 Consideracgdes finais

O amido de feijao carioca nativo ou modificado com OSA possibilitou a
formacdao de filmes integros que incorporaram com sucesso o 6leo essencial de casca
de laranja com atividade antifungica. O principal composto volatil no leo essencial de
casca de laranja foi o D-limoneno (94,25%). Todos os filmes desenvolvidos
apresentaram morfologia homogénea e alta luminosidade. No geral, ao incorporar o
Oleo essencial de casca de laranja, nenhuma diferenca foi encontrada em sua
opacidade. A solubilidade em agua e a permeabilidade ao vapor de agua foram baixas,
atingindo valores de 38,0% e 4,97 g.mm/m2.dia.KPa, respectivamente. As
propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo (aproximadamente 5,44 MPa) e
elongacdo (maximo de 52,0%) foram satisfatorias para aplicagcdes em embalagens de
alimentos.

O dleo essencial de laranja e os filmes apresentaram atividade antifingica in
vitro frente aos fungos Penicillium crustosum e Aspergillus flavus quando avaliados
por difusdo em disco e por microatmosfera. Em ambos os testes aplicados, o 6leo
essencial de casca de laranja apresentou maior atividade antifingica contra A. flavus
do que P. crustosum, atingindo 33,0 mm de zonas de inibicdo e 95,6% de inibicao
para o teste de difusdo em agar e microatmosfera, respectivamente. Os filmes também
apresentaram maior atividade antifangica para A. Flavus, com inibicdo completa para
os filmes de amido de feijdo nativo e modificado com OSA com 10% de 6leo essencial
de casca de laranja. Assim, essa concentracao de 6leo essencial foi escolhida para
sua aplicacdo na conservacdo de bolos. Os filmes foram eficazes na inibicdo do
crescimento de fungos e provaram ser excelentes materiais para a formacéo de
embalagens biodegradaveis e ativas de alimentos. A modificacdo do amido com OSA
aprimorou as propriedades morfolégicas dos filmes. Por outro lado, ndo afetou as
outras propriedades como cor, opacidade, teor de umidade, solubilidade em agua,
espessura, propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de agua. Para

estudos futuros, sugerimos a avaliacao dos filmes em diferentes matrizes alimentares.
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Apéndice A

Figure S1. Cromatograma de compostos volateis do 6leo essencial de
casca de laranja. Os picos correspondem aos seguintes compostos: 1) a-Tujeno, 2) (-
)-a-Pineno, 3) (+)-a-Pineno, 4) B-Felandreno, 5) B-Mirceno, 6) a-Felandreno, 7) &-3-
Careno, 8) a-Terpineno, 9) o-Cimeno, 10) D-Limoneno, 11) y-Terpineno, 12) (+)-4-
Careno, 13) a-Copaeno e 14) Limonen-6-ol, pivalato.
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