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Resumo 

 
NANOEMULSÕES DE ÓLEOS ESSENCIAIS: MECANISMOS DE ESTABILIDADE E 
INTERAÇÃO COM PECTINA EM BIONANOCOMPÓSITOS PARA APLICAÇÃO EM 
EMBALAGENS ATIVAS: Um dos desafios para preservação dos alimentos é a 
diminuição da proliferação de micro-organismos. Alternativas como a utilização de óleos 
essenciais, os quais apresentam propriedades antimicrobianas e antioxidantes, têm se 
mostrado interessante por diminuírem a utilização de compostos sintéticos, muitas vezes 
nocivos ao consumo. O objetivo deste trabalho foi a produção de nanoemulsões de óleos 
essenciais de alecrim e de alho por emulsificação de alta (microfluidização) e de baixa 
energia (inversão catastrófica de fase), e da avaliação da estabilidade e posterior 
incorporação em filmes de pectina para estudo das interações e do efeito da quantidade 
de surfactante nas propriedades físico-químicas, antioxidantes e antimicrobianas dos 
nanocompósitos. As nanoemulsões foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio, 
potencial zeta, estabilidade coloidal e morfologia. Os filmes foram avaliados quanto à 
morfologia, molhabilidade à água, propriedades mecânicas, antimicrobianas e 
antioxidantes. Nanoemulsões para os dois óleos essenciais foram obtidas por métodos 
de inversão catastrófica de fase e apresentaram diâmetros médios entre 100 e 500 nm e 
potencial de superfície entre -1 e -10 mV, sendo a concentração e localização do 
surfactante fatores predominantes para obter NE com baixa polidispersividade. A 
microfluidização mostrou-se a emulsificação mais eficaz, produzindo diâmetros médios 
entre 10 e 100 nm para ambos os óleos essenciais, sendo a maior quantidade de 
surfactante predominante para obtenção de nanoemulsões com baixa polidispervidade. 
As nanoemulsões obtidas por microfluidização apresentaram maior estabilidade. 
Imagens de MET-crio das nanoemulsões indicaram partículas quasí-esféricas, com 
diâmetros variados para as produzidas por inversão catastrófica de fase e, dispersão 
homogêneas para microfluidização. Análise de espalhamento dinâmico da luz não 
indicaram interações eletrostáticas entre pectina/surfactante, contudo o aumento na 
viscosidade para valores de surfactante entre 10 e 20% m/m indicou possíveis interações 
hidrofóbicas entre porções da pectina e do surfactante, as quais ainda resultaram em um 
incremento na hidrofobicidade do filme, bem como em estruturas internas esponjosas 
tanto para filmes pectina/surfactante quanto para pectina/nanoemulsões. A tensão 
máxima e módulo elástico sofreram quedas para o valores de surfactante acima de 20% 
m/m. O óleo essencial de alecrim exibiu propriedades antioxidantes, com 85% de captura 
do radical DPPH e EC50% de 50% da concentração inicial de óleo utilizada. Para os 
nanocompósitos, o EC50% decaiu, devido a evaporação do óleo durante a secagem, 
sem qualquer interferência do surfactante. As características antimicrobianas, por outro 
lado não foram verificadas, devido à pouca ou nenhuma difusão de óleo essencial para 
o meio de cultura, dificultado pela concentração de surfactante. O estudo demonstrou-se 
inovador por relacionar as propriedades dos nanocompósitos pectina/nanoemulsões 
alecrim à características e quantidades do surfactante utilizado, permitindo um novo 
entendimento acerca da função de cada componente nas propriedades ativas quanto 
físico-químicas.   
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Abstract 

 
ESSENTIAL OIL NANOEMULSIONS: MECHANISMS OF STABILITY AND 
INTERACTION WITH PECTIN FILMS IN BIONANOCOMPOSITE FOR ACTIVE 
PACKAGING APPLICATIONS: Microbial growth is among the challenges impairing food 
preservation and shelf-life. Essential oils (EO) featuring antimicrobial and antioxidant 
activities denote an alternative for lessening the contents of synthetic additives that may 
be harmful to human health. The limitations due the low EO solubility in water and their 
poor stability in aqueous media have been suppressed by the use of nanoemulsions (NE), 
which feature kinetic stability, intensify the antimicrobial effect of EO, and allow their 
dispersions in aqueous systems such as those involving polysaccharides for applications 
as packaging materials. The objective of this study were i) the production of NE having 
rosemary or clove EO as dispersed phase through high-energy (microfluidization - MF) or 
low-energy (catastrophic phase inversion - CPI) emulsification methods; ii) the evaluation 
of the NE stability with regard to the surfactant content in relation to the dispersed phase; 
and iii) the NE incorporation into pectin films to investigate the interaction among the 
components and the effect of the surfactant content on the physicochemical and active 
properties of the nanocomposites. The NE were characterized as to their average droplet 
sizes, zeta potentials, colloidal stability, and morphology. The films were evaluated as to 
their film-forming viscosity, morphology, wettability by water as well as mechanical, 
antimicrobial, and antioxidant properties. Regardless of the EO, the CPI-produced NE 
presented average droplet sizes and zeta potentials ranging from 100 to 500 nm and from 
-10 to -1 mV, respectively, being surfactant concentration and location the major factors 
affecting polydispersity. The MF was more efficient than CPI because the former led to 
average diameters ranging from 10 to 100 nm, and surfactant content was the dominant 
factor. The rosemary NE obtained through MF were more stable against creaming than 
clove NE against sedimentation. Cryo-TEM images indicate quasi-spherical particles with 
polydisperse diameters for CPI and homogeneous pattern for MF. Dynamic light 
scattering experiments did not evidence electrostatic interactions among pectin and 
surfactant, but the increased viscosity for surfactant contents between 10 and 20 wt.%  
suggested possible hydrophobic interactions, which led to films with increased 
hydrophobicity as well as sponge-like internal for both pectin/surfactant and pectin/NE 
films. The tensile strength and elastic modulus were decreased for surfactant contents 
higher than 20 wt.%.   Rosemary EO exhibited antioxidant activity by capturing 85% of 
DPPH radicals and presenting an EC50% value of 50% of the initial EO concentration. 
The EC50% was decreased in the nanocomposites because of EO loss through 
evaporation upon drying, without any effect of the surfactant. On the other hand, 
antimicrobial activity was not detected because of the EO diffusion towards the culture 
medium, which was limited by the surfactant quantity and low oil-soluble in aqueous 
culture medium. This reported study is innovative because it relates the properties of 
pectin/rosemary NE nanocomposites with the content and characteristics of the 
surfactant, paving the route for a novel understanding on the role played by each 
component on the active and physicochemical properties. 
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CAPÍTULO 1 

1 – INTRODUÇÃO 

 

Prolongar a vida útil de alimentos tem se mostrado uma das alternativas 

para suprir a alta demanda na produção e consumos industrial e doméstico.  A vida útil é 

determinada, dentre outros fatores, pela segurança dos alimentos no que compete à não 

contaminação destes por micro-organismos (ESPITIA et al., 2019) e pela prevenção a 

processos oxidativos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014). Dados do Ministério da Saúde de 

2017 e 2018 indicam uma quantidade expressiva de casos de doenças transmitidas por 

ingestão de alimentos contaminados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Nesse sentido, a 

alternativa válida e utilizada é a adição de composto que retardem a oxidação e\ou 

previnam a proliferação de micro-organismos como bactérias.  

No entanto, a preocupação pelo uso excessivo de conservantes, ou de 

compostos sintéticos encoraja a utilização de compostos naturais com propriedades 

comparáveis ou superiores aos compostos tradicionais, mas garantindo a saúde dos 

consumidores. Como opção, destacam-se os óleos essenciais (OE), compostos 

provenientes da extração de plantas e especiarias (BASSOLÉ & JULIANI, 2012), que 

apresentam tanto propriedades antioxidantes quanto antimicrobianas, estas inovadoras 

para embalagens de alimentos (AMORATI et al., 2013; ATTI-SANTOS et al. (2005); 

BURT, 2007) O óleo essencial de alecrim é obtido a partir da destilação a vapor de galhos 

e folhas de plantas do gênero Rosemarinus, incolor e com aroma refrescante, cuja 

composição tem o α-pirene e o 1,8 cineol como componentes majoritários (ATTI-

SANTOS et al., 2005) e a estes relacionadas propriedades antioxidantes (ERKAN et al., 

2008) e antioxidantes (CELIKTAS et al., 2007). O óleo essencial de alho, proveniente da 

espécie vegetal Allium sativum comumente utilizado para propósitos culinários, cujo 

aroma característico é relacionado à existência de compostos sulfonados como a alicina, 

além das propriedades antimicrobianas, antioxidante, dentre outras (MARTINS et al., 

2016).   

Devido ao aroma e ao sabor característico, a adição e a quantidade dos OE 

mostram-se limitantes para a utilização desses para preservação de alimentos (CHIRALT 
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& ATAR, 2016). Como alternativas ao primeiro fator, estudos recentes sugerem novas 

embalagens baseadas em biopolímeros (polissacarídeos e polipeptídeos, por exemplo), 

aos quais os OE são incorporados e então aplicadas aos alimentos, sendo ou não 

consumidas. No entanto, devido à baixa solubilidade em água (principal solvente de 

biopolímeros utilizados para embalagens), a dispersão destes OE torna-se um desafio.  

Uma das alternativas apresentadas é a utilização de nanoemulsões (NE), 

sistemas coloidais compostos por nanogotas de fases imiscíveis, tipo óleo-em-água ou 

água-em-óleo, com diâmetro médio de gotas que variam de 1 a 500 nm e estabilizadas 

por emulsificantes. Este último pode ser definido como uma molécula anfifílica, cuja a 

função é diminuir a energia interfacial e, assim, aumentar a estabilidade do sistema. Isso 

se faz necessário, uma vez que NE são sistemas que não apresentam estabilidade 

termodinâmica, ou seja, em longos intervalos de tempo são suscetíveis à separação de 

fase proveniente da imiscibilidade dos componentes da fase dispersa e da fase contínua 

(DONSÌ & FERRARI, 2016). As quantidades das fases dispersa (óleo, no caso deste 

estudo) e contínua (água), bem do surfactante interferem na obtenção e estabilidade das 

NE (MCCLEMENTS, 2016). Em complemento à isso, NE podem ser obtidas por 

diferentes métodos de emulsificação, cuja energia aplicada na obtenção pode diferenciar 

entre dois grupos: alta e baixa energia. 

Nesse sentido, na última década, diversos trabalhos vêm apresentando 

nanocompósitos com OE incorporados na forma de NE, como novas embalagens com 

comprovadas propriedades ativas, ou seja, atuam no alimento, de forma a protegê-lo de 

agentes contaminantes externos e a deterioração (PRAKASH et al., 2018). Todavia, 

tendo considerado o emulsificante como componente que recobre as gotas das NE, 

mediando a interface óleo/água e, consequentemente, incorporado às matrizes 

polimérica, verifica-se que não há um entendimento acerca do efeito do surfactante nas 

propriedades físico-químicas de filmes aplicáveis a embalagens, bem como nas suas 

propriedades ativas.  

A tese foi estruturada em sete partes, que estão elencadas abaixo: 

Capítulo 1: apresenta uma introdução ao trabalho realizado; 

Capítulo 2: oferece uma revisão bibliográfica com síntese da literatura e 

conceitos teóricos; 
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Capítulo 3: elucida os objetivos, bem como as hipóteses mediante ao que 

apresenta a literatura, bem como as metas desenhadas a serem compridas; 

Capítulo 4: compõe-se de toda a produção das NE de dois diferentes OE 

avaliando a influência de dois métodos de emulsificação (alta e baixa energia) e a razão 

de surfactante/fase dispersa no diâmetro médio das NE, bem como da estabilidade 

coloidal destas.  

Capítulo 5: está estruturado na compreensão, do ponto de vista das 

propriedades físico-químicas e ativas (antioxidante e antimicrobiana), do papel do 

surfactante nos sistemas formados pela matriz de pectina e o surfactante e a matriz de 

pectina e as NE/alecrim;  

Capítulo 6: apresenta as conclusões gerais do trabalho desenvolvido, bem 

como novas perspectivas de trabalho a partir dos estudos concluídos aqui; 

Capítulo 7: elenca os trabalhos utilizados para embasar, elucidar e 

corroborar as discussões apresentadas;  

Com isso, o presente trabalho objetivou um estudo da produção de 

nanoemulsões óleo-em-água, tendo óleo essencial de alecrim ou alho como fases 

dispersas, sendo suas propriedades sensoriais (aroma e cor) distintas de modo a partimir 

a variedade de aplicação. Para tanto, foram estudados métodos de emulsificação de alta 

e de baixa energia e razão surfactante/fase dispersa e seus efeitos no diâmetro médio e 

estabilidade coloidal. Além disso, objetivou-se compreender as interações entre o 

surfactante e matriz péctica nas propriedades físico-químicas, antimicrobiana e 

antioxidantes para a produção de bionanocompósitos para aplicação em embalagens.  



 
 

 

  



5 
 

 

CAPÍTULO 2 

2 -  REVISÃO COM SÍNTESE DA LITERATURA 

 

2.1 - Problematização 

A função de embalagens de alimentos é manter a qualidade e segurança 

dos produtos durante o transporte e estocagem, além de estender a vida útil, ou de 

prateleira, contra possíveis fatores indesejáveis como contaminantes: micro-organismos, 

produtos químicos, oxigênio, umidade, luz (RHIM et al., 2013). Destes fatores 

depreciativos ocorrente nos alimentos, a proliferação de micro-organismos e a oxidação 

são efeitos, que nos últimos anos tem-se mostrado de grande importância para o 

desenvolvimento de novas embalagens (QUINTAVALLA & VICINI, 2002).  

A proliferação de micro-organismos em alimentos tem se mostrado 

preocupante, tanto para o consumidor final, quanto de saúde pública. Dados recentes, 

dos últimos 17 anos (2000-2017), do Ministério da Saúde, indica as doenças transmitidas 

por alimentos contaminados, os quais mostram-se alarmantes no que compete os 

organismos reportados como agentes patógenos em alimentos (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2017). Ainda segundo este relatório, o perfil epidemiológico demonstra dois fatos 

a serem enaltecidos: (1) a maior contaminação se dá nas residências dos consumidores, 

seguido de restaurantes e outros estabelecimentos alimentícios; (2) dentre os mais de 

7000 casos reportados à vigilância sanitária, as bactérias apresentaram cerca de 96% 

dos casos de agentes etiológicos, sendo seguidos por vírus, agentes químicos e 

protozoários. Dentre esses, cepas de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, 

juntamente com o gênero da Salmonella. mostram-se os maiores agentes patógenos 

causadores de doenças relacionadas à alimentos contaminados. Tal preocupação é 

apresentada por ESPITIA et al. (2019), com dados referentes ao Centro de  Controle de 

Doenças e Prevenção dos Estados Unidos no ano de 2016: cerca de 48 milhões de 

pessoas adquirem algum tipo de doença relacionada ao consumo de alimentos 

contaminados.    

Uma das novas formas apresentadas que possam diminuir esses riscos é a 

utilização de embalagens com propriedades antimicrobianas, proveniente de compostos 
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naturais, como os óleos essências, a fim de diminuir quaisquer riscos à saúde humana 

(KUORWEL et al., 2011b; RIBEIRO-SANTOS, Regiane. et al., 2017; RIBEIRO-SANTOS, 

Regiane et al., 2017; SUNG et al., 2013; VALDES et al., 2015). Agregado à atividade 

antimicrobiana desses compostos, à atividade antioxidante vem sendo reportada como 

uma alternativa à outro efeito depreciativo em alimentos, que diminuem sua vida de 

prateleira (EÇA et al., 2014; GOMEZ-ESTACA et al., 2014; RIBEIRO-SANTOS, Regiane. 

et al., 2017; SITONIA et al., 2014) .  

 

2.1.1 - Óleos essenciais 

Óleos essenciais (OE) são compostos líquidos, aromáticos e voláteis, 

extraídos de flores, raízes, cascas, folhas, sementes, frutas e madeiras (SEOW et al., 

2014). Seus métodos de obtenção são variados de fermentação à destilação a vapor, 

método esse mais comumente aplicado na forma manufaturada desses compostos 

(BURT, 2004). Esses compostos tem sido reportados como carreadores de diversas 

propriedades: antibacteriana, antifúngica, antiviral, inseticida e antioxidante (BASSOLÉ & 

JULIANI, 2012; EÇA et al., 2014). De acordo com BASSOLÉ & JULIANI (2012), tais 

propriedades estão ligadas à própria defesa das plantas contra predadores, e micro-

organismos patógenos.   

As diferenças regionais e sazonais também interferem nas propriedades 

dos OE, como para o caso bordado por CELIKTAS et al. (2007),  onde verificou-se esse 

efeito para OE de alecrim extraído de diferentes regiões e épocas do ano. Suas 

propriedades são relacionadas tanto ao OE em si, ou quanto a composição e presença 

de determinados compostos (MAISANABA et al., 2017). Ou ainda, efeitos sinérgicos 

podem ser utilizados para potencializar o espectro de atuação de um OE para 

determinada propriedade esperada, como antioxidante ou antimicrobiana (BASSOLÉ & 

JULIANI, 2012) . OE possuem e sua composição dois grandes grupos de compostos: 

terpenos (mono e sesquiterpenos), terpenóides (linalol, citronela, timol, carvacrol, 

carvone brenol) e fenilpropanóides (cinamaldeído, eugenol, vanilina e safrole) 

(HYLDGAARD et al., 2012). Em complemento à composição dos OE, diferentes 

mecanismos são citados de modo à esclarecer o papel desses compostos naturais em 

suas respectivas propriedades. Tendo em vista que o estudo aqui apresentado abordará 
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apenas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, as discussões a seguir irão 

abordar apenas essas duas características.  

Por definição, compostos antioxidantes são aqueles responsáveis por 

diminuir ou suprimir a oxidação de um material (AMORATI et al., 2013). Segundo os 

autores, a atividade antioxidante está ligada à presença e, grande quantidade, de 

compostos fenólicos capazes de cessar a oxidação aeróbica, contudo compostos como 

a alicina, não fenólico, pode apresentar propriedades antioxidantes também.  Ainda estes 

agentes antioxidantes podem ser classificados em dois grandes grupos: agentes 

inibidores e antioxidantes de quebra de cadeia. Diversos são os mecanismos do efeito 

antioxidantes são apresentados (MAISANABA et al., 2017), sendo que para OE, o 

mecanismo de captura de radical livre (ATARES & CHIRALT, 2016), criando uma barreira 

à radicais como o oxigênio.  

As atividades antimicrobianas estão relacionadas ao transporte de 

substâncias da região externa para a interna da parede celular, resultando assim em 

diferentes mecanismos (ATARES & CHIRALT, 2016; MAISANABA et al., 2017), desde 

do rompimento da membrana citoplasmática, à quebra as enzimas  ou dano ao material 

genético,  mudanças nas propriedades das membranas ou inibição à divisão célula. Cabe 

ressaltar, que a atividade antimicrobiana é afetada por as diferenças entre as membranas 

celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A segunda apresenta uma 

camada externa à parede celular composta por polipeptídiosgicanos, que criam uma 

barreira conta compostos hidrofóbicos, tornando-as mais resistentes à ação de OE com 

compostos com certa hidrofilicidade (HYLDGAARD et al., 2012).  

Dentre os OE, destacam-se dois OE. O primeiro é o OE de alecrim 

(Rosemarinus officinalis), que segundo DA SILVA BOMFIM et al. (2015) e FLAMINI et al. 

(2002), largamente utilizado na indústria devido às suas características aromáticas, 

antioxidantes e antimicrobianas (BARBOSA et al., 2016; HONÓRIO et al., 2015), as quais 

estão relacionadas à presença de compostos diterpênicos (ATTI-SANTOS et al., 2005). 

O segundo é o OE de alho (Allium sativum), segundo BENKEBLIA (2004), possui 

atividades antioxidantes, antimicrobianas (PÉREZ-CÓRDOBA et al., 2018) e anti-

inflamatórias relacionadas aos seus componentes sulfonados e terpênicos (ANKRI & 

MIRELMAN, 1999; BAKRI & DOUGLAS, 2005; HARRIS et al., 2001; MARTINS et al., 

2016).  
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2.1.2 - Nanoemulsões 

Emulsões tanto do tipo óleo/água quanto água/óleo, cujo tamanho de gota 

da fase dispersa esteja compreendido, usualmente, entre 10 e 1000 nm, apresente 

estabilidade cinética, seja termodinamicamente instável pode ser classificado segundo 

MCCLEMENTS (2012) como nanoemulsões. São sistemas que dependentes das 

características intrínsecas do sistema (tipo de óleo, quantidade da fase contínua ou tipo 

de surfactante).  

A formação dessas nanogotículas (NG) não é um processo 

termodinamicamente espontâneo(MAALI & MOSAVIAN, 2013). A energia livre de um 

sistema composto por água, um emulsificante e óleo é dada por: 

∆𝐺 =  𝛾∆𝐴 − 𝑇∆𝑆                    (1) 

Sendo ΔG a energia livre total, 𝛾 tensão interfacial, ΔA a área associada à gota e ΔA𝛾 a 

energia associada ao aumento da área superficial com a diminuição do tamanho de gota,  

e ΔS a entropia associada à dispersão a uma temperatura absoluta T. No processo de 

produção de NE, o aumento da energia relacionada à área superficial, sempre positivo, 

não é compensado pelo aumento da entropia, de modo que o valor total da energia do 

sistema é maior que zero, tornando o processo termodinamicamente desfavorável. Dessa 

forma, a formação das NE, a distribuição dos tamanhos das NG e suas estabilidades 

dependem de fatores que possam diminuir essa diferença e favorecer a formação das 

NE. Dentre esses, energia aplicada à produção da emulsão, característica e 

concentração do óleo, características e concentração dos surfactantes (valores do 

balanço hidrofílico-lipofílico) (RAO & MCCLEMENTS, 2011) mostram-se fatores a ser 

considerados.  

No âmbito da energia aplicada na formação de NE, pode-se dividir as 

emulsificações em dois grandes grupos: alta e baixa energia. Os processos de alta 

energia, já são aplicados à fabricação de NE (BONILLA et al., 2014; GALOOYAK & 

DABIR, 2015; MAYER et al., 2013; QING et al., 2013; SALVIA-TRUJILLO et al., 2015; 

ULUATA et al., 2016). Nestes, uma quantidade de energia, superior às fases separadas,  

é aplicada ao sistema de modo a diminuir a diferença entre os valores de ΔA e TΔS 

(ESPITIA et al., 2019). Contudo métodos de emulsificação de baixa energia são 

reportados, por não demandarem de um gasto energético excessivo para obtenção de 

nanoemulsões (BILBAO-SÁINZ et al., 2010; CHIN et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2004; 
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HUA et al., 2019; JAHANZAD et al., 2010; KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2015; LI et al., 

2013; LV et al., 2014; MAYER et al., 2013; OSTERTAG et al., 2012; PANAGOPOULOU 

et al., 2015; PERAZZO et al., 2015; SAJJADI, 2006) Emulsificações de baixa energia são 

aquelas que não demandam energia aplicada ao sistema através de homogeneizadores 

(como por exemplo, misturadores de alta rotação, ultrassom ou pressurizados à altas 

pressões (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016). Das emulsificações por alta energia, 

destacam-se a microfluidização e ultrassonificação (SALVIA-TRUJILLO et al., 2017). As 

de baixa energia, destaca-se na literatura: (1) a “inversão catastrófica de fase – ICF”  

(BILBAO-SÁINZ et al., 2010). 

Ambos processos de emulsificação demandam a adição de emulsificantes 

diminuir a energia interfacial (equação 1) gerada pelo aumento na área superficial de 

contato entre duas fases imiscíveis, prevenindo o processo de agregação e coalescência 

(SALVIA-TRUJILLO et al., 2017).  

Emulsificantes são moléculas anfifílicas, ou seja possuem porções 

hidrofílicas e hidrofóbicas de sua molécula, permitindo assim interagir com ambas fases, 

evitando o processo de separação de fase (MCCLEMENTS et al., 2017). Emulsificantes 

podem ser classificados segundo sua carga da região hidrofílica em iônicos (catiônicos e 

aniônicos), não-iônicos e anfóteros.  Estes ainda podem ser classificados segundo seu 

balanço hidrofílico-lipofílico (HLB – Hydrophilic-lipophilic balance) dos surfactantes é 

enaltecido como relevante para a formação e estabilidade das NE. Valores de HLB 

maiores que 7 favorecem a formação de emulsões óleo/água, enquanto HLB < 7 

favorecem a formação de emulsões água/óleo (MAALI & MOSAVIAN, 2013).  

 

2.1.2.1 – Inversão catastrófica de fase  

As nanoemulsões, sistemas coloidais formados por duas fases imiscíveis 

estabilizadas por um emulsificante, podem ser obtidas por diferentes métodos, nos quais 

parâmetros como energia aplicada e composição interferem nas propriedades dessas 

suspensões (MCCLEMENTS, 2007). A emulsificação por baixa energia pode ocorrer 

tanto de espontânea ou por inversão de fase, desde que a composição (quantidade das 

fases dispersa e contínua, bem como a característica do surfactante) ou o meio 

(temperatura, por exemplo) sejam alterados (JAHANZAD et al., 2010; SAJJADI, 2006). 
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Nos processos de emulsificação espontânea, de modo geral, fases imiscíveis são 

colocadas em contato (de forma controlada ou não) e um dos compostos presentes 

(emulsificante) é miscível em ambas as fases, movendo-se de uma para outra, gerando 

assim um aumento na razão óleo/água na interface e posterior desprendimento em gotas 

da fase dispersa, recobertas pelo emulsificante, suspensas na fase continua. 

(MCCLEMENTS & RAO, 2011). O fator HLB e a localização do surfactante mostram-se 

importantes fatores para obtenção de NE mais estáveis e com menores tamanhos. No 

tocante do tipo de surfactante, o balanço hidrofílico-lipofílico (HLB – Hydrophilic-lipophilic 

balance) dos surfactantes é enaltecido como relevante para a formação e estabilidade 

das NE. Valores de HLB maiores que 7 favorecem a formação de emulsões óleo/água, 

enquanto HLB < 7 favorecem a formação de emulsões água/óleo (MAALI e MOSAVIAN, 

2013). Neste caso, para uma NE do tipo óleo-em-água, surfactantes com caráter 

hidrofílico (com HLB maior que 7), quando solubilizados na fase dispersa (óleo) tendem 

a difundir para a fase contínua e esse processo favorece a formação de estruturas com 

diâmetros menores.  

Os métodos de inversão de fase se dividem nos que ocorrem à composição 

constante (mantendo a fração de água e de óleo constante), variando nesse caso a 

temperatura (LIEW et al., 2010) e, os que ocorrem à temperatura constante (KOMAIKO 

& MCCLEMENTS, 2014), em que a composição da emulsão (fração de água, ou fração 

de óleo) varia. Dentre esses, destaca-se a inversão catastrófica de fase, que consiste na 

obtenção de nanoemulsões pela adição controlada da fase aquosa na fase de óleo  ou 

vice-versa.  

A FIGURA 2.1 ilustra o método de emulsificação por inversão catastrófica 

de fase. Nesta as NE são obtidas por um processo que consiste na adição da fase 

contínua (água) na fase do óleo, esta contendo (FIGURA 2.1b) ou não (FIGURA 2.1c) o 

surfactante. Para o caso que a fase do óleo não continha o surfactante, este foi 

adicionado à fase contínua (água), denominado “inversão catastrófica de fase 1”. Para o 

caso do surfactante adicionado à fase do óleo, esta foi denominada “inversão catastrófica 

de fase 2”. A adição foi feita de forma controla, de forma que a razão entre as fases 

contínua e dispersa variou de 0 à 95, em relação a quantidade de água.  

Para ambos os tipos de ICF, ao se adicionar a fase contínua (água) tem-se, 

inicialmente, uma emulsão do tipo água-em-óleo (FIGURA 2.1e). Com o aumento da 
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fração volumétrica da fase contínua (fração de água na FIGURA 2.1) uma maior 

quantidade de gotas de água são formadas, e estas tendem-se a se chocar e coalescer. 

Em uma determinada quantidade de adição da fase contínua ocorre a inversão 

catastrófica de fase, em que a emulsão transforma-se em emulsão óleo-em-água.  

De acordo com KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) e OSTERTAG et al. 

(2012), emulsões mas finas, ou seja, com diâmetros menores de  gotas são obtidas 

quando o surfactante é adicionado à fase dispersa, pois facilita a formação das emulsões 

múltiplas (gotículas da fase contínua que possuem gotículas da fase dispersa 

estabilizadas pelo surfactante) precursoras das NE.  BILBAO-SÁINZ et al. (2010) 

verificaram ainda que a velocidade de adição de uma faze na outra resulta em NE com 

dispersão homogêneas de diâmetro. No que compete o estudo da obtenção de NE por 

esse processo, porém com o surfactante solubilizado na fase contínua (FIGURA 2.1b), 

há poucos trabalhos compreendendo o mecanismos relacionado à esse método e se este 

é o caso de uma inversão catastrófica de fase.  

 

FIGURA 2.1: Método de emulsificação por inversão catastrófica de fase: O surfactante 
(a) foi solubilizado ou na fase aquosa (b) ou na fase lipofílica (c); a fase aquosa (b) foi 
adicionada à diferentes taxas (d) formando inicialmente uma emulsão de água em óleo 
(e) e com o aumento da fração de água ocorre a inversão de fase (f), obtendo-se 
nanoemulsões do tipo óleo em água (g). (Fonte do autor) 
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2.1.2.2 – Microfluidização em altas pressões   

Diferentemente do método de baixa energia, em que as características 

intrínsecas dos componentes, bem como as quantidade de cada um são relevantes para 

diminuir a diferença entre a energia interfacial (equação 1) de modo a facilitar a formação 

das NE, as emulsificações de alta energia produzem NE como resultado de forças de 

ruptura, as quais diminuem o tamanho das gotas, em gotas menores (MCCLEMENTS & 

RAO, 2011). A energia de ruptura pode ser provenientes de altas pressões 

(microfluidizador, por exemplo), homogeneizadores ou de ultrassons. Dentre esses 

processos, destaca-se a microfluidização (MF) em altas pressões, a qual é apresentada, 

de forma esquemática, na FIGURA 2.2.   

 

FIGURA 2.2: Método de emulsificação por MF em altas pressões: uma emulsão grosseira 
(a) foi inserida à altas pressões (b) e capilares (80 µm), os quais colidem (c) promovendo 
a ruptura das gotas de óleo; resfriamento (d) para controle da temperatura; reservatório 
de retirada da amostra (e). Esquema da câmara de interação (c) adaptado de 
(MCCLEMENTS & RAO, 2011) 
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Em tal processo, emulsões grosseiras com dispersões de diâmetro de gota 

ente 0,1 e 1000 µm são inseridas (FIGURA 2.2a), em altas pressões (FIGURA 2.2b) na 

câmara de interação (FIGURA 2.2c), composta por canais de fluxo que se chocam à altas 

velocidades produzindo altas taxas de cisalhamento e número de choques de modo a 

promover a quebra de gotas em gotículas cada vez menores em diâmetro (LEE, L. et al., 

2014). Um aumento de temperatura durante o processo ocorre, e para os casos em que 

evita-se a influência da variação de temperatura, um sistema de resfriamento é utilizado 

(FIGURA 2.2d). A emulsificação pode ser repetida, no que na literatura se remete “ciclos 

de microfluidização” (indicados como setas circulares cinzas na FIGURA 2.2.).  Repetidos 

ciclos de passagem pelo sistema tem se mostrado eficientes na produção de NE com 

diâmetros entre 1 e 50 nm (SALVIA-TRUJILLO et al., 2013b; SALVIA-TRUJILLO et al., 

2014; ULUATA et al., 2016; YUAN et al., 2008).  

Em todos os casos, a adição de emulsificantes mostra-se necessário. Estes 

atuam diminuindo a energia interfacial e, como consequência, facilitando o processo de 

ruptura das gotículas de óleo, bem como recobrem estas, evitando assim a coalescência 

ou agregação (MAALI & MOSAVIAN, 2013). Uma vez que é aplicada uma energia ao 

sistema de modo a facilitar a formação de NE, algo que não é termodinamicamente 

espontâneo, a quantidade de surfactante requerida ao sistema tem se mostrado menor 

do que a utilizada para NE obtidas por emulsificações de baixa energia para produção de 

NE com baixa polidispersividade. (MAYER et al., 2013). A busca nos últimos anos se 

volta para a utilização de biopolímeros como emulsificantes (BAI & MCCLEMENTS, 2016; 

MCCLEMENTS et al., 2017), ou a combinação de surfactantes como o polisorbato 20 e 

alginato de sódio (ARTIGA-ARTIGAS et al., 2017).  

 

2.1.2.3 - Mecanismos de estabilidade  

Como citado anteriormente, NE são sistemas metaestáveis, os quais 

tendem com o tempo a sofrerem o processo de desestabilização ou de “quebra”, 

separando-se em fases imiscíveis.  MCCLEMENTS (2007)  apresenta mecanismos de 

instabilidade para as NE. Três diferentes mecanismos de instabilidade (FIGURA 2.3) 

podem atuar nas NE: (1) separação gravitacional (sedimentação e cremeação) (FIGURA 

2.3a); (2) agregação (floculação e coalescência) (FIGURA 2.3b); (3) envelhecimento de 
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Ostwald (EOW) (FIGURA 2.3c): moléculas do óleo migram de partículas maiores para 

menores, por diferença no gradiente de solubilidade.   

A separação gravitacional (FIGURA 2.3a) é um dos mecanismos de 

instabilidade, em que as características das fases como diferença de densidade são 

determinantes. A lei de Stokes (Equação 2) descreve a taxa de separação gravitacional:  

𝑉𝑆𝑡𝑜𝑘𝑒𝑠 =
2𝑔𝑟2(𝜌𝑐𝑜𝑛𝑡í𝑛𝑢𝑎−𝜌𝑑𝑖𝑠𝑝𝑒𝑟𝑠𝑎)

9𝜂
     (2) 

em que g é a aceleração da gravidade, r é o diâmetro das nanogotas, ρ é a densidade 

das fases e η a viscosidade da fase contínua. Dessa forma, tanto o diâmetro das NE, 

quanto as densidades são fatores influenciadores na estabilidade das NE. Para valores 

de densidade da fase dispersa menor que da fase contínua, o sistema pode sofrer 

cremeação (FIGURA 2.3a). Para densidade da fase dispersa maior, a fase tende a 

sedimentar (FIGURA 2.3a).  De acordo com a equação 2, menores tamanhos tendem a 

apresentar maior estabilidade contra a separação de fase. Os movimentos Brownianos, 

segundo  KOMAIKO & MCCLEMENTS (2016) , podem se opor ao movimento de 

separação, permitindo assim uma estabilidade maior às NE.  

O envelhecimento de Ostwald (FIGURA 2.3b) é outro mecanismo 

apresentado na literatura (DONSÌ et al., 2011) e reportado, principalmente para NE, cuja 

composição da fase lipofílica apresenta certa solubilidade em água, como para alguns 

OE. Este ocorre pelo crescimento de partículas maiores (FIGURA 2.3b) a partir de 

partículas menores, devido ao gradiente de concentração do OE ser diferente entre essas 

partículas, fruto da maior solubilidade deste OE nos arredores das partículas menores 

(KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2014).  Tal evento ocorre inevitavelmente, e pode ser 

retardado com a adição de inibidores ou pela adição de compostos insolúveis à 

composição da fase lipofílica (RAO & MCCLEMENTS, 2012b).  

A agregação de partículas podem ocorrer em sistemas compostos por NE, 

as quais são reportadas por dois processos (FIGURA 2.3c): floculação e coalescência. 

Estes se distinguem, basicamente, após a aproximação de duas partículas. O primeiro 

se dá quando partículas se aproximam uma das outras e mantendo-se seu diâmetro. No 

segundo, as partículas se aproximam, gerando uma única maior (MCCLEMENTS, 2007). 

A floculação ocorre quando forças atrativas (de natureza hidrofóbica ou de van der Waal) 

são maiores que as forças repulsivas (eletrostáticas ou estéricas) entre duas partículas 
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de modo a formar partículas agregados, sem que se percam a integridade das partículas 

menores (GREGORY, 2013). Enquanto na coalescência, além do balanço de foças 

atrativo-repulsivas, características das moléculas que circundam a partícula, com 

emulsificante e água devem ser consideradas. Em vias de regras, partículas coalescem 

pelo choque entre duas, em que a força de repulsão (eletrostática ou estérica) não é 

suficiente (KABALNOV, 1998). 

 

 

FIGURA 2.3: Esquematização dos mecanismos de instabilidade apresentados para 
nanoemulsões de óleo essencial: (a) separação gravitacional; (b) envelhecimento de 
Ostwald; (c) agregação. (Figura do autor).  

 

2.1.3 – Embalagens ativas: propriedades antimicrobianas e antioxidantes  

Embalagens para alimentos atuam como barreiras passivas, protegendo-os 

do meio externo (micro-organismos, umidade, gases, poeira e odores) (AZEREDO, 

2009), mantendo a qualidade e a segurança dos alimentos, e devem apresentar algumas 

características como serem inertes, não tóxicas, e prolonguem a vida de prateleira dos 

alimentos (SUNG et al., 2013). Dentro dessas características, derivados de petróleo 
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mostram-se como fonte de matéria-prima para a produção de embalagens com 

propriedades de barreira e mecânicas satisfatórias e, ainda, baixo custo (LAGARON, 

2011). Contudo, os polímeros derivados do petróleo não são, via de regra, 

biodegradáveis, além de não serem renováveis e de seus descartes ou queimas 

produzirem sérios problemas ambientais e ecológicos (SONG et al., 2011).  

A utilização dos biopolímeros (proteínas, lipídeos e polissacarídeos) na 

produção de novas embalagens vem sendo objeto de estudo nas últimas décadas 

(FALGUERA et al., 2011), por serem biodegradáveis, provenientes de fontes renováveis 

– animais e vegetais (ARORA & PADUA, 2010) – e desvencilharem dos recursos 

petrolíferos (SONG et al., 2011).  

Dentre esses biopolímeros, a pectina (PEC) é um polissacarídeo 

naturalmente encontrado na parede celular de vegetais (ESPITIA et al., 2014), composto 

basicamente pelo α1-4-ácido galacturônico (LOREVICE et al., 2016; MANRICH et al., 

2017),  e que vem sendo reportado como matéria-prima para a fabricação de filmes 

comestíveis (OTONI et al., 2017), por formar filmes coesos e transparentes (ESPITIA et 

al., 2014) e ser reconhecida como segura para o consumo humano (GRAS – generally 

recognized as safe) pela FDA (Food and Drug Administration – USA) (FDA, 2012). 

Segundo MOREIRA et al. (2013), a PEC possui diferenças relacionadas ao grau de metil-

esterificação (GE), classificando-a em PEC de alto (PA) e de baixo (PB) grau de metil-

esterificação.  

O desenvolvimento de novas embalagens, como filmes e revestimentos, a 

partir de biopolímeros (COFFIN & FISHMAN, 1994; DE MOURA et al., 2012; 

FAKHREDDIN HOSSEINI et al., 2013; FARIAS et al., 2012; GALUS & KADZIŃSKA, 

2015; KROCHTA & DEMULDERJOHNSTON, 1997; LOREVICE et al., 2012; LOREVICE 

et al., 2014; LOREVICE et al., 2016; MANRICH et al., 2017; OTONI et al.; PAVLATH & 

ORTS, 2009; SHIN et al., 2014; SHIT & SHAH, 2014; WANG et al., 2011) vem 

amenizando o efeito do descarte das embalagens plásticas no ambiente. Entretanto, 

filmes produzidos a partir de polipeptídios e polissacarídeos apresentam, em geral, 

propriedades físico-químicas inferiores se comparadas às dos polímeros sintéticos 

(AZEREDO, 2009) . Uma alternativa reportada nas últimas revisões é a adição de 

agentes de reforço (fibras vegetais, nanopartículas e até nanoemulsões) às matrizes dos 
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filmes, o que resultou na melhoria das propriedades mecânicas, térmicas e de barreira 

(ARORA & PADUA, 2010; HAN, 2014; RHIM et al., 2013). 

Devido às atividades antimicrobianas e antioxidantes dos OE, estes vêm 

sendo adicionados às matrizes de filmes poliméricos sintéticos (KUORWEL et al., 2011b), 

e matrizes biopoliméricas (KUORWEL et al., 2011a), adicionando, assim, propriedades 

ativas às propriedades convencionais de proteção e prolongamento da qualidade e vida 

de prateleira dos alimentos (SUNG et al., 2013). 

A atividade antimicrobiana do OE de alho contra Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella enteriditis e Listeria monocytogenes foi observada 

em filmes de proteína do soro do leite (SEYDIM & SARIKUS, 2006). Resultado similar foi 

reportado por GÓMEZ-ESTACA et al. (2010) para filmes de gelatina bovina adicionados 

de OE de alecrim para os micro-organismos E. coli, S. aureus e L. monocytogenes.  

A utilização de nanoestruturas como alternativa para o incremento das 

propriedades antimicrobianas  (BILBAO-SÁINZ et al., 2010; DE MOURA et al., 2014; 

DONSÌ et al., 2011; OTONI et al., 2014; PÉREZ-CÓRDOBA et al., 2018; PRAKASH et 

al., 2018; SALVIA-TRUJILLO et al., 2013a; SEVERINO et al., 2015) vem sendo 

apresentado de  forma diminuir a quantidade de OE adicionada (pelo seu sabor e aroma 

característicos) (ATARES & CHIRALT, 2016), e aumentar a aplicabilidade dos filmes.  

Na revisão bibliográfica apresentada, constata-se uma busca pela utilização 

de novos compostos, provenientes de fontes naturais, para diminuição dos efeitos de 

proliferação de micro-organismos e de oxidação em alimentos, principais agentes de 

decrescimento do tempo de prateleira. Dentre os compostos, destacam-se os óleos 

essenciais, por apresentarem reconhecida atividade antioxidante e antimicrobiana.  

A produção de nanoemulsões desses compostos tem se mostrado 

extremamente conveniente pela ampla forma de obtenção, seja por alta ou baixa energia, 

ou pela adição de quaisquer surfactantes, ou uso irrestrito a quase todos os OE, sem que 

se perca ou diminua-se as propriedades à eles relacionadas, como antioxidantes e 

antimicrobianas.  

Somado à isso, nanoemulsões do tipo óleo-em-água, diminuem o efeito da 

hidrofobicidade dos OE, por estes estarem suspensos em meio aquoso devido à função 

estabilizante dos surfactantes. Isso permite sua incorporação em matrizes de 

biopolímeros, com mínimos efeitos de separação de fase, possibilitando assim uma 
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dispersão mais homogênea na matriz polimérica e, consequentemente, em materiais 

mais homogêneos.  

Esses materiais tem apresentado considerável atividades ativas 

(antioxidantes e antimicrobianas), relacionadas na grande maioria à diminuição nos 

diâmetros médios das dispersões, bem como o incremento na superfície de contato.  

Entretanto, constata-se pouca compreensão acerca do papel do surfactante 

na matriz polimérica, principalmente no que refere-se a sua quantidade e suas interações 

com a matriz, haja vista que este é o agente “interlocutor” entre duas fases imiscíveis, a 

fase lipofílica (OE) e hidrofílica (suspensão polimérica). Isso encoraja novos trabalhos de 

modo a compreender o surfactante como componente importante do ponto de vista de 

quantidade e papel no sistema.  

Por todo o exposto, este trabalho apresenta um estudo que compete a 

compreensão da obtenção de NE por métodos de emulsificação por alta e baixa energia 

e diferentes razões de surfactante/OE e qual a influência desses componentes na 

estabilidade coloidal deste sistema. Em complemento, estudou-se o sistema 

polímero/surfactante e polímero/NE, abordando os mecanismos de interação dos 

componentes dos sistemas com propriedades físico-químicas, antioxidantes e 

antimicrobianas dos bionanocompósitos obtidos.   
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CAPÍTULO 3 

3- Objetivos 

 

O objetivo deste trabalho foi o estudo da produção de nanoemulsões de 

óleos essenciais e a avaliação da estabilidade e, posterior incorporação em filmes de 

pectina para compreensão de suas interações e do efeito da quantidade de surfactante 

nas propriedades físico-químicas, antioxidantes e antimicrobianas dos 

bionanocompósitos.  

 

3.1 – Objetivos específicos  

Esse trabalho teve como objetivos específicos:  

 Estudar a obtenção de nanoemulsões de óleos essenciais, de alecrim e de alho, 

por emulsificação de alta (microfluidização) e de baixa energia (inversão 

catastrófica de fase), variando os parâmetros de emulsificação (alta ou baixa 

energia) e as quantidades de surfactante em relação à fase dispersa, visando 

obter menores diâmetros de partículas, distribuições de diâmetros mais 

homogêneos e maior estabilidade;  

 Elucidar o mecanismos de interação entre o surfactante e a matriz péctica e das 

nanoemulsões com a matriz péctica; usando técnicas de espalhamento dinâmico 

da luz, espectroscopia na região do Ultravioleta e reometria; 

 Investigar o efeito da quantidade de surfactante nas propriedades físico-químicas 

(mecânicas, térmicas e de molhabilidade à água), antimicrobianas, antioxidantes 

e na morfologia, dos filmes de pectina/surfactante e pectina/nanoemulsões 

produzidos por casting. 
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CAPÍTULO 4  

4- NANOEMULSÕES DE ÓLEOS ESSENCIAIS EM ÁGUA: 
INFLUÊNCIAS DO PROCESSO E DA RAZÃO ENTRE 

SURFACTANTE E FASE DISPERSA. 

4.1 - Material 

Os OE de alecrim (Rosemarinus officinalis; densidade: 0,925 g·mL-1; índice 

de refração: 1,467) e de alho (Allium sativum; densidade: 1,0175 g·mL-1; índice de 

refração: 1,569) foram gentilmente doados pela empresa Lapiendrius Flavours 

(Itaquaquecetuba, SP). O polisorbato 80 (T80), de massa molar de 1610 g·mol-1 e 

densidade de 1,065 g·mL-1, foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (São Paulo, SP). Os 

reagentes Müller Hinton, dimetilsulfóxido (DMSO), 2,3,5-trifeniltetrazólio (CTT) e ágar 

Müller Hinton foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (São Paulo, SP).  

4.2 – Metodologia experimental 

Os protocolos experimentais reportados neste capítulo foram divididos em 

três etapas: (1) determinação das concentrações mínimas inibitória (CMI) e bactericida 

(CMB) dos OE de alecrim e de alho; (2) produção das nanoemulsões por métodos de 

emulsificação envolvendo alto ou baixo fornecimentos de energia; e (3) avaliação da 

estabilidade coloidal das nanoemulsões.     

4.2.1 - Caracterização da atividade antimicrobiana dos OE de alecrim e de alho: 

concentração mínima inibitória e concentração mínima bactericida ou 

bacteriostática 

A CMI e a CMB foram determinadas para quatro diferentes culturas de 

bactérias, Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC14028), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Enterococcus faecalis (ATCC 19433); sendo as 

duas primeiras Gram negativas e as últimas Gam positivas. O ensaio foi realizado 

segundo o método de microdiluição em caldo (M7) como descrito na literatura (GAO et 

al., 2011; INSTITUTE, 2012; MA et al., 2015). Primeiramente, 5,0 µL de cultura de cada 

bactéria, cerca de 1x106 unidades formadoras de colônias (UFC) foram inoculadas em 

100,0 µL de caldo Müller Hinton para cada um dos 96 fossos (cada cultura de bactéria 

possuiu uma placa com 96 fossos de 200 µL).  Em seguida, as amostras de cada OE 
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(concentração inicial de 100 mg·mL-1, ou 10% m/v) foram adicionadas em uma série de 

diluições, sempre metade da anterior, até a concentração de 0,0244 mg·mL-1. Os OE 

foram diluídos em dimetil sulfóxido (DMSO) e T80 (razão 1:1, óleo/surfactante). Fossos 

contendo apenas DMSO e DMSO+T80 foram preparados e utilizados como controle. 

Todas as composições foram preparadas da seguinte forma:  2,001 ± 0,001 mL de DMSO 

com 100 mg·mL-1 (ou 10% m/v) de OE e 100 mg·mL-1 de T80; para as soluções controle 

de DMSO e T80, a quantidade de OE foi substituída por água destilada; para a amostra 

apenas com DMSO, as quantidades de OE e T80 foram substituídas por água destilada.  

Todas as placas de microdiluição foram condicionadas em estufa à 35°C por 24 horas. 

Em seguida, em cada um dos 96 fossos foram adicionados 50 µL de corante CTT, cuja 

coloração vermelha identifica culturas de bactérias. A partir dessa observação, avaliou-

se quais seriam os fossos que apresentavam crescimento ou inibição das cepas 

bacterianas.  

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de CMI, avaliou-se a 

concentração mínima bacteriostática ou bactericida: o fosso, cuja coloração não variou, 

ou seja, no qual não ocorreu crescimento de bactérias indicou a CMI. A partir deste foram 

escolhidos um ponto mais diluído e dois anteriores menos diluídos que os valores de CMI 

e todos foram espalhados em meio de cultura sólido Müller Hinton. Todas as placas de 

Petri foram incubadas em estufa, a 35°C durante 24 h. Após esse período, avaliou-se em 

qual das placas ocorreu ou não o crescimento das culturas de bactéria. Ocorrendo o 

crescimento, o valor de CMI foi classificado como concentração mínima inibitória 

(passível de impedir o crescimento, mas sem a eliminação da cepa do micro-organismo).  

De modo a avaliar o valor de CMB, a partir do o fosso cuja CMI foi determinada, retirou-

se o antecessor e o posterior, os quais foram transferidos para o ágar. A concentração 

correspondente às placas que não apresentaram crescimento de nenhuma colônia foram 

denominadas como CMB, pois além de inibir o crescimento da cultura, resultaram no 

perecimento das colônias.  
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4.2.2 - Produção de nanoemulsões de óleos essenciais por emulsificação de baixa 

e de alta energia.  

Dois diferentes processos de emulsificação foram utilizados: a inversão 

catastrófica de fase (uma emulsificação de baixa energia) e a microfluidização a altas 

pressões (emulsificação de alta energia). Para a composição das NE, avaliaram-se as 

quantidade de surfactante T80 e, consequentemente, a razão mássica entre o surfactante 

e óleo essencial (RSO). Valores de RSO iguais a 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 foram testados. A 

FIGURA 4.1 apresenta um resumo gráfico das variáveis estudadas no processo de 

obtenção de NE  

 

FIGURA 4.1: Resumo gráfico dos parâmetros utilizados para obtenção das 
nanoemulsões por dois diferentes processos de emulsificação: inversão catastrófica de 
fase (baixa energia) e microfluidização em altas pressões (alta energia); variando a 
composição a partir da variação da razão mássica (RSO) entre surfactante e óleo 
essencial.  

 

4.2.2.1 - Emulsificação de baixa energia: inversão catastrófica de fase 

Para o caso das NE obtidas neste trabalho, utilizou-se a adição da fase 

contínua (aquosa) (FIGURA 2.1) na fase dispersa (OE), como descrita por (OSTERTAG 

et al., 2012). A FIGURA 2.1 demostra o procedimento experimental para obter 

nanoemulsões por esse método.  
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As características do OE utilizado (como a densidade) podem influenciar 

nas propriedades das NE (OSTERTAG et al., 2012). Sendo assim, utilizaram-se dois OE: 

alecrim e alho. A característica do surfactante (solubilidade em água ou óleo) e a 

localização deste (solubilizado na fase contínua ou na fase dispersa) interferem na 

distribuição do diâmetro médio, e na estabilidade das NE. Diante isso, optou-se por 

solubilizar o surfactante T80 (hidrofílico com HLB igual à 16,4) na fase aquosa (FIGURA 

2.1b) ou na fase dispersa (FIGURA 2.1c).  

A produção das NE se deu em dois diferentes protocolos: (1) Inversão 

catastrófica de fase em que o surfactante foi solubilizado na fase aquosa, identificado 

pela sigla ICF 1; (2) Inversão catastrófica de fase em que o surfactante foi adicionado no 

OE, fase lipofílica, identificado pela sigla ICF 2. Para todas as NE, a fração volumétrica 

entre água e óleo foi de 95.  

TABELA 4. 1: Porcentagens dos componentes das nanoemulsões de óleo essencial de 
alecrim ou de alho para a emulsificação por inversão catastrófica de fase ICF. Valores 
foram utilizados tanto para o OE de alecrim, quanto para o de alho. 

Emulsificação 
 

RSOa [Óleo essencial]   
(% v/v) 

[surfactante] 
(%m/v) 

Velocidade de 
adição (ml·min-1)b 

 ICF1c 0,5 5 2,26 1 
ICF1 1,0 5 4,43 1 
ICF1 1,5 5 6,51 1 
ICF1 2,0 5 8,51 1 

 ICF2d 0,5 5 2,26 1 
ICF2 1,0 5 4,43 1 
ICF2 1,5 5 6,51 1 
ICF2 2,0 5 8,51 1 
ICF1 0,5 5 2,26 3 
ICF1 1,0 5 4,43 3 
ICF1 1,5 5 6,51 3 
ICF1 2,0 5 8,51 3 
ICF2 0,5 5 2,26 3 
ICF2 1,0 5 4,43 3 
ICF2 1,5 5 6,51 3 
ICF2 2,0 5 8,51 3 

aRazão mássica entre surfactante e óleo essencial; bVelocidade de adição da fase aquosa (H2O); 
cInversão catastrófica de fase tipo 1 (surfactante solubilizado na fase aquosa); dInversão catastrófica de 

fase tipo 2 (surfactante solubilizado na fase oleosa). 

No caso do protocolo ICF 1, diferentes concentrações de surfactante 

(TABELA 4.1) foram solubilizadas em 9,5 ± 0,5 mL de água deionizada, com agitação de 

1000 rpm em agitador magnético por 30 min. Posteriormente a fase contínua foi 

adicionada de forma controlada à fase lipofílica (0,500 ± 0,005 mL) sob agitação de 1500 

rpm. A adição da fase contínua foi feita em duas taxas:  1,0 e 3,0 mL·min-1. Após a adição 

a NE foi deixada sob agitação por cerca de 30 min.  
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No caso da ICF 2, o surfactante foi adicionado à fase lipofílica (0,5 mL) sob 

agitação de 1000 rpm por 30min. Posteriormente adicionaram-se 9,5 ± 0,5 mL da fase 

aquosa na fase lipofílica sob as mesmas taxas: 1,0 e 3,0 mL·min-1. Ao término, essas 

suspensões foram deixadas sob agitação de 1500rpm pode cerca de 30min.  Todas as 

NE foram produzidas em duplicata.   

 

4.2.2.2 - Emulsificação de alta energia: Microfluidização em altas pressões 

Emulsões grosseiras foram preparadas solubilizando diferentes 

concentrações de T80 (TABELA 4.2) em 47,5 ± 0,5 mL de água deionizada sob agitação 

de 1500 rpm. Após a completa solubilização do surfactante, esta fase foi adicionada a 

2,5 ± 0,5 mL (5% v/v) do OE (alecrim ou alho) sob agitação por 10 min. Posteriormente, 

esta emulsões foram submetidas a 0, 1, 2, 3, 5 ou 10 ciclos de homogeneização a 138 

MPa (20.000 psi) em microfluidizador (modelo M-110P, Microfluidics Corp., EUA). Todas 

as NE foram feitas em replicata. 

TABELA 4. 2: Porcentagens dos componentes da nanoemulsões de óleo essencial de 
alecrim ou de alho obtidas por microfluidização (MF) em altas pressões.  

RSOa  

[OE]   
(% v/v) 

 
[surfactante] 

(%m/v) 
Ciclos de MF 

0,5 5 2,26 0 
1,0 5 4,43 0 
1,5 5 6,51 0 
2,0 5 8,51 0 
0,5 5 2,26 1 
1,0 5 4,43 1 
1,5 5 6,51 1 
2,0 5 8,51 1 
0,5 5 2,26 2 
1,0 5 4,43 2 
1,5 5 6,51 2 
2,0 5 8,51 2 
0,5 5 2,26 3 
1,0 5 4,43 3 
1,5 5 6,51 3 
2,0 5 8,51 3 
0,5 5 2,26 5 
1,0 5 4,43 5 
1,5 5 6,51 5 
2,0 5 8,51 5 
0,5 5 2,26 10 
1,0 5 4,43 10 
1,5 5 6,51 10 
2,0 5 8,51 10 

aRazão mássica entre surfactante e óleo essencial;  
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4.2.3 - Caracterização da distribuição de tamanho, tamanho médio e potencial zeta 

das nanoemulsões  

Os valores de tamanho médio e distribuição dos diâmetros médios das NE 

produzidas nos itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2 foram analisados por espalhamento dinâmico da 

luz em um Malvern Zetasizer Nano ZS (Worestershire, Reino Unido) com feixe de luz 

com comprimento de onda 635 nm e usando o ângulo do detector de 173°. Para todas 

as amostras analisadas, diluíram-se 500 µL de amostra em 1500 µL de água deionizada. 

Partículas com diâmetro superior a 3000 nm foram desconsideradas por estarem acima 

do limite de detecção do equipamento, como reportado por MAYER et al. (2013). Todas 

as medidas foram realizadas em triplicatas e logo após a produção das NE.  

 

4.2.4 - Estabilidade coloidal das nanoemulsões de óleo essencial de alecrim e de 

alho. 

As estabilidades coloidais das NE obtidas nos itens 4.2.2.1 e 4.2.2.2. foram 

analisadas no equipamento LUMiSizer® (LUM GmbH, Alemanha). Cerca de 200 µL da 

amostra foram transferidos para cubetas de poliamidas com caminho óptico de 1 mm e 

posicionadas horizontalmente no equipamento, sendo posteriormente submetidas à 

incidência de um feixe de luz na região do infravermelho próximo (λ = 865nm) em um 

campo centrífugo imposto pela rotação a 4000 rpm por 24 h. As estabilidade destas 

emulsões foram avaliadas a partir da correlação transmitância/posição/tempo. A partir 

desta, obtiveram-se os valores de índice de instabilidade (II), valor adimensional entre 0 

e 1, sendo tão mais instável quanto mais próximo da unidade. 

 

4.2.5 – Microscopia eletrônica de transmissão em modo criogênico (MET-crio) 

NE foram caracterizadas quanto às suas morfologias estruturais MET-crio 

em um microscópio JEOL-1400 PLUS. Estas análises foram realizadas no Laboratório 

de Microscopia Eletrônica, pertencente ao Laboratório Nacional de Nanotecnologia 

(LNNano) e ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em 

Campinas, SP. Amostras de NE/alecrim ICF 1 (RSO 1,0), ICF 2 (RSO 2,0) e MF (RSO 



27 
 

 

2,0) foram depositadas em grades de TEM de cobre recobertas com filme lacey de 

carbono (200−300 mesh, Ted Pella, Ltd.,Redding, EUA) e instantaneamente inseridas 

em etano líquido (-170 °C)  em um sistema de vitrificação com controle do ambiente (da 

sigla em inglês CEVS – “controlled environment vitrification system”) modelo Vitrobot. 

Posteriormente as amostras foram mantidas em nitrogênio líquido (-196 °C) durante toda 

a análise.  
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4.3 - Resultados e Discussão 

4.3.1 - Caracterização da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de alho e 

de alecrim: concentração mínima inibitória e concentração mínima bactericida 

A TABELA 4.3 apresenta os resultados de CMI das quatro diferentes 

culturas de bactérias e os resultados de atividade antimicrobiana dos OE de alecrim e de 

alho em quatro culturas de bactérias (TABELA 4.1). A partir desta, obteve-se um gráfico 

(FIGURA 4.2) de barras da CMI. 

TABELA 4. 3: CMI para os OE de alecrim e de alho para diferentes relações de 
quantidade de óleo e de solução. 

Bactérias  

CMI (OE alho) CMI (OE alecrim) 

Gram 
mg/mL 

m/m 

(%) 

v/v 

(%) 
mg/mL 

m/m 

(%) 

v/v 

(%) 

E. coli 3,125 0,312 0,291 3,125 0,312 0,338 Negativa 

S. typhimurium 6,250 0,625 0,581 6,25 0,625 0,676 Negativa 

E. faecalis 0,195 0,020 0,018 3,125 0,312 0,338 Positiva 

S. aureus 0,390 0,039 0,036 6,25 0,625 0,676 Positiva 

 

A partir da FIGURA 4.2, observa-se que os OE de alecrim e de alho 

apresentaram diferença significativa para a característica Gram das bactérias, o que se 

deu em função de uma parede celular mais complexa: bactérias classificadas como 

Gram-negativas apresentam uma camada externa à parede celular composta por 

lipopolissacarídeos e polipeptídeosglicanos que competem uma barreira à 

macromoléculas e compostos hidrofóbicos, como os presentes em OE (MAISANABA et 

al., 2017). Dessa forma, o inibitório foi mais efetivo para bactérias Gram positivas 

(F2GURA 4.2), que demandaram uma quantidade menor de OE para que houvesse a 

inibição do crescimento (maior CMI). Com relação aos diferentes OE, o alho foi mais 

efetivo que o OE de alecrim para Gram-positivas.  

A atividade antimicrobiana de OE está relacionada aos seus componentes 

majoritários. Muitos trabalhos têm discutido a composição e o efeito antibacteriano dos 

OE de alho e de alecrim (ATTI-SANTOS et al., 2005; BARBOSA et al., 2016; 

BENKEBLIA, 2004; FU et al., 2007; GENENA et al., 2008; HARRIS et al., 2001; 

HONÓRIO et al., 2015; MARTINS et al., 2016; SANTOYO et al., 2005).   No caso do OE 

de alho, seu composto majoritário é a alicina (dialil tiosulfanato) que representa, segundo 

BAKRI & DOUGLAS (2005), cerca de 70% dos tiosulfanatos presentes no extrato do alho. 
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Para o OE de alecrim, o composto majoritário é o eucaliptol (1,8 cineol), um terpeno que 

pode, segundo CELIKTAS et al. (2007), apresentar de 20 a 60% da massa total do extrato 

de alecrim, dependendo das questões regionais e sazonais. 
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  OE de alho    OE de alecrim

C
M

I 
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%
)
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FIGURA 4.2: CMI dos OE de alecrim e de alho contra  Escherichia coli, Salmonella 
typhimurium, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. 

Considerando o composto majoritário como sendo o principal composto 

responsável pelo efeito antimicrobiano dos OE de alecrim e de alho e que cada OE 

depende da fonte e do método de extração, é de se esperar que os resultados de CMI 

possam divergir dos resultados apresentados na literatura. CELIKTAS et al. (2007) 

estudaram a composição do extrato da Rosemary officinalis obtido em três diferentes 

épocas do ano, e em três diferentes regiões do planeta, e encontraram teores de 

eucaliptol variando: de 20 a 60%. Dessa forma, a TABELA 4.4 compara os valores de 

CMI dos OE de alecrim e de alho encontrados no presente trabalho com aqueles 

reportados na literatura.  
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TABELA 4. 4: Valores de concentração mínima inibitória (CMI) apresentada na literatura 
para as quatro culturas de bactérias: E. coli, S. typhimurium, E. faecalis e S. aureus contra 
óleos essenciais (OE) de alho e de alecrim.  
 

Gram Bactérias 
CMI (% v/v) a,c CMI (% v/v) b,c Referências 

OE de alho OE de alecrim  

  0,291 0,338 Presente trabalho 

Negativa 

E. coli 

- 0,500 BARBOSA et al. (2016) 

- 1,800 – 2,160 CELIKTAS et al. (2007) 

- 0,250 FU et al. (2007)  

- 0,400 GAMAGE et al. (2009) 

 - 0,108 GENENA et al. (2008) 

 0,001 - GULL et al. (2012) 

 10,000 - KIM (2003) 

 - 3,550 RASHID (2010) 

 0,581 0,676 Presente trabalho 

S. typhimurium 

5,000 - BENKEBLIA (2004) 

- 0,400 GAMAGE et al. (2009) 

0,018 - GULL et al. (2012) 

  0,018 0,338 Presente trabalho 

Positiva 

E. faecalis 
6,640 - BAKRI & DOUGLAS (2005) 

- 0,900 – 2,160 CELIKTAS et al. 2007 

 0,036 0,676 Presente trabalho 

S. aureus 

6,640 - BARKI et al (2005) 

5,00 - BENKEBLIA (2004) 

- 1,800 – 2,160 CELIKTAS et al. (2007) 

- 0,125 FU et al. (2007) 

  - 0,027 – 0,055 GENENA et al. (2008) 

  0,0180 - GULL et al. (2012) 

  7,440 - JOHNSON et al. (2016) 

  10,000 - KIM (2003) 

a densidade do OE de alho: 1,075g·mL-1 disponibilizada pelo fabricante; b densidade do OE de alecrim: 
0,924g·mL-1 disponibilizada pelo fabricante; c para o cálculo de %v/v: [(g)/(g/mL)]x(100%). 

A partir dos dados da FIGURA 4.2 é possível observar que para todas as 

cepas e os dois tipos de OEs, os valores das CMI ficaram abaixo de 0,7% v/v, quantidade 
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essa interessantemente pequena. Sendo assim, a concentração de óleo escolhida foi de 

5% m/v, cerca de dez vezes superior às CMI obtidas para os dois tipos de OE, de modo 

a garantir que durante a produção das NE e posterior adição na matriz polissacarídicas 

haja OE para inibir o crescimento bacteriano. Tal concentração de OE está entre os 

valores utilizados para obtenção de NE (PERAZZO et al., 2015) por emulsificações por 

baixa (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2016) e alta energia (ESPITIA et al., 2019).  

 

4.3.2 - Tamanho médio, distribuição de tamanho e potencial zeta  

4.3.2.1 – Diâmetro médio e distribuição de tamanho das NE de OE obtidas por 

Inversão Catastrófica de fase 

NE de OE de alecrim (fotografias digitais apresentadas na FIGURA 4.3) ou 

de alho (FIGURA 4.4) foram obtidas por método de emulsificação de baixa energia: a 

inversão catastrófica de fase do tipo 1 (ICF 1 - surfactante adicionado à fase aquosa) e 

do tipo 2 (ICF 2 - surfactante adicionado ao óleo essencial). A FIGURA 4.5, FIGURA 4.6 

apresentam, respectivamente, o diâmetro médio para as NE/Alecrim e NE/Alho.  

A FIGURA 2.3 e FIGURA 4.4 representam a característica visual das NE 

obtidas pelos métodos ICF 1 e ICF 2. Emulsões com diâmetros maiores, tendem a ser 

translúcida, característica essa verificada mais intensamente para as emulsões obtidas 

por ICF2, o que pode ser um indício de suspensões com diâmetros maiores.    

 
FIGURA 4. 3: Nanoemulsões de OE de Alecrim obtidas por inversão catastrófica de fase  
1 ( ICF1 - surfactante adicionado à fase hidrofílica) e 2 (ICF 2 - surfactante na fase 
lipofílica) para diferentes razões mássicas de surfactante/OE (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0. 
Fração volumétrica de água igual a 95. 
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O surfactante atua, quando presente em uma mistura de dois líquidos 

imiscíveis, de forma a estabilizá-los, diminuindo a energia interfacial entre (PERAZZO et 

al., 2015). No caso de uma NE do tipo óleo-em-água, o surfactante tende a recobrir a 

fase dispersa (OE), diminuindo a tensão interfacial do sistema e evitando que ocorra 

agregação e coalescência das gotas. Dessa forma, três diferentes variáveis foram 

consideradas para a obtenção de NE por ICF: (1) a localização do surfactante (fase 

aquosa – ICF 1 ou lipofílica- ICF 2); (2) a velocidade de adição da fase aquosa na fase 

lipofílica (1 e 3 ml·min-1); (3) quantidade de surfactante (T80) pela variação razão mássica 

surfactante/OE (RSO) de quantidades inferiores à quantidade de OE utilizada (RSO 0,5) 

à quantidade superiores à de OE utilizada (RSO 2,0). 

 
FIGURA 4. 4: Nanoemulsões de óleo essencial de Alho obtidas por inversão catastrófica 
de fase 1 (surfactante adicionado à fase hidrofílica) e 2 (surfactante na fase lipofílica) para 
diferentes razões mássicas de surfactante/OE (RSO): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0. Fração 
volumétrica de água igual a 95  

De acordo com a FIGURA 4.5, as NE/alecrim obtidas que apresentaram os 

menores diâmetros médios (próximos à 100 nm) foram: RSO 1,0/1ml·min-1 (FIGURA 

4.5a); RSO 1,0/3mL·min-1 (FIGURA 4.5c); RSO 1,5/3mL·min-1(FIGURA 4.5c). Tais 

valores foram obtidos para o caso da emulsificação ICF 1, onde o surfactante está 

localizado na fase aquosa. Quando o surfactante foi adicionado à fase lipofílica (ICF 2), 

os menores valores foram: RSO 1,5/1mL·min-1 (FIGURA 4.5b); RSO 1,5/3mL·min-1 

(FIGURA 4.5d).  

As NE/alho produzidas apresentaram valores de diâmetro médio na região 

entre 100 e 500nm para as seguintes composições para ICF1: RSO 1,0/ 1mL·min-1 
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(FIGURA 4.6a); RSO 2,0/1 mL·min-1 (FIGURA 4.6a); RSO 1,0/3 mL·min-1 (FIGURA 4.6c). 

Quando o surfactante foi, inicialmente solubilizado na fase lipofílica, ou seja, NE obtidas 

por ICF2, a formação de NE com diâmetros entre 100 e 500 nm foi obtida apenas para 

quantidades de surfactante inferior a de OE (RSO 0,5).  
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FIGURA 4. 5: Diâmetro médio de nanoemulsões de óleo essencial de alecrim obtidas por 
inversão catastrófica de fase: surfactante solubilizado em água (ICF1, a e c) e solubilizado 
no óleo (ICF2 – b e d). Razões mássicas de surfactante/óleo (RSO):  0,5; 1,0; 1,5; 2,0. 
Velocidade de adição de (●) de 1,0 mL·min-1 e de 3,0 mL·min-1 (■). Fração volumétrica 
de água igual a 95. 

Observa-se para as NE/alecrim (FIGURA 4.5), que tanto o método ICF1, 

quanto o ICF 2 resultaram em NE com diâmetros médios de gotas próximos à 100 nm, 



34 
 

 

sendo o protocolo ICF 2 o que necessitou de uma maior quantidade de surfactante para 

obter menores diâmetros médios. No caso das NE/alho (FIGURA 4.6), o método mais 

efetivo para obtenção de NE foi o ICF 1. A localização do surfactante não mostrou-se 

interferente para as NE/alecrim. Contudo, foi determinante para a obtenção de partículas 

sub-micrométricas para o OE de alho.   
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FIGURA 4. 6: Diâmetro médio de nanoemulsões de óleo essencial de alho obtidas por 
inversão catastrófica de fase: surfactante solubilizado em água (ICF1 – a e c) e 
solubilizado no óleo (ICF2 – b e d). Razões mássicas de surfactante/óleo (RSO):  0,5; 
1,0; 1,5; 2,0. Velocidade de adição de (●) de 1,0 mL·min-1 e de 3,0 mL·min-1 (■).Fração 
volumétrica de água igual a 95. 

A localização do surfactante tem se mostrado interferente para obtenção 

dos menores diâmetros para NE (JAHANZAD et al., 2009; KOMAIKO & MCCLEMENTS, 
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2016; OSTERTAG et al., 2012). Primeiramente, a formação de nanogotas por inversão 

catastrófica de fase, segundo SAJJADI (2006), ocorre devido a taxa de coalescência das 

gotas da fase aquosa (formada pela adição da mesma na fase oleosa) tornar-se superior 

a taxa de formação das gotas de óleo. Isso resulta em um aumento da fase aquosa da 

emulsão água/óleo, o que promove o transporte de moléculas do surfactante presentes 

nas imediações da interface OE/água, promovendo assim, a formação das nanogotas. 

Somado a isso, a adição da fase aquosa na mistura de surfactante/OE resulta na 

formação de uma fase intermediária de emulsão múltipla (água/óleo/água), a qual é 

precursora das NE a serem obtidas.  

OSTERTAG et al. (2012) variaram a localização do surfactante (de 100% 

em água até 100% em óleo) e obtiveram os menores diâmetros para NE em que o 

surfactante foi adicionado na fase oleosa. Como mecanismo da formação das NE, 

surfactantes hidrossolúveis, como é o caso do T80, quando localizados na fase oleosa 

permitem a formação de microemulsões bicontínuas e emulsões múltiplas, as quais, com 

o aumento da fase aquosa, tendem a quebrar em nanogotas consideravelmente 

menores. Dessa forma, os autores sugerem que o método ICF 2 seja mais efetivo para 

obtenção de NE. KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) estudaram diversos protocolos de 

preparação de NE por emulsificação de baixa energia, e apenas os protocolos em que o 

surfactante foi adicionado à fase do óleo resultaram em diâmetros sub-micrométricos. 

Essa compreensão pode ser utilizadas para o entendimento da obtenção 

de NE/alho, contudo para NE/alecrim, cuja diferença da localização do surfactante não 

interferiu no diâmetro médio, não se aplica.  

Neste caso, outros mecanismos suportam os resultados aqui obtidos para 

obtenção de NE por ICF 1 que foi efetiva para NE/alecrim. BOUCHAMA et al. (2003) 

obtiveram NE de óleo de parafina e surfactante não-iônico (Tritron X-100 - éter 4-terc-

octilfenílico de polietilenoglicol) por dois métodos diferentes de ICF: (1) mistura direta das 

fases oleosa/aquosa e (2) adição controlada da fase aquosa na fase oleosa. Para todos 

os casos, o surfactante foi adicionado na fase aquosa. O segundo método assemelha-se 

ao método ICF1 proposto aqui, corroborando os resultados obtidos para NE/alecrim e 

NE/alho. O mecanismo nesse caso de formação das NE por ICF se assemelha ao de 

emulsificação espontânea, a adição do óleo na fase aquosa (água/surfactante) produz 

camadas bicontínuas na fronteira entre as duas fases imiscíveis. Com o aumento da fase 
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aquosa, há um desprendimento dessa camada bicontínua de OE/surfactante para a fase 

aquosa, e posterior formação das nanogotas. Pelo exposto, sugere-se que o método 

ICF1 tenha se comportado, não como uma inversão catastrófica de fase, mas sim como 

uma emulsificação espontânea, devido à localização do surfactante não permitir a 

formação das emulsões múltiplas, precursoras das NE.  

O tamanho médio das NE (FIGURA 4.5 e FIGURA 4.6) não permite uma 

compreensão específica dos diâmetros das NE, pois o valor pode indicar partículas com 

diâmetro médio de 100 nm, mas não identifica a existência de diferentes populações de 

partículas com 10 e 90 nm, ou partículas com 60 e 40 nm, por exemplo. Para isso, a 

distribuição dos diâmetros, a partir de sua intensidade de luz espalhada, foi organizadas 

de forma compreender a homogeneidade das NE, segundo cada método utilizado. As 

distribuições de diâmetro médio para as NE/alecrim e NE/alho estão dispostas, 

respectivamente, nas FIGURA 4.9 e FIGURA 4.10. Todas as distribuições de diâmetro 

médio por intensidade de espalhamento de luz foram normalizadas quanto ao seu valor 

máximo de intensidade espalhada de forma a permitir a comparação entre a distribuição 

de seus diâmetros, tendo em vista que partículas maiores e menores espalham luz de 

maneira diferente.  

Distribuições de diâmetro (NE/alecrim – FIGURA 4.7) demonstram que, em 

todos os casos, obtiveram-se diâmetros na região de 100 nm ou menores, sendo que em 

alguns a dispersão foi polimodal, ou seja, distribuição heterogênea de diâmetros de nano-

gotas. Dispersões monomodais foram obtidas apenas para valores de RSO 0,5 e RSO 

1,0 (FIGURA 4.7a), ambos obtidas por ICF 2 (surfactante adicionado ao OE). O aumento 

da quantidade de surfactante (aumento dos valores de RSO) resulta no surgimento de 

picos na região de 10nm, o qual relaciona-se ao excedente de surfactante que se auto-

organiza em micelas cujo diâmetro é próximo de 10nm (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015).  
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FIGURA 4. 7: Distribuição do diâmetro em NE/alecrim para valores de razão mássica 
surfactante/OE: (a) RSO 05; (b) RSO 1,0; (c) RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Surfactante 
solubilizado em água (ICF 1 – traço/ponto/vermelho); Surfactante adicionado ao óleo (ICF 
2 – traço contínuo). A fase aquosa foi adicionada à fase lipofílica na razão de 1 e 3 
mL·min-1. Fração volumétrica de água igual a 95. 

 

Contrastando com as NE/alecrim, as NE/alho apresentaram distribuição de 

diâmetros polidispersas, e com diâmetros entre 100 e 1000 nm, exceto para RSO 2,0 e 

velocidade de adição de 1,0 mL·min-1 (Figura 4.8d). Diferentemente das NE/alecrim, as 

NE/alho não apresentam picos na região de 10 nm quando a quantidade de surfactante 

aumenta, principalmente para o método de ICF 2, o que sugere que de alguma forma 

toda a quantidade de surfactante foi utilizada na emulsificação. A maior distribuição de 
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diâmetros para as NE/alho, mesmo para altas concentrações de surfactante (RSO 2,0) 

podem indicar que para o sistema água/ T80/OE alho a quantidade de surfactante não 

foi suficiente para evitar a coalescência de gotas de óleo formadas durante a 

emulsificação (visível pela formação de sedimentos – FIGURA 4.4). A diminuição do 

diâmetro das gotas aumenta a área superficial destas, demandando uma quantidade 

maior de surfactante, o que para esse caso não foi suficiente. Além disso, apenas para 

razões específicas de água/óleo/surfactante a emulsificação espontânea (ou formação 

das emulsões múltiplas, precursoras das nanogotas) torna-se possível (KOMAIKO & 

MCCLEMENTS, 2015). No caso da NE/alho, estudos posteriores com concentrações de 

surfactante maiores podem ser feitos no intuito de identificar otimizar a obtenção de NE 

por ICF.  

A concentração de surfactante interferiu no diâmetro médio das NE/alecrim 

apenas para as obtidas pela inversão catastrófica de fase em que o surfactante esteve 

inicialmente dissolvido na fase lipofílica (ICF 2). LI et al. (2013) obtiveram resultados 

similares para NE de diferentes óleos (D-limoneno, oliva, milho, girassol e soja) e T80. 

Dos três valores de RSO estudados (1:2, 1:1 e 3:2) a maior quantidade de surfactante 

(RSO 3:2) diminuiu de forma considerável o diâmetro médio das NE, produzindo 

distribuições de diâmetros estreitas, o que indica maior homogeneidade. Aqui, o aumento 

nos valores de RSO, primeiramente para ICF 2, resultou em um deslocamento dos picos, 

e encurtamento, da região entre 100 e 1000 nm (FIGURA 4.7a – RSO 0,5) para a região 

entre 10 e 100nm, demostrando que o aumento da quantidade de surfactante pode 

promover a formação de diâmetros menores e homogêneos para as NE/alecrim. 

Resultados similares foram obtidos por FERNANDEZ et al. (2004) e MAYER et al. (2013). 

Nesse último, NE foram obtidas por ICF 2 e com diferentes valores de RSO (de 0,5 até 

2,0). Quantidades maiores de surfactantes reduziram o tamanho médio das NE. Os 

autores relacionam isso à necessidade de ter-se surfactante suficiente para recobrir todas 

as nano-gotas formadas, evitando a coalescência destas, e ainda à necessidade de haver 

uma quantidade suficiente de surfactante para que haja a formação de emulsões 

múltiplas, precursoras das nano-gotas formadas (OSTERTAG et al., 2012).   

A velocidade de adição da fase aquosa no OE apresentou diferenças na 

distribuição dos diâmetros das NE/alecrim e NE/alho. NE/alecrim com menores 

concentrações de surfactante (RSO 0,5 e 1,0) mostraram diferenças quando a taxa de 
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adição aumentou de 1,0 para 3,0 mL·min-1. Diferença essa, não foi observada para 

maiores valores de RSO. Com RSO igual a 0,5, o aumento da velocidade permitiu a 

obtenção de NE com dispersão monomodal. Com o aumento do valor de RSO para 1,0, 

os menores diâmetros foram obtidos para velocidade de 1,0 mL·min-1. Isso sugere que 

para concentrações baixas de surfactante, a taxa em que a fase aquosa mistura-se com 

do óleo pode interferir na obtenção de NE mais homogêneas.  
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FIGURA 4. 8: Distribuição do diâmetro em NE/Alho para diferentes razões mássicas de 
surfactante/OE: (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (c) RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Surfactante 
solubilizado em água (ICF 1 – traço/ponto); surfactante adicionado ao óleo (ICF 2 – traço 
contínuo). A fase aquosa foi adicionada à fase lipofílica na razão de 1 e 3 mL·min-1. 
Fração volumétrica de água igual a 95 
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Quando comparados os dois protocolos de ICF, o segundo método, cujo 

surfactante inicia-se na fase oleosa não foram observadas diferenças para menores 

valores de RSO nas NE/alho. Para NE/alecrim e RSO 1,0, 1,5 e 2,0 um deslocamento 

das dispersões para tamanhos menores quando a velocidade de adição diminui, bem 

como um aumento na intensidade de partículas com diâmetros menores. No caso das 

NE/Alho, apenas com RSO 2,0 e ICF 1 nota-se diferença na distribuição dos tamanhos 

das NE. Em trabalhos anteriores não foi reportada interferência da velocidade de adição 

nos diâmetros ou estabilidade das NE. KOMAIKO & MCCLEMENTS (2014) avaliaram o 

diâmetro médio das NE hexadecano/T80 para tempos de 10-1 até 102 min de adição total 

da fase aquosa, sugerindo não haver diferença entre as taxas para obtenção de 

diâmetros menores. 

 

4.3.2.2 - Diâmetro médio e distribuição de tamanho das NE de OE obtidas por 

microfluidização  

As fotografias digitais das NE, bem como das emulsões grosseiras foram 

organizadas FIGURA 4.9. O diâmetro médio das NE/Alecrim e NE/Alho obtidas por 

emulsificação de alta energia, microfluidização (MF) em altas pressões, estão 

apresentadas, respectivamente, na FIGURA 4.10 e FIGURA 4.11.  

A microfluidização por altas pressões é um método mais efetivo para 

obtenção de NE para diferentes composições (quantidade e tipos de OE, e surfactantes), 

bem como parâmetro de processo (número de ciclos e pressão) (GALOOYAK & DABIR, 

2015; GARCÍA-MÁRQUEZ et al., 2017; JAFARI et al., 2006; MAYER et al., 2013; 

OSTERTAG et al., 2012; RAO & MCCLEMENTS, 2011). No caso das NE obtidas aqui, 

constata-se que à pressão de 20000 psi (138 MPa) e variado número de ciclos (de 1 até 

10) foram suficientes para promover a rupturas das gotas de OE suspensas na fase 

contínua (emulsão grosseira) em gotículas nanométricas tanto para OE de alecrim quanto 

para OE de alho. No comparativo com a emulsificação de baixa energia, a MF foi, como 

esperado, um método mais efetivo para obtenção de emulsões do que o ICF, cujo 

tamanho médio das nano-gotas está abaixo dos 200 nm. 
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FIGURA 4. 9: Nanoemulsões: OE de alecrim (a,b,c) e OE alho (d, e, f). NE obtidas por 
0,3 e 10 ciclos de  microfluidização em altas pressões e diferentes razões mássicas 
surfactante/OE (RSO): (a,d) 0,5; (b,e) 1,0; (c,f) 2,0. Fração volumétrica de água igual a 
95 
 

Diferentemente do processo de emulsificação por baixa energia, neste caso 

iniciou-se a obtenção das NE a partir de emulsões grosseiras, ou seja, de suspensões 

coloidais com diâmetros de gotas na escala micrométrica, as quais estão indicadas como 

sendo as com ciclo de microfluidização igual a zero nas FIGURA 4.10 (NE/alecrim) e 

FIGURA 4.11 (NE/alho).  
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FIGURA 4. 10: Diâmetro médio de nanoemulsões de óleo essencial de alecrim obtidas 
por microfluidização em altas pressões para diferentes ciclos (0,1, 2, 3, 5 e 10) e 
diferentes razões mássicas de surfactante e óleo essencial de alecrim (RSO): (■) RSO 

0,5; (▲) 1,0; (●) 1,5 (♦).Fração volumétrica de água igual a 95 

 

Tanto para NE/Alecrim quanto para NE/Alho, com a passagem das 

emulsões grosseiras por um ciclo de MF (esquema FIGURA 2.2), houve um decréscimo 

considerável no diâmetro médio, partindo de partículas micrométricas para estruturas 

com diâmetro próximos à 100 nm. Com o aumento no número de ciclos até o valor de 10, 

o diâmetro médio para as NE/alecrim alcançou valores próximos aos 10 nm (FIGURA 

4.12d), e das NE/alho esses valores foram próximos aos 50 nm (FIGURA 4.11c). O 

número de ciclos já foi reportado como uma forma efetiva de obter NE. SALVIA-
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TRUJILLO et al. (2015) produziram NE de diferentes óleos essenciais (erva-cidreira, 

cravo, tomilho, gerânio, hortelã, entre outros) e para alguns desses, o decréscimo do 

diâmetro foi observado já a partir do primeiro ciclo de MF. Os autores ainda observaram 

que esse decréscimo depende do tipo do OE e de suas características com o polaridade 

e solubilidade à água. No caso das emulsões produzidas neste trabalho, ambos OE 

permitiram o decréscimo no diâmetro médio apenas com a passagem da emulsão 

grosseira por um ciclo de microfluidização.  
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FIGURA 4. 11: Diâmetro médio de nanoemulsões de óleo essencial de alho obtidas por 
microfluidização em altas pressões para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes 

razões mássicas de surfactante/OE (RSO): (■) RSO 0,5; (▲) RSO 1,0; (●) RSO 1,5; (♦) 

RSO 2,0. Fração volumétrica de água igual a 95 
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O número de ciclos de passagem no microfluidizador mostrou-se 

determinante para obter menores diâmetros de gotas. O decréscimo no diâmetro médio 

à medida que o número de ciclos aumenta foi, em alguns casos, exponencial, o qual 

mostrou-se mais evidente para as NE/Alho (FIGURA 4.11). NE/alecrim (FIGURA 4.10) 

apresentaram os menores valores de diâmetro médio para: RSO 2,0/3 ciclos (FIGURA 

4.10d) e RSO 2,0/10 ciclos (FIGURA 4.10d). Já para NE/alho obtidas por MF, os menores 

valores foram: RSO 1,5/10cilos (FIGURA 4.11c) e RSO 2,0/10 ciclos (FIGURA 4.11d); o 

que indica que maiores quantidades de surfactante podem resultar em NE com diâmetros 

médios menores.  GALOOYAK & DABIR (2015) produziram NE de óleo de girassol 

estabilizadas com Tween 20 por diferentes números de ciclos: 1, 2, 3, 4, e 5. Segundo os 

autores, a recirculação da emulsão pela câmara de interação permite expor, de forma 

homogênea, todas as partículas à mesma taxa de cisalhamento, e consequentemente, 

às mesmas forças de ruptura, resultando em diâmetros menores e dispersões de 

tamanho homogêneas.  

Para BAI & MCCLEMENTS (2016) a energia de ruptura das gotículas 

durante os ciclos só é o mecanismo dominante para altas concentrações de surfactante. 

Para concentrações baixas de surfactante, o mesmo deve ser considerado como atuante 

(em suas características de solubilidade na fase dispersa) sobre o diâmetro médio das 

NE. Aqui a quantidade de surfactante foi estudada pela variação nos valores de RSO. 

Nas NE/alecrim, o aumento nos valores de RSO, ou seja, o aumento da quantidade de 

surfactante em comparação com a quantidade de OE, reduziu de forma expressiva os 

diâmetros médios ao final de 10 ciclos de 94 ± 33 nm para 14 ± 2 nm quando o valor de 

RSO aumentou de 0,5 para 2,0. A diminuição se sucedeu para as NE/alho, reduzindo o 

diâmetro de gota de 64 ± 1 nm para 36 ± 9 nm, respectivamente relacionados aos valores 

de 0,5 e 2,0 de RSO. Esta observação sugere que, independentemente do tipo de OE 

(alecrim ou alho), o surfactante pode facilitar a formação de nano-gotas para NE obtidas 

por MF. Diâmetros menores foram alcançados para valores de RSO igual a 1 em relação 

à NE com RSO igual à 0,1 (MAYER et al., 2013). Diversos trabalhos apresentam a 

diminuição do diâmetro das NE com número de ciclos superior à 1 e com diferentes 

valores de RSO (ARTIGA-ARTIGAS et al., 2017; RAO & MCCLEMENTS, 2012a; 

SALVIA-TRUJILLO et al., 2017).  
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NE foram aqui obtidas com um surfactante hidrofílico (balanço hidrofílico-

lipofílico - HLB 15) e a concentração de surfactante inferiu menores diâmetros médios. 

De forma complementar, PÉREZ-CÓRDOBA et al. (2018) também sugerem que a adição 

de surfactantes lipossolúvel (HBL 4.1) à fase oleosa (no caso do estudo, OE alho e 

cinamaldeído) e o aumento no número de ciclos de 1 para 3, resulta em diâmetros médios 

na região dos 100 nm e dispersões monomodais. 

Pelo fato do diâmetro médio das NE não descrever em totalidade a 

população de partículas com seus respectivos diâmetros (SALVIA-TRUJILLO et al., 

2015), faz-se necessária a avaliação das distribuições de tamanho médio das NE. O 

efeito do número de ciclos de microfluidização, bem como da quantidade de surfactantes 

também, fica evidente ao se examinarem as curvas de distribuição de diâmetro das 

NE/alecrim (FIGURA 4.12) e das NE/alho (FIGURA 4.13). O processo de MF produziu 

NE com distribuição de diâmetros médios na região entre 10 e 50 nm para todos os casos 

(FIGURA 4.12 e FIGURA 4.13), algo que não foi alcançado pelas NE obtidas por inversão 

catastrófica de fase (item 4.3.2.1). Nota-se que um ciclo já foi suficiente para produzir NE 

monomodais, com exceção de quando a quantidade de surfactante foi menor do que a 

de OE alecrim (RSO 0,5 – FIGURA 4.12a).  

O aumento no número de ciclos resultou na diminuição e homogeneização 

dos diâmetros médios (FIGURA 4.12a). Os pequenos picos na região entre 100 e 1000nm 

(FIGURA 4.12a) podem estar relacionados com a agregação de gotículas de óleo 

formadas após a passagem na câmara de interação (FIGURA 2.2) e que não foram 

recobertas com surfactante. O aparecimento de picos na região de 100 nm pode estar 

relacionado com a coalescência de nanogotas, as quais não foram recobertas por 

surfactante e, portanto, não estabilizadas.  

Para os valores de RSO igual ou superior à quantidade de OE (RSO ≥1), 

verificou-se que o número de ciclos tende a deslocar a dispersão de diâmetros para 

regiões mais próximas de 10 nm. Isso sugere que o excedente de surfactante tende a 

recobrir as gotículas de OE de alecrim formadas durante os novos ciclos de 

microfluidização que tendem a forçar o choque entre as gotículas formadas no ciclo 

anterior. Isso pode também resultar em possíveis aglomerados, uma vez que partículas 

podem colidir e, consequentemente, coalescer ou agregar, justificando a existência de 

pequenos picos de dispersão entre 100 e 1000nm. 
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FIGURA 4.12: Distribuição do diâmetro em nanoemulsões de óleo essencial de alecrim 
para diferentes razões mássicas de surfactante/OE (RSO): (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (c) 
RSO 1,5; (d) RSO 2,0. Curvas deslocadas no eixo y indicam diferentes ciclos de 
microfluidização (MF): 1, 2, 3, 5, 10. Fração volumétrica de água igual a 95 
 

O efeito do número de ciclos e da quantidade de surfactante na distribuição 

dos diâmetros médios fica mais evidente para as NE/alho e valores de RSO iguais a 0,5 

e 1,0. Em ambos os casos, o aumento no número de ciclos de 1 para 10 ciclos, deslocou 

as dispersões de diâmetro da região de 100 nm para a região de 10 nm, achatando a 

curva, o que indica uma maior homogeneidade das NE/alho para esses casos. Isso é 

visível a olho nu, tendo em vista que após 10 ciclos, as NE/Alho estão transparentes, o 

que sugere que os tamanhos das nano-gotas é inferior ao comprimento de onda da luz 

(fotografias digitais das NE/alecrim obtidas por MF – FIGURA 4.9). À medida que o valor 
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de RSO aumenta de 1,0 para 1,5, e posteriormente para 2,0, as curvas de distribuição 

dos tamanhos médios alargam-se, indicando uma população de gotículas com diâmetro 

variado. Todavia, até para esses casos, o aumento no número de ciclos resultou em 

distribuições monomodais. No comparativo entre as NE/alecrim e NE/alho obtidas por 

MF, verifica-se que as NE/alecrim obtiveram distribuições próximas da região de 10 nm 

e mais estreitas que as NE/alho, o que indica maior homogeneidade de diâmetros.  
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FIGURA 4. 13: Distribuição do diâmetro em nanoemulsões de óleo essencial de alho para 
diferentes razões mássicas de surfactante/OE (RSO): (a) RSO 0,5; (b) RSO 1,0; (c) RSO 
1,5; (d) RSO 2,0. Curvas deslocadas no eixo y indicam diferentes ciclos de 
microfluidização (MF): 1, 2, 3, 5, 10. Fração volumétrica de água igual a 95 
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4.3.2.2 – Potencial zeta das NE obtidas por inversão catastrófica de fase e 

microfluidização 

O potencial zeta pode ser definido como o potencial elétrico no plano 

hidrodinâmico de cisalhamento formado pela interação da carga superficial das partículas 

suspensas em solução e da interação entre os contra-íons presentes em solução (JOSHI 

et al., 2016). O potencial zeta é um bom indicador de estabilidade de sistemas coloidais, 

dentre eles, das nanoemulsões (HUA et al., 2019). Suspensões com potencial, em 

módulo, próximos ou superiores à 30 mV, tendem a possuírem maior estabilidade, tendo 

em vista que o módulo da carga é suficiente para promover a repulsão entre as partículas 

e, consequentemente evitar a floculação ou coalescência dessas, mecanismos de 

instabilidade presentes em sistemas coloidais (LI & CHIANG, 2012). O potencial zeta das 

NE/alecrim e das NE/alho obtidas por ICF pelos dois protocolos (1 e 2) está apresentada 

nas FIGURAS 4.14 e FIGURA 4.15, respectivamente.  

O potencial zeta das NE/alecrim e NE/alho. NE/alecrim que apresentaram 

os maiores valores (em módulo), foram aquelas obtidas por ICF2 (FIGURA 4.14b e d), 

em que o surfactante esteve, primeiramente, solubilizado na fase lipofílica (OE). Contudo, 

para todas essas NE/alecrim o valor do módulo se mostrou muito abaixo de -30mV, 

variando de valores entre -5,9 ± 0,2 mV (RSO 1,0/ICF 2/3mL·min-1) e valores positivos 

como 1,0 ± 0,6 mV (RSO 0,5/ICF 2/1mL·min-1). Isso sugere, que NE/alecrim obtidas por 

ICF tenham baixa estabilidade e sejam suscetíveis à mecanismos de estabilização como 

floculação e coalescência (MCCLEMENTS, 2007). Cabe aqui, destacar o resultado 

destoante, neste caso: NE/alecrim (RSO 1,5/ICF 1/3mL·min-1), cujo o potencial zeta 

apresentou valores de -22 ± 1 mV. Para NE/alho, os valores de potencial zeta não 

apresentaram, assim como as NE/alecrim, uma correlação entre os métodos de 

obtenção, bem como na composição (RSO). Verifica-se que o protocolo ICF 1 (em que o 

surfactante foi inicialmente solubilizado na fase aquosa), para as NE/alho, resultou em 

maiores valores do módulo do potencial zeta (FIGURA 4.15a e c). Sendo que o maior 

valor, -26 ± 1 mV, foi obtido para NE/alho obtidas pelo método ICF 1, RSO 0,5 e 

velocidade de adição de 1mL·min-1.  
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FIGURA 4. 14: Potencial zeta de nanoemulsões de óleo essencial de alecrim obtidas por 
inversão catastrófica de fase: surfactante solubilizado em água (ICF1 – a e c) e 
solubilizado no óleo (ICF2 – b e d). Razões mássicas de surfactante/óleo (RSO):  0,5; 

1,0; 1,5; 2,0. Velocidade de adição de (●) de 1,0 mL·min-1 e (■) de 3,0 mL·min-1. 

No caso de NE, as características (carga e módulo) do potencial de 

superfície das nanogotas pode ser controlado, determinando-se qual surfactante a ser 

aplicado para a estabilização desse sistema, bem com as característica do OE e valores 

de pH das suspensões. Para as NE aqui obtidas, o pH não foi alterado, estando este 

valores próximo ao da água pura: entre 6 e 7.  

No que compete o sinal da carga do potencial zeta, surfactantes não-

iônicos, como o T80, não deveriam apresentar carga de superfície (MCCLEMENTS, 
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2016), contudo o que se observa, tanto para as NE/alecrim, quanto para as NE/alho é 

uma carga superficial negativa.  

De modo a identificar a natureza da carga negativa do potencial zeta, 

realizou-se medidas para soluções de água ultrapura e OE (alho ou alecrim) e também 

para o T80 quando solubilizado nas concentrações utilizadas. Os valores do potencial 

zeta dos OE de alecrim, alho e T80 foram, respectivamente: -17 ± 3, -10 ± 6 e -12 ± 5 

mV. Tais valores, todos de natureza negativa corroboram o que foi obtido para as NE, 

sejam para o OE de alho ou para o OE de alecrim. Entretanto, estes valores não permitem 

diferenciar a fonte das cargas negativas. Um aumento na quantidade de surfactante, se 

este fosse o mandatório na carga, resultaria em um aumento nos módulo destas (de RSO 

0,5 para 2,0), algo que não foi observado. O que sugere-se aqui, é que a carga seja 

proveniente de ambos componentes da gota: OE e surfactante; o que está em 

consonância com discutido por MCCLEMENTS (2016).  

A literatura apresenta resultados similares para NE com T80 como 

estabilizante. ARTIGA-ARTIGAS et al. (2017) NE de óleo de milho e T80 apresentaram 

valores de potencial zeta de entre -16 ± 2 até -39 ± 3 mV com a adição de alginato de 

sódio às NE. MCCLEMENTS & RAO (2011) sugerem que o valor negativo pode estar 

relacionado à presença de ácidos graxos livres (presentes nos OE) ou ainda impurezas 

remanescente do processo de obtenção do surfactante. QIAN et al. (2012) inferem que 

ânions pequenos (como OH-) em água, podem preferencialmente ser absorvidos pela 

interface óleo/água, e com isso contribuírem para a carga  de natureza negativa das NE.  

Como já discutido, tanto NE/alecrim quanto NE/alho apresentaram carga 

negativa para o potencial Zeta. Isso também foi observado para as NE produzidas por 

microfluidização à altas pressões. As FIGURAS 4.16 e FIGURAS 4.17 apresentam, 

respectivamente o potencial zeta das NE/alecrim e NE/alho. 
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FIGURA 4. 15: Potencial zeta de nanoemulsões de óleo essencial de alho obtidas por 
inversão catastrófica de fase: surfactante solubilizado em água (ICF 1) e solubilizado no 
óleo (ICF 2). Razões mássicas de surfactante/óleo (RSO):  0,5; 1,0; 1,5; 2,0. Velocidade 
de adição de (●) de 1,0 mL·min-1 e de 3,0 mL·min-1 (■). 

Na FIGURA 4.16, verifica-se que o processo de MF gerou nanogotas com 

potencial de superfície superior ao processo de ICF para obter NE/alecrim, indicando NE 

com maior estabilidade (HUA et al., 2019). Os maiores valores, em módulo, foram obtidos 

para as NE com composição de RSO igual a 0,5, com maior valor para 3 ciclos: -24 ± 12 

mV.  
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FIGURA 4. 16: Potencial zeta de nanoemulsões de óleo essencial alecrim obtidas por 
microfluidização em altas pressões para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes 

razões mássicas surfactante/OE: (■) RSO 0,5; (▲) RSO 1,0; (●) RSO 1,5; (♦) RSO 2,0.  

. A composição de RSO 0,5, ou seja, de uma quantidade menor de 

surfactante em relação à quantidade de OE de alecrim apresentou valores com desvios 

que chegam à mais de 30% do valor. Isso pode indicar uma dispersão heterogênea do 

potencial das NE (constatado para as distribuições de diâmetro médio discutidas no item 

4.3.2.1). Isso não se repete para as outras composições RSO 1,0, 1,5, e 2,0, o que pode 

indicar que para quantidade superiores de OE, o potencial possa estar sendo influenciado 

pela característica do OE (ácidos graxos, por exemplo) presentes em sua composição.  



53 
 

 

0 2 4 6 8 10
-40

-35

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0

0 2 4 6 8 10
-40

-35

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0

0 2 4 6 8 10
-40

-35

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0

0 2 4 6 8 10
-40

-35

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0 (d)(c)

(b)(a)

P
o
te

n
c
ia

l 
z
e
ta

 (
m

V
)

Ciclos de microfluidização
 

FIGURA 4. 17: potencial zeta de nanoemulsões de óleo essencial alho obtidas por 
microfluidização em altas pressões para diferentes ciclos (0, 1, 2, 3, 5 e 10) e diferentes 

razões mássicas surfactante/OE: (■) RSO 0,5; (▲) RSO 1,0; (●) RSO 1,5; (♦) RSO 2,0 

O número de ciclos não interferiu no valor do módulo do potencial. Tais 

resultados contrastam com os de ARTIGA-ARTIGAS et al. (2017), cuja passagem por 

cinco ciclos de emulsões grosseiras no microfluidizador diminuíram o valor do módulo 

das NE de milho/Tween80. O mesmo foi encontrado para GARCÍA-MÁRQUEZ et al. 

(2017) em que cinco ciclos diminuiu o valor de -15 ± 2  para -30 ± 2mV. Contudo, até o 

presente momento a literatura não apresenta relação entre número de ciclos e aumento 

na carga superficial. Estudos posteriores, acerca da relação área superficial/carga/ciclos 

podem elucidar essa dependência. 
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A quantidade de surfactante (RSO) indicou diferença no módulo do 

potencial para as NE/alecrim. Para RSO 0,5 o valor foi de -15 ± 6 mV, enquanto para 

RSO 2,0, o valor diminuiu para -4 ± 2 mV. O aumento na quantidade de surfactante tende 

a dificultar a difusão e o movimento Browniano de partículas. Dessa forma, diminuindo a 

mobilidade, o que resultaria em valores menores como os obtidos aqui.  

As NE/alho obtidas por MF em altas pressões não apresentaram relação 

entre o número de ciclos e o valor do módulo (FIGURA 4.17). Isso fica evidente para a 

composição de RSO 0,5 (FIGURA 4.17a) em que o potencial zeta se mostrou superior 

para a emulsão grosseira, do que para as NE produzidas posteriormente aos ciclos de 

MF. Com o aumento no valor de RSO, o que se observou foram valores próximos e entre 

-10 e -20 mV. Valores estes compatíveis, e em alguns casos superiores, aos das NE 

obtidas por ICF2 (FIGURA 4.15). A natureza da carga, como já discutido para as 

NE/alecrim, manteve-se consonante aos valores tanto para as NE obtidas por ICF, e com 

os obtidos para o OE e surfactante (-10 ± 6 e -12 ± 5 mV, respectivamente). 

 

 

4.3.3 - Estabilidade das Nanoemulsões  

NE são sistemas coloidais formados por duas fases imiscíveis, neste caso 

óleo disperso em água, as quais podem ser estabilizadas por emulsificantes, como 

surfactante, que diminuem a tensão interfacial entre as fases (DONSÌ & FERRARI, 2016). 

NE são definidas com cineticamente estáveis ou metaestáveis (KOMAIKO & 

MCCLEMENTS, 2016; MCCLEMENTS, 2007), ou seja, suscetíveis à separação de fase, 

dada a instabilidade termodinâmica. Dessa forma, faz-se necessário compreender a 

estabilidade das NE, o tempo de estabilidade, bem como os mecanismos que a regem.  

Avaliou-se a estabilidade das NE/ produzidas para dois diferentes OE: alho 

e alecrim; por alta (MF) e baixa (ICF) energia, sendo que no primeiro investigou-se o 

número de ciclos, enquanto no segundo, a localização do surfactante. Por fim, avaliou-

se o efeito da concentração de surfactantes (RSO). A partir das análises, foram gerados 

três diferentes resultados: os valores de índice de instabilidade (II - valor de 0 à 1), sendo 

a NE mais instável quanto mais próximo da unidade (TABELA 4.5); curvas de 
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instabilidade e tempo (FIGURA 4.18 e 4.19); curvas de transmissão de radiação do 

infravermelho/tempo/posição (APÊNDICE A).  

A TABELA 4.5 apresenta os II para de NE estudadas. No caso das 

microfluidizadas, optou-se por utilizar apenas 0, 3 e 10 ciclos e três valores de 

concentração de surfactante (RSO 0,5; 1,0; 2,0). Constata-se que as formulações mais 

estáveis, ou seja, que apresentaram os menores valores (p<0,05) de índice de 

instabilidade foram: NE/alecrim/MF/10ciclos/RSO2,0; NE/alecrim/ICF2/RSO2,0; 

NE/alho/MF/10ciclos/RSO1,0.  

Na comparação do grupo com o mesmo OE, no caso do alecrim 

primeiramente, a concentração de surfactante (RSO), número de ciclos, método de 

emulsificação não mostraram diferença significativa (p<0,05). Para as NE/alho, com 

exceção da composição que mostrou diferença (NE/alho/MF/10ciclos/RSO1,0) o IE não 

foi alterado de maneira significativa (p<0,05) pela variação em nenhum dos processo (MF 

ou ICF) ou na composição. Os resultados sugerem que para as combinações utilizadas 

e tipos de OE, o método de alta energia se mostra mais eficiente para produzir NE mais 

estáveis.  

Os valores de índice de instabilidade (TABELA 4.5) foram obtidos ao final 

do procedimento e tendem a não descrever o mecanismo, bem como o comportamento 

das NE quando submetidas a forças que tendem a desestabilizar nanoemulsões por 

processo de separação gravitacional. Curvas II com relação ao tempo, descrevem o 

comportamento instável das NE à medida que são submetidas à forças provenientes do 

processo de centrifugação. Tais curvas estão apresentadas na FIGURA 4.18 (NE por 

ICF) e FIGURA 4.19 (NE por MF).  

A FIGURA 4.18 mostra o método ICF, quando o surfactante fora adicionado 

à fase do aquosa (ICF1 – FIGURA 4.19b e d) ou na fase do OE (ICF2 – FIGURA 4.18a e 

c). A taxa de aumento do II com o tempo foi menor para NE/Alecrim e NE/Alho obtidas 

por ICF 2, indicando que a localização do surfactante, em processo de emulsificação de 

baixa energia, não só interfere nos diâmetros das nanogotas (OSTERTAG et al., 2012), 

mas também na estabilidade destas. De maneira complementar ao valor de II (TABELA 

4.5), notou-se que as NE/Alho para ICF 2 demonstraram uma maior resistência (tempo 

superior à 100 s) ao início da desestabilização do que as NE/Alecrim (por volta dos 50s).  
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TABELA 4. 5: Índice de instabilidade das nanoemulsões obtidas por inversão catastrófica 
de fase tipo 1(ICF1)* e tipo 2(ICF2)**, e microfluidização (MF) para diferentes valores de 
razão mássica surfactante/OE (RSO) 

 ICF MF  
Índice de 

Instabilidade 
NE Método Ciclos RSO (valor médio) 

alecrim 

 0 0,5 0,89 ± 0,01 a,b,c 

 3 0,5 0,82 ± 0,06 a,b,c,d 

 10 0,5 0,82 ± 0,07 a,b,c,d 

 0 1,0 0,81 ± 0,02 a,b,c,d 

 3 1,0 0,87 ± 0,02 a,b,c 

 10 1,0 0,81 ± 0,03 a,b,c,d 

 0 2,0 0,60 ± 0,04 d 

 3 2,0 0,13 ± 0,05 e 

 10 2,0 0,12 ± 0,01 e 

1  0,5 0,90 ± 0,01 a,b,c 

1  1,0 0,91 ± 0,01 a,b,c 

1  1,5 0,90 ± 0,01 a,b,c 

1  2,0 0,89 ± 0,02 a,b,c 

2  0,5 0,85 ± 0,02 a,b,c,d 

2  1,0 0,87 ± 0,05 a,b,c 

2  1,5 0,89 ± 0,05 a,b,c 

2  2,0 0,61 ± 0,16 d 

alho 

 0 0,5 0,90 ± 0,01 a,b,c 

 3 0,5 0,80 ± 0,02 a,b,c,d 

 10 0,5 0,75 ± 0,01 a,b,c 

 0 1,0 0,92 ± 0,03 a,b 

 3 1,0 0,68 ± 0,02 b,c,d 

 10 1,0 0,61 ± 0,11 d 

 0 2,0 0,94 ± 0,01 a 

 3 2,0 0,85 ± 0,01 b,c,d 

 10 2,0 0,78 ± 0,07 a,b,c,d 

1  0,5 0,67 ± 0,10 c,d 

1  1,0 0,73 ± 0,10 a,b,c,d 

1  1,5 0,73 ± 0,03 a,b,c,d 

1  2,0 0,80 ± 0,01 a,b,c,d 

2  0,5 0,87 ± 0,01 a,b,c 

2  1,0 0,88 ± 0,02 a,b,c 

2  1,5 0,92 ± 0,04 a,b 

2  2,0 0,89 ± 0,01 a,b,c 

*surfactante solubilizado em água; **surfactante adicionado à fase lipofílica; letras diferentes indicam, valores 

significativamente diferentes (p<0,05). 
 

O surfactante atua como componente estabilizante em NE, uma vez que as 

duas fases são imiscíveis, e para emulsificações de baixa energia, sua concentração é 

fator importante para a estabilidade. Essa dependência fica evidenciada para NE/alecrim 

obtidas por ICF 2, em que a curva referente ao valor de RSO 2,0 destoa das demais 
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(FIGURA 4.18), com valores de II final muito menores que os demais. Isso permite inferir 

que não só os valores de RSO, mas também o tipo de OE interferem na estabilidade das 

NE.  

 

 

FIGURA 4. 18: Curvas de índice de instabilidade pelo tempo para NE/alecrim (a, b) e 
NE/alho (c, d). Comparativo entre instabilidade em relação ao tempo para dois protocolos 
de inversão catastrófica de fase: ICF 1 e ICF 2, variando os valores da razão mássica 
surfactante/OE (RSO).  

A composição das NE também interferiu no II das NE obtidas por 

microfluidização. Quando o valor de RSO aumentou de 0,5 (FIGURA 4.19a) para 2,0 

(FIGURA 4.19c), observou-se uma diminuição na taxa de variação do II pelo tempo, 

mesmo para composições que não foram submetidas ao processo de microfluidização 

(zero ciclo – FIGURA 4.19, curvas em preto). Esse comportamento se repete para as 

NE/Alho (FIGURA 4.19d e f). Com o aumento do número de ciclos, a diminuição é 

acentuada ao ponto de não se modificar a medida que o tempo passa para as NE/alecrim, 

não sendo tão eficiente para as NE/alho, sugerindo  que as características da fase 
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dispersa (no acaso do OE) tendem a interferir nas propriedades físicas-químicas das NE, 

como já estudado por OSTERTAG et al. (2012) e SALVIA-TRUJILLO et al. (2015).  

 
FIGURA 4. 19: Curvas de índice de instabilidade pelo tempo para NE/alecrim (a, b, c) e 
NE/alho (d, e, f): comparativo entre instabilidade em relação ao tempo para 0, 3 e 10 
ciclos de microfluidização e 0,5 (preto), 1 (vermelho) e 2 (verde) para valores de razão 
mássica surfactante/OE (RSO). 

As fotografias das NE (FIGURA 4.3 e FIGURA 4.4) obtidas por ICF, tanto para 

alecrim quanto para alho, apresentam indícios dos possíveis mecanismos de 

instabilidade que atuam sobre os sistemas coloidais aqui produzidos, sendo cremeação 

para as NE/alecrim (densidade do OE alecrim 0,925 g·mL-1) e sedimentação para 

NE/alho (densidade do OE de alho 1,075 g·mL-1).   
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A estabilidade analisada pela técnica LUMISizer® mostra-se interessante pois 

acelera a velocidade de separação (Equação 2) aumentando o fator aceleração em 10, 

até 100 vezes. Curvas de transmitância/tempo pela posição foram obtidas para as 

NE/alecrim e NE/alho tanto para ICF quanto para MF, as quais estão apresentadas no 

APÊNDICE A (da FIGURA A.1 à FIGURA A.4). Em tais curvas, as medições inferidas no 

início da análise aparecem em vermelho, enquanto os perfis mais recentes de 

transmissão estão ao topo em verde. Regiões tracejadas referem-se ao menisco. Maiores 

valores de transmissão indicam baixa concentração de partículas, enquanto menores 

valores indicam alta concentração de partículas, sem haver nesse caso distinção entre 

partículas maiores e aglomerado de partículas. Identifica-se, tanto para ICF quanto para 

MF, que as NE/alecrim sofrem o processo de cremeação. Isso é verificado pela 

diminuição da transmissão para valores próximos ao menisco, o que indica uma maior 

concentração de partículas nessa região.  

Os perfis de inclinação (FIGURA A.1 e A.2) para NE/alecrim obtidas por ICF 

(FIGURA 4.18) e por MF (FIGURA 4.19) mostram-se bastante diferente, o que pode estar 

relacionado à polidispervidade das NE. Segundo DAMMAK & SOBRAL (2018), partículas 

maiores tendem a se mover de forma mais rápida do que partículas menores. Dessa 

forma, verifica-se, principalmente para NE/alecrim obtidas por ICF, a existência de 

variações partículas de diferentes tamanhos devido a linha de aumento da transmissão 

do infravermelho (indicado com uma seta nas figuras) possuir um perfil e inclinação 

variado. Isso converge com os diâmetros obtidos para essas NE (FIGURA 4.5 e 4.7). 

Esse perfil não foi verificado para as NE/alecrim obtidas por MF (FIGURA A.4). Para 

essas, o que se observa é que uma linha praticamente constante durante todo a análise, 

sobretudo para o maior número de ciclos. A transmissão quase que constante indica NE 

com baixa polidispersividade, algo que já fora observado por espalhamento dinâmico da 

luz (FIGURA 4.10 e 4.12). Essa transmissão constante sugere também uma alta 

concentração de partículas em toda a extensão da cubeta e a sua resistência à forças de 

separação de fase. A cremeação pode ser observada pelo picos mais intensos de 

transmissão de infravermelho nas regiões próximas ao menisco (FIGURA A.1), visível 

para as NE/alecrim por ICF (FIGURA 4.3) e não visualizadas para NE/alecrim obtidas por 

MF (FIGURA 4.9). Tais resultados indicam que NE/alecrim por MF são mais estáveis à 

separação por cremeação. 
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NE/alho apresentaram perfis distintos (FIGURA A.2 e A.4), tanto quando 

comparadas com as NE/alecrim, quanto quando comparados os dois métodos de 

emulsificação (FIGURA A.2). O OE de alho apresenta uma densidade superior à da água 

(fase contínua), de forma que o mecanismos de instabilidade por separação gravitacional 

é a sedimentação. Isso fica evidente nas curvas de transmissão/tempo/posição. Do início 

ao término da análise o aumento na transmissão se dá em direção ao topo (seta indica a 

posição nas figuras). Esse aumento indica uma concentração maior de partículas ao 

fundo do que ao topo das cubetas, indicando assim a sedimentação como processo de 

instabilidade ocorrendo para NE/alho. Tal perfil ficou mais evidente para NE/alho obtidas 

por ICF 2 do que para ICF 1, e foi amenizado para àquelas produzidas por MF. A 

sedimentação ainda pode ser observada nas fotografias das NE obtidas por ICF (FIGURA 

4.4) 

As distribuições de diâmetros médios das NE/alho (FIGURA 4.13b) indicam uma 

distribuição bimodal de partículas entre 100 e 1000 nm. Ao observar o perfil das curvas 

de transmissão/tempo/posição é possível notar o movimento de partículas maiores 

(primeiras linhas vermelhas da base para o topo – seta indica o sentido) e menores, 

resultando em um perfil inclinado em toda a extensão da cubeta e por todo o tempo de 

análise. Esse perfil se repetiu para as NE/alho por MF (FIGURA A.4) para zero ciclo, ou 

seja, para as emulsões grosseiras de alho. O número de ciclos deslocou 

consideravelmente a distribuição das NE/alho para região de 10 a 50 nm (FIGURA 4.13), 

refletindo na estabilidade destas: NE com 10 ciclos apresentaram perfis constante de 

transmissão ao longo da cubeta, indicando a resistência da NE à forças de separação de 

fase e a alta concentração de partículas menores, resultado do processo de MF.  

 De acordo com QIAN & MCCLEMENTS (2011) nanoemulsões são 

sistemas que tendem a ter uma maior estabilidade à separação gravitacional devido aos 

diâmetros médios pequenos, os quais são mais suscetíveis ao movimento Browniano do 

que a forças gravitacionais, suprimindo-a. Os perfis mais estáveis para NE obtidas por 

MF estão em consonância com o que a literatura apresenta, por apresentarem diâmetros 

médios menores (FIGURA 4. 12 e FIGURA 4.13). NE baseadas em Octano/SDS 

apresentaram maior estabilidade à cremeação com o aumento no número de ciclos para 

concentração constante de surfactante (ULUATA et al., 2016). Contudo, os autores 

identificaram que o aumento considerável na concentração de surfactante, resultou na 
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instabilidade das NE para poucos ciclos. Tal comportamento foi relacionado ao de 

floculação de depleção, em que a uma concentração crítica, micelas de surfactante que 

não foram absorvidas pelas gotas tendem a criar um gradiente de concentração entre as 

gotas de óleo, aumentando as forças atrativas entre as gotículas de óleo (GREGORY, 

2013). Para as NE/Alecrim e NE/Alho não foi observado tal fenômeno, tendo em vista 

que o aumento do surfactante (RSO 0,5 para RSO 2,0) resultou em perfis de estabilidade 

(FIGURA A.3 e A.4) menos suscetíveis ao mecanismo de separação gravitacional.  

Sugere-se aqui, que o aumento da quantidade de surfactante até valores 

RSO 2,0 tenha ficado abaixo da crítica para o fenômeno de floculação por depleção. 

Dessa forma a quantidade de surfactante atua de forma a estabilizar as NE, prevenindo 

a floculação e coalescência destas. Tal fenômeno é conhecido como efeito Gibbs-

Marangoni (ESPITIA et al., 2019), em que um filme formado pela fase contínua entre 

duas gotas é espremido, gerando um gradiente de tensão, o qual diminui a taxa de 

aproximação das NE, impedindo assim a agregação (seja por coalescência ou 

floculação).  

O mecanismos de agregação dependem das características físico-químicas 

dos componentes das NE, da carga superficial e do efeito estérico resultado da formação 

das nanogotas. O potencial zeta permite indicar, do ponto de vista eletrostático, quais NE 

possam estão aptas a sofrerem processo de floculação ou coalescência. Os valores de 

potencial zeta para as NE obtidas por ICF (FIGURA 4.14 e FIGURA 4.15) aludem à maior 

instabilidade do que as NE obtidas por MF (FIGURA 4.16 e 4.17). Valores menores 

resultam em menor interação eletrostática repulsiva, permitindo a aproximação, e 

indicando, que durante a separação gravitacional, mecanismos de agregação, como 

floculação podem ter ocorrido.  

O envelhecimento de Ostwald (EOW) é um dos mecanismos mais comuns 

para NE (LI & CHIANG, 2012; RAO & MCCLEMENTS, 2012a; RAO & MCCLEMENTS, 

2012b), principalmente para OE que apresentam certa solubilidade ou polaridade (DONSÌ 

et al., 2011; MCCLEMENTS, 2007) e pode ser definido como o crescimento de partículas 

maiores a partir de partículas menores, pela difusão do óleo (fase dispersa) pela fase 

continua, devido gradiente de solubilidade criado pela diferença entre os diâmetros 

(WOOSTER et al., 2008). De acordo com DONSÌ & FERRARI (2016), após atingido o 

EOW, este ocorre  inevitavelmente, a menos que inibidores ou óleos com baixa 
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solubilidade em  água sejam adicionados. Tendo em vista que o gradiente para difusão 

do óleo de gotas menores para maiores, uma dispersão de partículas homogênea tende 

a retardar esse mecanismo. Sugere-se que as NE obtidas por MF demonstram-se menos 

suscetíveis ao EOW a curto prazo, do que as NE obtidas por ICF.  

Uma vez que a diferenciação dos mecanismos de instabilidade não foi o 

escopos desse trabalho e sim se estas são estáveis, e ainda, somado à dificuldade de 

diferenciar os mecanismos de coalescência e de EOW por técnicas com espalhamento 

dinâmico da luz e LUMisizer, sugere que posteriormente sejam feitas análises de 

diâmetro médio em relação ao tempo de forma o mecanismo predominante na 

instabilidade das NE (RAO & MCCLEMENTS, 2012b).  
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4.3.4 - Morfologia das NE de Alecrim  

A morfologia e estruturação de sistemas coloidais são importantes 

características que, quando verificadas com imagens nos sistemas originais (não 

concentrados ou diluídos) permitem sua visualização sem qualquer modificação 

estrutural consequente do preparo, incluindo artefatos de secagem (KUNTSCHE et al., 

2011). A microscopia eletrônica de transmissão em ambiente criogênico (MET-Crio) tem 

se mostrado como uma alternativa para o estudo de NE (KUMAR & MANDAL, 2018a; 

KUMAR & MANDAL, 2018b; PAL et al., 2019; REN et al., 2019) pois é possível preservar, 

durante a vitrificação amorfa da água, os sistemas coloidais ao quais pretende-se estudar 

(PATTERSON et al., 2017).  

Com esse intuito, MET-Crio foram realizadas para as NE/alecrim de forma 

a identificar a morfologia e estrutura dessas emulsões para os dois métodos de 

emulsificação (ICF e MF) e o possível efeito da quantidade de surfactante. As FIGURAS 

4.20, FIGURA 4.21 e FIGURA 4.22 apresentam respectivamente NE/alecrim obtidas por 

ICF1 (RSO 1,0), ICF 2 (RSO 2,0) e MF (RSO 2,0).  

Verifica-se que os três processos de emulsificação promovem a formação 

de nanoestruturas quasi-esféricas definidas e com diâmetros variados, principalmente 

para as NE/alecrim obtidas para ICF 1 e ICF 2, corroborando as distribuições de diâmetro 

médio discutidas no item 4.3.2.1.  

A emulsão aqui estudada é um sistema em que uma das fases é composta 

por um composto hidrofóbico, o OE. Este possui afinidade à outros compostos 

hidrofóbicos como no caso, o grid para deposição da amostra. Verifica-se para as todas 

as imagens, em especial as FIGURA 4.20 e FIGURA 4.21 que as gotas estão localizadas 

ao lado dos grids (FIGURA 4.20f e FIGURA 4.21g) isso ocorre pelo comportamento de 

interação hidrofóbica entre as gotas de óleo e os grids de carbono (estes identificados 

por asterisco em branco). Ao ser depositada no grid, as partículas de OE se aproximam, 

por afinidade, das regiões apolares do grid e, em seguida, são fixadas em suas posições 

pela secagem instantânea em etano líquido. 

 Fica evidente a eficiência no processo de MF, uma vezes que as de MET-

Crio mostram uma dispersão homogênea de partículas com diâmetro entre 10 e 25 nm. 

É possível ainda averiguar que os métodos de ICF1 e ICF2 produziram gotas com 

tamanho e morfologia díspares. No caso da ICF1, observa-se gotas (Na FIGURA 4.20 
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indicada por setas e pela sigla – OE – “óleo essencial”) esféricas com diâmetros variados, 

contudo sem diferenciação do óleo e do surfactante que o recobre. Isso pode ser 

analisado pelas microscopias da ICF 2 (FIGURA 4.21g e 4.21h), onde é possível 

identificar diferenças na estrutura, sugerindo gotículas de óleo estabilizadas com uma 

espessa camada de surfactante. Tal estrutura se assemelha à observada por LEE, H. S. 

et al. (2014). NE de hexano e surfactantes isononilfenol-4-etoxilato e isononilfenol-20-

etoxilato apresentaram morfologia esféricas e com diferenciação das camadas: uma 

indicando a fase lipofílica e o recobrimento com os surfactantes.  

Para NE/alecrim com RSO 1,0 (FIGURA 4.7b), a distribuição de diâmetros 

indicou diâmetros entre 10 e 50 nm, bem como diâmetros por volta dos 200 nm. As 

imagens de MET-Crio indicam uma consonância com esses valores (FIGURA 4.20b). 

Nanogotas esféricas são podem ser vistas com diâmetros inferiores à 100 nm em 

FIGURA 4.20b, d e f. Identifica-se (FIGURA 4.20d – indicado com um circunferência 

preta) estruturas com diâmetro entre 10 e 30nm, as quais são encontradas também nas 

FIGURA 4.20d e FIGURA 4.21e. Principalmente para as NE/Alecrim obtidas por MF 

(FIGURA 4.22) há uma homogeneidade de estruturas com diâmetros entre 10 e 30 nm, 

congruente com as distribuições de diâmetros (FIGURA 4.12), indicando a existência 

tanto de nanogotas, quanto de micelas do surfactante. Estas já foram referidas como 

micelas de surfactante circulares com diâmetros na região de 10nm (FATOUROS et al., 

2007; VITHANI et al., 2019). 
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FIGURA 4. 20: Morfologia de NE/Alecrim ICF1 obtidas por MET-Crio. Setas e sigla OE 
indicam as nanogotas do óleo essencial. O símbolo ӿ apresenta a região que delimita a 
área onde a amostra é depositada, o gride de cobre recoberto com carbono.  Letra M 
indica região com micelas do surfactante.  
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FIGURA 4. 21: Morfologia de NE/Alecrim ICF2 obtidas por MET-Crio para diferentes 
regiões: (a) grade de amostra apenas com água em estado sólido amorfo para efeito de 
comparação com grids que apresentaram amostras; (b, c, d, e, f, g, h, i) diferentes 
diâmetros observados para uma mesma NE. Setas e a sigla OE indicam as nano-gotas 
observada. O símbolo ӿ apresenta a região que delimita a área onde a amostra é 
depositada. Letra M indica as micelas de surfactante.  
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FIGURA 4. 22: Microscopia eletrônica de transmissão criogênica. Morfologia das 
NE/alecrim produzidas por microfluidização (10 ciclos e RSO 2,0): (a, c, d, e) diferentes 
regiões do grid de transmissão; (b) região onde não há amostra para comparação.  Setas 
e a sigla OE indicam as nano-gotas observada. O símbolo ӿ apresenta a região que 
delimita a área onde a amostra é depositada. Letra M indica as micelas de surfactante.  
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4.4 - Conclusões Parciais 

Os extratos comerciais de óleos essenciais de alecrim e de alho 

apresentaram atividade antimicrobiana contra 4 diferentes culturas de bactérias: E. coli, 

S. Typhimurium, S. aureus e E. faecalis. A concentração mínima inibitória obtida para 

óleo essencial de alecrim foi de 0,7 % v/v. e do OE de alho apresentou o valores entre 

0,1 e 0,3% v/v.  

O método de inversão catastrófica de fase mostrou-se eficiente para 

obtenção de nanoemulsões para os dois óleos.  A localização do surfactante indicou a 

existência de diferentes mecanismos para formação de nanoemulsões: (1) 

desprendimento de gotas de óleo da interface óleo/surfactante/água quando o 

surfactante foi adicionado a fase contínua; (2) formação das emulsões múltiplas quando 

o surfactante foi adicionado a fase dispersa.  

A microfluidização em altas pressões produziu, com sucesso, 

nanoemulsões de alecrim e de alho. O aumento no número de ciclos agiu de forma a 

homogeneizar a força de ruptura sobre toda a fase oleosa, produzindo partículas abaixo 

de 60 nm para ambas nanoemulsões (de alecrim e de alho). O aumento na concentração 

de surfactante diminuiu o diâmetro médio das nanoemulsões, sendo isso consequência 

da diminuição da tensão interfacial entre as gotas de OE e a fase dispersa.   

As nanoemulsões obtidas por microfluidização apresentaram maiores 

valores de potencial zeta, em comparação com o método de inversão catastrófica de 

fase. O valor da carga negativa ocorreu para todas as nanoemulsões, proveniente da 

composição dos óleos essenciais (ácidos graxos que podem sofrer o processo de 

ionização em água), bem como da região hidrofílica do surfactante, que tende a atrair 

íons hidroxila para a interface surfactante/água, tornando a camada dielétrica da 

partícula, negativa.  

A microfluidização mostrou-se eficiente para obter nanoemulsões com 

maior estabilidade se comparada com as obtidas por inversão catastrófica de fase. A 

estabilidade apresentou-se dependente da densidade de cada óleo essencial.  As 

nanoemulsões de óleo essencial de alecrim sofreram o processo de cremeação por 

apresentar densidade menor que a densidade da fase contínua, enquanto as de alho 

apresentaram a sedimentação como mecanismo de instabilidade, uma vez que a 

densidade era maior que a da fase contínua. 
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A MET-crio possibilitou a identificação da morfologia das nanoemulsões 

obtidas por inversão catastrófica de fase e microfluidização. No caso da microfluidização, 

observou-se dispersões de diâmetros mais homogêneas, com diâmetros entre 10 e 30 

nm. A inversão catastrófica de fase produziu nanoemulsões com dispersões de diâmetro 

heterogênea para as quando o surfactante foi adicionado inicialmente à fase dispersa ou 

quando foi adicionado à fase contínua.  

Diante do exposto, as NE/alecrim produzidas por microfluidização 

apresentaram maior estabilidade, menor diâmetro médio e maior potencial zeta, quando 

comparadas com as obtidas por inversão catastrófica de fase, nas condições estudadas. 

Portanto, as NE/alecrim obtidas por microfluidização foram utilizadas para as etapas 

posteriores. 
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CAPÍTULO 5  

5 – FILMES DE PECTINA: EFEITO DO SURFACTANTE E DAS 
NANOEMULSÕES NAS PROPRIEDADES FÍSICO-

QUÍMICAS, ANTIMICROBIANAS E ANTIOXIDANTES  

5.1 - Material  

O polisorbato Tween 80 (T80) de massa molar de 1310 g·mol-1 e densidade 

de 1,065 g·mL-1 foi obtido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (São Paulo, SP). Pectina de alto 

grau de metoxilação GENUSET-Z, com massa molar média de 130.000 g·mol-1 e grau de 

metoxilação de 74% oriunda de cascas de frutas cítricas, foi adquirida da empresa CP 

Kelco (Limeira, SP). Os reagentes DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ágar Müller Hinton 

foram obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (São Paulo, SP).  

 

5.2 – Metodologia  

 

5.2.1 - Composição e protocolo de preparo das soluções filmogênicas de 

pectina/surfactante  

Soluções filmogênicas (SF) estoque de pectina a 5% m/m (5/95 de água 

deionizada) foram preparadas dissolvendo-se a massa de pectina em água à agitação 

de 2500 rpm com um agitador mecânico digital (FISATOM - modelo 713D) por 2 h. Em 

seguida, a solução foi condicionada em dessecador sob vácuo (-600 mmHg) para retirada 

de bolhas.  

Soluções de pectina a 3% m/m e T80 foram produzidas adicionando 

diferentes quantidade do surfactante T80 (TABELA 5.1) a 30 ± 1 g da solução estoque 

de pectina e 20 ± 1 g de água deionizada sob agitação de 500 rpm em agitador magnético 

por 30 min. Em seguida, 10 ± 1 g de SF de pectina/T80 foram vertidas em placas de Petri 

de poliestireno com diâmetro de 8,6 ± 0,1 cm e condicionadas em estufa a 35 ± 1 °C 

durante 6 h para secagem.  
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TABELA 5. 1: Composição e identificação dos filmes de pectina/T80.   

*SF é a sigla para soluções filmogênicas 
 

5.2.2 - Composição e protocolo de preparo das formulações filmogênicas de e 

pectina/nanoemulsões 

TABELA 5. 2: composição dos filmes nanocompósitos de pectina/nanoemulsões obtidas 
por microfluidização: 

RSO: Razão mássica entre surfactante e óleo essencial. PEC: pectina. NE: 
nanoemulsões. OE: óleo essencial  

SF* 
% 

(mpec/mágua) 
% surfactante 

(mT80/mpec) 
Siglas 

PEC/T80 3,0 0 PEC/T80/ 0 

PEC/T80 3,0 5,0 PEC/T80/1 

PEC/T80 3,0 10,0 PEC/T80/2 

PEC/T80 3,0 20,0 PEC/T80/3 

PEC/T80 3,0 23,4 PEC/T80/4 

PEC/T80 3,0 37,9 PEC/T80/5 

PEC/T80 3,0 47,8 PEC/T80/6 

PEC/T80 3,0 55,0 PEC/T80/7 

Nanoemulsões  

% 

(mpec/

mágua) 

% surfactante 

(mT80/mpec) 

% OE de Alecrim 

(mOE/mpec) 
Siglas 

NE/alecrim RSO 

0,5 
3,0 23,1 37,9 

PEC/NE/alecrim 

RSO0,5 

NE/alecrim RSO 

1,0 
3,0 37,9 37,9 

PEC/NE/alecrim 

RSO1,0 

NE/alecrim RSO 

1,5 
3,0 47,8 37,9 

PEC/NE/alecrim 

RSO1,5 

NE/alecrim RSO 

2,0 
3,0 55,0 37,9 

PEC/NE/alecrim 

RSO2,0 
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Para as SF de pectina/NE, 20 ± 1 g das NE/alecrim (TABELA 5.2) obtidas 

por MF foram adicionadas aos 30 ± 1 g da SF estoque de pectina a 5%m/m sob agitação 

de 500 rpm por 30min, obtendo assim, um SF de pectina/NE com 3% m/m de pectina, 

Em seguida, 10 ± 1 g de SF de pectina/NE foram vertidas em placas de Petri e secas 

conforme descrito anteriormente.  

 

5.2.3 – Interações entre componentes das soluções filmogênicas 

pectina/surfactante 

As interações entre os componentes das soluções filmogênicas de 

pectina/T80 foram avaliadas segundo um protocolo pré-estabelecido (JOSHI et al., 2016; 

MOUSSEAU et al., 2018; VITORAZI et al., 2014) para identificação de possíveis 

interações entre os componentes a partir da leitura da quantidade de luz espalhadas ou 

por absorbância por UV para misturas de diferentes volumes de dois componentes 

(iniciando em 100% do volume da solução componente 1 até 100% do volume da solução 

do componente 2, ambas soluções, com mesma concentração). Modificações ou no 

aumento da quantidade de luz espalhada ou na absorbância de um dos componentes em 

solução pode ser um indicativo do nível de interação entre os componentes, neste caso 

pectina e o surfactante.  

Protocolo 1: Método realizado segundo MOUSSEAU et al. (2018). Soluções 

0,1% em massa de pectina e 0,1% de polisorbato 80 (T80) foram preparadas e misturas 

em proporções volumétricas que variaram de 0,001 a 1000 entre as duas soluções. Cerca 

de 1,00 ± 0,01 mL das misturas de volume foram analisados quanto ao tamanho e à 

quantidade de luz espalhada no aparelho Malvern Zetasizer Nano ZS (Worcestershire, 

Reino Unido). Protocolo 2: Método adaptado de JOSHI et al. (2016).  Soluções a 0,1% 

em massa de pectina e 0,1% de T80 foram preparadas e misturas em proporções 

volumétricas que variaram de 0,001 a 1000 entre as duas soluções. A absorbância de 

cerca de 1,00 ± 0,01 mL das misturas de volume foi determinada a partir da incidência 

de luz a 282 nm em espectrofotômetro ultravioleta-visível (Shimadzu, modelo UV-1600).  
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5.2.4 – Reologia das soluções filmogênicas pectina/surfactante 

O comportamento reológico foi avaliado para soluções de pectina e o 

surfactante T80 em dois diferentes protocolos. Protocolo 1: Soluções filmogênicas 

(TABELA 5.1) de pectina/T80 e de pectina/NE/alecrim (TABELA 5.2) foram analisadas 

por reometria rotacional em reômetro MCR 301 (Anton Paar GmbH, Áustria) operando 

com geometria de cilindros concêntricos (DG26.7) e taxas de cisalhamento variando de: 

0,1 a 100 s-1. Protocolo 2: Soluções diluídas de pectina (0,1 % m/m) e T80 (0,1% m/m) 

foram misturas em diferentes proporções volumétricas entre 0,001 à 1000 foram 

analisadas por reometria rotacional a três diferentes taxas de cisalhamento: 0,1; 1 e 100 

s-1. 

 

5.2.5 – Aspectos Morfológicos e Estruturais  

Filmes de pectina/T80 e de pectina/NE/alecrim foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura em um microscópio JEOL JSM-6510. Amostras dos 

filmes foram alocadas em dessecador por 24 h (umidade próxima de 0%) e 

posteriormente fraturadas em nitrogênio líquido (-195°C). Em seguida, foram fixadas em 

stubs e recobertas com uma camada de ouro (Denton Vacuum Inc., Moorestwon, NJ, 

E.U.A.) por 45 s em 20 mA. 

A composição química dos filmes de pectina/T80 foi analisada por 

espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e 

módulo de atenuação por diamante operando em modo de refletância em espectrômetro 

FTIR VERTEX 70 (Brunker Optik GmbH, Alemanha), na região espectral de 4000 a 600 

cm-1, com 128 varreduras acumuladas e resolução de 2 cm-1.  

 

5.2.6 – Espessura e propriedades mecânicas 

A espessura dos filmes foi analisada por micrômetro digital Absolute-AOS 

série 500 (Mitutoy, Japão), mensurando-se cinco diferentes pontos dos filmes obtidos.  

Os atributos mecânicos dos filmes de pectina/T80 e pectina/NE/Alecrim 

foram analisados por meio de ensaios de tração uniaxial para obter os valores de tensão 

máxima (TM), módulo elástico (ME) e elongação máxima até a ruptura (ER). Para isso, 
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amostras retangulares (12,89 x 6,32 mm) dos filmes foram deformadas rampa de tensão 

de 0,1%/min até 50% em equipamento DMA Q800 (TA Instruments, Inc., New Castle, 

EUA) operando em modo tensão. TM foi calculada dividindo a força máxima pela área da 

seção transversal inicial de cada amostra, enquanto a ER foi calculada subtraindo o 

comprimento da amostra na ruptura pelo comprimento inicial e normalizando pelo 

comprimento inicial. Essa análise foi repetida pra 6 filmes diferentes.  

 

5.2.7 - Molhabilidade à água 

A molhabilidade dos filmes de pectina/T80 e dos filmes nanocompósitos foi 

determinada por medidas de ângulo de contato (KSV Instruments, Helsinki, Finlândia) 

com auxílio do FTA 32 Image Software (First Ten Ångstroms). Cerca de 10 µL de água 

deionizada foram depositados na superfície dos filmes (amostras retangulares de 0,5 x 

1,0 cm) e o ângulo de contato gota/superfície foi monitorada por 180s. O ângulo de 

contato médio em cada tempo foi igual à média aritmética dos ângulos determinados nas 

extremidades direita e esquerda da gota. Cada filme foi analisado em 5 diferentes pontos.  

 

5.2.8 - Termogravimetria 

Amostras dos filmes foram (1) aquecidas a 10 ºC∙min-1 de 25 até 700 ºC, 

em atmosfera de ar sintético (60 mL∙min-1), em equipamento TA Q500 (TA Instruments, 

Inc., New Castle, EUA), para obterem-se curvas termogravimétrica (TG) e as derivadas 

correspondentes (DTG). 

 

5.2.9 – Atividade Antimicrobiana  

A atividade antimicrobiana dos filmes foi realizada segundo método 

reportado por OTONI et al. (2014) e norma CLSI (2012). Culturas de estocagem de 

bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foram 

mantidas a -80°C até o crescimento em tubos com TSB (Tryptic soy broth) (Acumedia 

Manufactures, Inc,, Lasing, MI, EUA) até 37 °C por 24 h e, então, colocadas em diferentes 

tubos com TSB a 37 °C por 12 h. Colônias isoladas das culturas foram inoculadas com 

0,85% (m/v) de solução de NaCl até atingirem a turbidez do padrão McFarland 0,5, o que 
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corresponde à cerca de 106 unidades formadoras de colônia (UFC) por mL. As 

suspensões foram vertidas em ágar solidificado (Becton, Dickinson and Co,, Sparks, MD, 

EUA).  

Diferentes composições de filmes de pectina, pectina/T80 (TABELA 5.1) e 

pectina/NE/MF (TABELA 5.2) foram cortadas em discos de 4,0 ± 0,1 mm de diâmetro e 

expostas à luz UV (110 V e 254 nm) por 2 min em cada lado antes de serem colocadas 

nas placas de Petri, as quais foram previamente inoculadas com as culturas de bactérias 

e deixadas em período de incubação de 16-24 h a 37 °C. O diâmetro do halo de inibição 

ao redor do filme foi, então, determinado com paquímetro digital Absolute-AOS série 500 

(Mitutoyo, Japão). Foi feita uma avaliação visual de inibição, considerando que discos 

sem área de inibição são filmes que não possuem atividade antimicrobiana.   

 

5.2.10 - Atividade Antioxidante - método de sequestro do radical DPPH 

A atividade antioxidante foi avaliada segundo método reportado por LÓPEZ-

MATA et al. (2018) para dois protocolos. Protocolo 1: extratos metanólicos contendo OE 

de alecrim ou OE com diferentes concentrações de T80 (2,26; 4,43; 6,61; e 8,51 %m/v) 

foram preparados. A 4,90 ± 0,01 mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil – 60µM) foram 

adicionados 0,10 ± 0,01 mL dos extratos previamente preparados. Tais soluções foram 

condicionadas em ambiente escuro por 30 min. Após a reação, foram analisadas em 

espectrofotômetro ultravioleta-visível (Shimadzu, modelo UV-1600) por a absorbância a 

525 nm. As análises foram feitas em triplicatas. Os valores de absorbância foram 

utilizados para o cálculo da inibição percentual (IP) dado por: IP (%) = [(AbDPPH – 

Abamostra)/ AbDPPH] x 100. A partir dos pontos de absorbância e da reta resultante do 

decaimento da concentração do DPPH, calculou-se o valor do EC50%, ou seja, a 

concentração da amostra necessária para reagir com 50% da quantidade do DPPH. 

Protocolo 2: este difere do primeiro apenas na obtenção dos extratos metanólicos. Cerca 

de 375 mg de filmes de pectina, pectina/T80 (TABELA 5.1) e pectina/NE alecrim (TABELA 

5.2) foram adicionados à 5,0 ± 1,0 mL de metanol por 24 horas para completa extração 

dos compostos fenólicos. Os extratos foram submetidos a centrifugação a 15°C, 10.000 

rpm por 15 min. Diferentes concentrações do extrato (100, 75 e 50%) foram preparadas 
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de modo a obter valores de absorbância acima e abaixo do EC50% do reagente DPPH. 

Os valores de IP e EC50% foram calculados como citado acima.   

5.2.11 - Análise Estatística dos dados 

Os dados quantitativos foram submetidos a análise de variância ao nível de 

significância de 5%. Quando esta sugeriu que uma variável dependente fosse afetada 

pelos diferentes tratamentos (p< 0,05), seus valores médios foram comparados através 

de teste Tukey, ao nível de significância de 5% em software MiniTab 17.1.  
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5.3 - Resultados e Discussão 

5.3.1 – Interações entre os componentes da solução filmogênica de pectina, 

sufactante e nanoemulsões 

A partir do que foi estudado o capítulo anterior, as NE são sistemas coloidais 

formados por micelas de surfactante, nanogotas (óleo recoberto com surfactante) e 

gotículas de óleo, que quando adicionadas à matriz de pectina para produção dos 

nanocompósitos podem interagir de diferentes formas com esta matriz. Considerando 

que as NE são estabilizadas pela presença do surfactante, algumas possibilidades de 

interação entre as NE e a matriz polimérica estão ilustradas na FIGURA 5.1.  

 
FIGURA 5. 1: hipóteses de interação das nanoemulsões (amarelo, óleo; vermelho, 
surfactante) na matriz de pectina (linhas em preto). Fonte: próprio autor  

A FIGURA 5.2a ilustra os resultados das medidas de espalhamento 

dinâmico da luz obtidos para misturas de diferentes volumes de pectina e T80. Não foi 

observado qualquer formação de complexos devido a interações entre os grupos 

carboxílicos da pectina e os grupos hidroxila da região hidrofílica do surfactante T80, 

como esperava-se (FIGURA 5.2a). Esperava-se que à medida que a quantidade de T80 

aumentasse, a intensidade de luz espalhada para partículas maiores aumentaria, 

indicando a formação de complexos. O que se nota é decréscimo no diâmetro médio 

(FIGURA 5.2a) na região de 10 nm para maiores quantidades de T80, o qual refere-se 



79 
 

 

às micelas do surfactante T80 (PICONE & CUNHA, 2013), tendo em vista que acima da 

concentração de 0,1% m/v, a concentração mínima micelar do T80 já foi alcançada.  

Diferentemente do resultado aqui obtido para um sistema com pectina e o 

surfactante não iônico T80, MCCLEMENTS (2000) estudou a interação de pectina com 

dois surfactantes iônicos: dodecil trimetil amônio brometo (DTAB) e o dodecil sulfato de 

sódio (SDS). Para o sistema formado por pectina e DTAB, o autor sugeriu que ocorrem 

dois mecanismos de interação: (a) interações eletrostáticas de cargas opostas entre 

moléculas do surfactante com a matriz e (b) interações entre micelas do surfactante e 

cadeias do polissacarídeo. No caso do SDS, o mecanismos sugerido foi o de interação 

das micelas de surfactante SDS e os grupos carboxílicos da pectina. Mesmo o SDS com 

carga igual à dos grupos carboxílicos, segundo o autor, a formação de micelas de SDS 

diminuiu a carga média superficial, e permitiu a interação com as cadeias do 

polissacarídeo. 

A FIGURA 5.2b apresenta a absorbância das misturas de soluções de 

pectina e T80 a 282 nm. Segundo JOSHI et al. (2016), este seria o comprimento 

relacionado à presença do grupamento carbonila encontrado em residuais de ácido 

galacturônico, principal unidade de repetição da pectina. Segundo os autores, interações 

do polissacarídeo pectina com surfactantes aniônico (SDS) e catiônicos (DTAB e CTAB) 

indicaram uma pequena mudança na absorbância com o aumento da quantidade de 

surfactante, resultado de modificações estruturais causadas pela formação de 

complexos. No caso do surfactante não-iônico TX-100, tal incremento foi menor e 

relacionado a possíveis interações entre as porções apolares tanto do surfactante, quanto 

da cadeia polimérica (FIGURA 5.2e(1)).  

As setas (FIGURA 5.2) indicam possíveis variações na absorbância do 

sistema, resultantes da adição do surfactante não-iônico T80 para quantidades de 1 e 

10% m/m. Isso pode ser resultado da mudança conformacional da pectina em solução 

(FIGURA 5.2d) para uma estrutura composta por moléculas e micelas do surfactante 

(FIGURA 5.2e) e a matriz péctica. 
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FIGURA 5. 2: interações entre Pectina e T80 para diferentes misturas de volumes 
avaliadas por quantidade de luz espalhada (a): Quantidade de luz espalhada (■) e 

diâmetro médio (♦); (b) para espectroscopia na região do Ultravioleta. Modelo 

representativo das estruturas do surfactante (c) e da pectina (d). Interações sugeridas (e) 
para o sistema pectina/T80 em solução: (1) interação de Van der Waals entre regiões 
hidrofóbicas do surfactante e da cadeia polimérica; (2) interações de ligação de 
hidrogênio entre os grupos hidrofílicos do surfactante (OH) e carboxílicos da pectina; (3) 
saturação da cadeia polimérica com micelas de surfactante.  

Ensaios reológicos foram realizados de modo a identificar possíveis 

interações entre o surfactante T80 e pectina quando soluções são submetidas a 

diferentes intervalos de taxas de cisalhamento: 0,1 à 1 s-1; 1 à 10 s-1; 10 à 100 s-1. 

Curvas de tensão de cisalhamento por taxa de cisalhamento (FIGURA 5.3a) 

e de viscosidade por taxa de cisalhamento (FIGUA 5.3b) foram obtidas para diferentes 

concentrações de T80 (0 a 55% m/m) em soluções de pectina (3% m/m). Todas as 

composições apresentaram um comportamento de fluído não Newtoniano, mais 

especificamente pseudoplástico, em que o aumento na taxa de cisalhamento diminui a 

viscosidade (FIGURA 5.3b), comportamento este já apresentado para soluções pécticas 

(VITHANAGE et al., 2010).  
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FIGURA 5. 3: aspectos reológicos (a) tensão (σ) de cisalhamento e (b) viscosidade (η) 
de soluções filmogênicas de pectina a 3% com diferentes concentrações de surfactante 
(msurfactante/mpectina): (preto) pectina controle; (vermelho) 2,5%; (verde) 5%; (azul) 10%; 
(ciano) 23,4%; (rosa) 47,8%; (amarelo) 55%.  

A adição de T80 nas soluções de pectina não modificou o comportamento 

pseudoplástico das soluções, contudo alteraram os valores de viscosidade e de tensão 

de cisalhamento, sendo os maiores valores para concentração de 10% m/m. O aumento 

nas taxas de cisalhamento tende a alinhar cadeias poliméricas antes diminuindo as 

interações intermoleculares e reduzindo assim a viscosidade das soluções. Com a adição 

de T80 até 10% m/m, a viscosidade (definida com a resistência ao fluxo e/ou escoamento) 

aumentou para as diferentes taxas de cisalhamento, resultado de uma dificuldade maior 

das cadeias em escoarem umas sobre as outras pela existência de estruturas adicionais 

(no caso moléculas ou micelas do surfactante – FIGURA 5.2e).   

A partir de 10% m/m de T80 há uma diminuição na viscosidade, o que pode 

ser um indício de saturação das cadeias poliméricas de pectina por micelas e moléculas 

do surfactante. De acordo com HANSSON & LINDMAN (1996) e KRONBERG et al. 

(2014), surfactantes não-iônicos podem interagir com polímeros iônicos a partir das 

porções hidrofóbicas de ambas as moléculas. Na medida em que a quantidade de 

surfactante aumenta, estas porções tendem a interagir umas com as outras, aumentando 

a viscosidade do meio. Com maiores proporções de surfactante, estas porções tendem 

a se afastar, diminuindo assim a viscosidade para valores menores.  
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 De forma identificar esse comportamento para o sistema pectina/T80, outro 

protocolo de análises reológicas foi realizado, seguindo as proporções volumétricas 

utilizadas para identificação de interações por espalhamento dinâmico da luz e por UV-

vis. Os valores de viscosidade aparente estão apresentados na FIGURA 5.4a.  

 

 

FIGURA 5.4: curvas de viscosidade para três diferentes taxas de cisalhamento (■ 1, ●10, 
▲100 s-1) em função (a) de diferentes razões mássicas de surfactante e pectina e, (b) da 
quantidade de surfactante, esta variando de 0 a 60% em massa.  

Em soluções diluídas, as cadeias poliméricas estão tendem a estar afastas 

umas das outras, de modo que aumentos na viscosidade podem ser resultado da adição 

de compostos à cadeia, como moléculas do surfactante ou micelas, sendo menos 

influenciadas pelas interações das cadeias poliméricas adjacentes quando submetidas a 

diferentes taxas de cisalhamento. Constata-se, primeiramente, que o comportamento 

pseudoplástico foi mantido para soluções diluídas (FIGURA 5.4a) e, tanto para diluídas 

quanto para as suspensões filmogênicas (FIGURA 5.4b), ou seja, àquelas utilizadas para 

confecção dos filmes. Observa-se que na região de razão mT80/mpectina igual a 0,1 (10% 

m/m- FIGURA 5.4a) e em 10% m/m de T80 na solução filmogênica (FIGURA 5.4b), há 

um aumento na viscosidade das soluções, indicando possíveis interações relacionadas 

à adição de surfactantes à matriz de pectina. Tais resultados corroboram o que foi 

observado pela técnica de UV-vis. Estas possíveis interações podem ser do tipo ligação 

de hidrogênio entre os grupos hidroxila da porção hidrofílica do surfactante e os 

carboxílicos da cadeia polimérica (FIGURA 5.1d) e de natureza hidrofóbica entre as 
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regiões apolares da molécula do surfactante e das unidade de repetição da cadeia de 

pectina.   

Interações entre pectina e surfactantes CTAB, SDS e TX-100 (catiônico, 

aniônico e não-iônico, respectivamente) foram avaliadas por reologia e DLS (JOSHI et 

al., 2016). Pela característica aniônica da pectina, o surfactante CTAB mostrou-se mais 

eficaz para formar complexos polieletrolíticos com pectina, sendo similar aos resultados 

obtidos por  MCCLEMENTS (2000) pra este mesmo sistema.  

Sistemas similares vêm sendo investigados à cerca de interações entre 

polímeros não iônicos e surfactantes iônios e vice-versa: com pectina e alginato láurico 

(ASKER et al., 2009); o alginato láurico com diferentes polissacarídeos não iônicos e 

iônicos (BONNAUD et al., 2010), a hidroxipropil metilcelulose  (PATEL & BUMMER, 2017) 

e a quitosana (PICONE & CUNHA, 2013). No caso do surfactante não-iônico Tx-100, 

verificou-se que o aumento na concentração deste gerou um aumento das interações 

hidrofóbicas (ou apolares) com as regiões hidrofóbicas da pectina, evidenciado pelo 

aumento na distribuição de partículas formadas por moléculas de pectina e do surfactante 

(JOSHI et al., 2016).  

Ensaios reológicos posteriores foram realizados para as soluções de 

pectina incorporadas com NE/alecrim produzidas por MF a 10 ciclos com diferentes 

valores de RSO. Os aspectos reológicos estão apresentados na FIGURA 5.5. O 

comportamento pseudoplástico das soluções não se modificou. Contudo, ocorreu uma 

diminuição na viscosidade com a adição de NE/alecrim em que a quantidade de 

surfactante é inferior à de OE (RSO 0,5), com relação à pectina controle. Isso indica que 

as nanogotas e o OE remanescente (que não foi recoberto com surfactante) conforme a 

FIGURA 4.12 atuaram de forma a diminuir as forças intermoleculares entre as cadeias 

da pectina quando estas foram submetidas a diferentes taxas de cisalhamento. Com o 

valor de RSO igual maior que 1,0, o aumento da viscosidade pode, novamente, estar 

relacionado à saturação das cadeias pelo surfactante, tendo em vista que há uma 

quantidade maior de surfactante do que a de OE. Para ORTEGA-TORO et al. (2014), os 

aumentos na viscosidade e na tensão de cisalhamento podem estar relacionados ao 

efeito de resistência ao fluxo ocasionado por aglomerados dispersos na matriz. Tal 

comportamento pode ser observado para as soluções de pectina acrescidas de 

NE/alecrim. O aumento nos valores de RSO de 0,5 para 2,0, pode ter aumentado a 
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quantidade de aglomerados tanto de gotas de óleo, quanto de micelas de surfactante, 

sendo estas opositoras ao fluxo e, consequentemente, aumentando a viscosidade do 

meio.  
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FIGURA 5.5: aspectos reológicos (a) tensão de cisalhamento e (b) viscosidade de 
soluções filmogênicas de pectina a 3% com NE/alecrim e diferentes razões mássicas de 
surfactante (RSO). (c) valores de viscosidade para diferentes taxas de cisalhamento (■ 

1, ●1, ▲100 s-1)  

Diante do exposto, sugerem-se dois mecanismos de interações para o 

sistema Pectina/T80: (1) grupos carboxílicos das unidades de repetição do ácido 

galacturônico podem interagir com os grupos hidroxilas da região polar do T80 (FIGURA 

5.2 e), por interações intermoleculares do tipo ligação de hidrogênio; (2) saturação das 

porções hidrofóbicas da cadeia polimérica da pectina por micelas e moléculas de 

surfactante (FIGURA 5.2e(2,3)), de modo a modificar seu emaranhamento em solução, 

resultando em variações na absorbância a 282 nm e diminuir a viscosidade das soluções 

a partir de concentrações superiores a 10% m/m. Tal estudo até o momento mostrou-se 

singular e interessante, pois permite a elaboração de NE e posterior aplicação em matriz 

de pectina, sem que haja quaisquer restrições à quantidades de surfactante adicionadas 

e possível formação de complexos polieletrolíticos, os quais inviabilizariam a produção 

de filmes de pectina.  
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5.3.2 – Aspectos estruturais e morfológicos de filmes de pectina/surfactante e 

filmes nanocompósitos de pectina/nanoemulsões de alecrim  

Filmes de pectina/T80 e pectina/NE/alecrim foram produzidos e seus 

aspectos visuais (homogeneidade e transparência) foram analisados e estão 

apresentados, respectivamente, na FIGURA 5.6 e na FIGURA 5.7.  

Em contrapartida ao que foi observado para o sistema em solução, sem 

restrição das quantidades de surfactante a serem adicionadas à matriz filmogênica, a 

adição de surfactante em quantidades entre 37 e 55% m/m, com relação à massa de 

pectina, resultou em aparente formação de fases (FIGURA 5.6l e FIGURA5.6o), ou seja, 

descontinuidade ou não homogeneidade na extensão do filme analisada. Tal efeito não 

foi observado para filmes nanocompósitos de pectina incorporados com NE/alecrim 

(FIGURA 5.7). 

Partindo-se das hipóteses apontadas na FIGURA 5.1, em que a de 

interação entre as NE e a matriz de pectina pode se dar pela interface pectina/surfactante, 

esta foi investigada a partir microscopia eletrônica de varredura. Fraturas criogênicas 

permitem manter a integridade da secção transversal dos compósitos de forma a 

identificar a conformação dos filmes após a secagem. As concentrações de T80 

analisadas foram as mesmas utilizadas para obtenção dos filmes nanocompósitos de 

pectina e NE/alecrim, para permitir a comparação e um possível entendimento do efeito 

de cada componente na morfologia dos filmes.  
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FIGURA 5. 6: Imagens de microscopia eletrônica de varredura da fratura criogênica da 
secção transversal e fotografias digitais de filmes de pectina com as seguintes 
quantidades de surfactante m/m: (a,b,c) controle; (d,e,f) 23,4% m/m; (g,h,i) com 37,1% 
m/m; (j,k,l) com 41% m/m; (l,m,n) com 55% m/m. Aumento de 3.000 x para a, d, g, j, m; 
aumento de 1500x para b, e, h, k, n. 
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Constata-se que a adição de T80 modificou de forma considerável a 

estrutura dos filmes. Filmes de pectina controle (FIGURA 5.6a e b) mostram-se 

compactos e, livre de poros ou defeitos. A adição de surfactante resultou no aparecimento 

de poros em toda a extensão transversal dos filmes, tendo a quantidade de defeitos 

aumentado com o aumento na concentração do surfactante. Isso fica evidente pelas 

fotografias digitais dos filmes de pectina adicionados de T80 (FIGURA 5.6). Nelas é 

possível observar a formação de duas fases, o que indica a imiscibilidade ou saturação 

da matriz de pectina pela adição de surfactante. Tais imagens divergem da morfologia 

interna do filme, em que não foram observadas a fases distintas, mas a existência de 

poros. Uma possível explicação pode ser devido ao fato de que durante a secagem, tenha 

havido uma maior separação entre cadeias adjacentes da matriz de pectina, resultado da 

adição de surfactante, contudo como as imagens não permitem inferir tais hipóteses, 

análises posteriores foram realizadas de forma a corroborar isso.     

Os filmes de pectina incorporados com NE/alecrim demonstraram 

morfologia semelhante a dos filmes apenas com T80 (FIGURA 5.7). Observam-se nos 

filmes nanocompósitos, indícios de aumento no número de poros, especialmente para 

valores de RSO iguais a 1,5 e 2,0, indicando que tanto o T80 quanto as nanogotas 

modificam a morfologia dos filmes. Estruturas semelhantes são apresentadas para filmes 

de polissacarídeos incorporados com surfactantes, OE e NE de OE, sendo esta 

porosidade apresentada relacionada, pelos autores, à volatilidade do OE. Devido à baixa 

solubilidade dos OE na fase contínua, estes tendem a formar esses poros durante a 

secagem do filme  até sua completa evaporação (AHMAD et al., 2012; BENAVIDES et 

al., 2012; CAO et al., 2018; ESPITIA et al., 2014; TONGNUANCHAN et al., 2013a; 

TONGNUANCHAN et al., 2013b; TONGNUANCHAN et al., 2012; TONGNUANCHAN et 

al., 2014). Em complemento a essa possibilidade, BENAVIDES et al. (2012), relatam a 

formação de uma matriz menos porosa com uma quantidade maior de OE de orégano 

(de 0,5% para 1,5%m/m).  
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FIGURA 5. 7: Imagens de microscopia eletrônica de varredura da fratura criogênica da 
secção transversal e fotografias digitais de filmes de pectina com: (a,b,c) NE/alecrim RSO 
0,5; (d,e,f) NE/alecrim RSO 1,0; (g,h,i) NE/alecrim RSO 1,5; (j,k,l) NE/alecrim RSO 2,0, 
Magnificação de 3,000 x para a, d, g, i; magnificação de 5000x para b, e, f, h,k.  
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De forma divergente, PÉREZ-CÓRDOBA et al. (2018) obtiveram estruturas 

contínuas, ausente de poros, ou fissuras provenientes de pequenas bolhas 

remanescente do processo de secagem, para filmes de gelatina-quitosana adicionados 

de NE de OE de alho e de cinamaldeído estabilizadas por dois surfactantes (SPAN 60 e 

Tween 20). Os autores ainda observaram um aumento da rugosidade para os filmes 

compostos com NE.  

TONGNUANCHAN et al. (2014) produziram filmes de gelatina com OE de 

citronela e de manjericão, cujo efeito do tipo de surfactante (Tween 20, T80 e Lecitina de 

soja) foi avaliado, mantendo-se a concentração destes constante. Em todos os casos, a 

adição dos OE ou das emulsões (OE + os diferentes surfactantes) modificou a morfologia 

interna dos filmes, tornando-a heterogênea, descontínua, com poros. Esta 

heterogeneidade, segundo os autores, seria resultante da instabilidade das emulsões dos 

OE e os surfactantes Tween 20 e Tween 80. A lecitina de soja, por outro lado, apresentou 

morfologia interna com maior grau de homogeneidade, a qual foi relacionada a maior 

estabilidade das emulsões OE/lecitina de soja.   

O efeito de surfactantes lipossolúveis (SPAN 40, 60 e 80) em matriz de 

amido foi avaliado por ORTEGA-TORO et al. (2014). A adição de SPAN 80, com HLB de 

4,3, resultou em microestruturas heterogêneas, consequência do baixo empacotamento 

das cadeias poliméricas devido à presença de partículas ou aglomerados (micelas de 

surfactante) insolúveis na fase contínua (aquosa).  

Os resultados aqui indicam que a produção de poros pode estar 

relacionada, não apenas à volatilidade do OE, uma vez que esse manteve-se constante 

para os nanocompósitos e que a estrutura esponjosa foi observada pra filmes sem OE. 

No entendimento dos autores, essa compreensão acerca do efeito do surfactante em 

filmes polissacarídicos ainda é pouco abordada, e os resultados aqui permitem uma nova 

compreensão do efeito desses na matriz filmogênica.  

Espectros de FT-IR foram obtidos para os filmes de pectina incorporados 

com surfactante e com as NE/alecrim (FIGURA 5.8). Avaliações estruturais de compostos 

no que compete às suas composições fazem-se necessárias para avaliar interações 

químicas que ocorreram durante o processo. Para o T80 (FIGURA 5.8a,h) bandas em 

2958 e 2921 cm-1 foram identificadas e remetem aos estiramento simétricos e 

assimétricos dos grupos apolares CH, CH2 e CH3 provenientes da região apolar da 
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molécula do surfactante (TONGNUANCHAN et al., 2012). Bandas em 1743 cm-1 em 1110 

cm-1 são relacionadas aos estiramentos –O-C=O. Aqui, as duas bandas em 1743 e 1096 

cm-1 são identificadas (FIGURA 5.8 a,h) para o espectro do T80.  Bandas em 3400 e 

3500 m-1 são relatadas para presença de grupos OH- (ZHENG et al., 2009).   

No caso do OE de alecrim (FIGURA 5.8 g), FERNANDES et al. (2014) apresentam 

regiões do espectro referentes ao OE: bandas entre 1078 – 1052 cm-1 e 984 – 1213 cm-

1, correlacionam-se, respectivamente, ao estiramentos assimétricos –C-O-C e a função 

epóxi presente no principal composto do OE de alecrim, o eucaliptol (1,8 alfa cineol). No 

OE alecrim analisado, constatam-se bandas em 982, 1310 e 1743 cm-1, as quais sugerem 

a presença de compostos como o eucaliptol. Ainda uma banda em 2959 cm-1 pode ser 

observada, a qual, assim como o surfactante remete às cadeias de hidrocarbonetos, 

presentes em lipídios.  

Para pectina, bandas em 1735 e 1756 cm-1 correspondem à região dos grupos 

carboxílicos esterificados e ao grupo carbonila, respectivamente.  (LOREVICE et al., 

2016) Na FIGURA 5.8b,j o grupo carbonila pode ser identificado pela banda em 1764 cm-

1. Ainda é reportado o estiramento do grupo –O-CH3 na região de 2930 cm-1, estrutura 

relacionada à esterificação do ácido galacturônico, presentes aqui em 2921 cm-1. De 

forma complementar, a banda em 3400 cm-1 refere-se aos estiramentos dos grupos 

hidroxilas presentes em polissacarídeos.  

Nos espectros dos compósitos de pectina/T80 (FIGURA 5.8a-f) a banda em 

3400 cm-1 da pectina é deslocada para valores entre 3449 e 3487 cm-1 à medida que se 

aumenta a quantidade de surfactante, o que sugere que haja interações tipo ligação de 

hidrogênio entre as hidroxilas da região hidrofílica do surfactante e a dos monômeros da 

pectina. Essas mudanças suportam as indagações acerca dos tipos de interações 

identificados e discutidos para o sistema pectina/T80.   

A adição de NE/alecrim deslocou a banda da hidroxila do filme controle de 

pectina, originalmente em 3400 cm-1, para valores entre 3436 à 3392 cm-1. Ainda a banda 

referente aos hidrocarbonetos, em 2958 cm-1, sugerem que a interface de interação entre 

NE e pectina é o surfactante T80, convergindo para as discussões apresentadas até 

então. 
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FIGURA 5. 8: Espectros de FT-IR: (a,h) T80; (b,i) filme pectina controle; (c) Pec/T80-4; 
(d) Pec/T80-5; (e) Pec/T80-6; (f) Pec/T80-8; (g) OE de alecrim; (h) PEC/NE/alecrim 
RSO0,5; (i) PEC/ NE/alecrim RSO1,0; (j) PEC/ NE/alecrim RSO1,5; (k) PEC/ NE/alecrim 
RSO2,0.  
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5.3.3 – Propriedades mecânicas  

A espessura e os atributos mecânicos de resistência à tração avaliada na 

tensão máxima, elongação na ruptura e módulo elástico dos filmes de pectina com 

diferentes concentrações de surfactante T80 ou incorporados com NE/alecrim estão 

apresentados na TABELA 5.3 e na TABELA 5.4, respectivamente. Curvas 

representativas de tensão por elongação estão apresentadas no APÊNDICE B. 

TABELA 5.3: Espessura, propriedades mecânicas e molhabilidade de filmes de pectinas 
incorporados com diferentes concentrações do surfactante T80.  

Filmes 

T80** Espessura 
Resistência 

à tração 
Elongação 
na ruptura 

Módulo 
elástico 

Ângulo 
de 

contato 

(%)  (µm) (MPa) (%) (MPa) (°) 

PEC/T80/0 0 25 ± 6c,d 43 ± 7a 1,3 ± 0,2a 12744 ± 4323a 49 ± 4c,d,e 

PEC/T80/1 5 27 ± 7c,d 44 ± 7a 1,5 ± 0,3a    8806 ± 3963a,b 48 ± 4c,d,e 

PEC/T80/2 10 17 ± 2d     24 ± 3a,b,c 0,8 ± 0,1a 18750 ± 13624a 81 ± 9a,b 

PEC/T80/3 20 61 ± 11c   39 ± 16a 1,9 ± 1,3a 8657 ± 2588a,b 91 ± 14a 

PEC/T80/4 23,4 55 ± 4c  17 ± 7b,c 1,0 ± 0,2a       73 ± 23b 57 ± 6b,c,d 

PEC/T80/5 37,9 146 ± 35b 11 ± 2c 1,8 ± 0,8a       17 ± 9b 41 ± 9d,e 

PEC/T80/6 47,8 54 ± 8c,d 14 ± 1c,d 0,9 ± 0,1a 23 ± 4b 72 ± 25a,b,c 

PEC/T80/7 55,0 203 ± 37a 7 ± 3c 1,6 ± 0,4a 6 ± 2b 26 ± 9e 

*A sigla zero indica o filme de pectina controle, ou seja, sem adição de surfactante. Letras 
diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05). ** Quantidade de surfactante 
em relação à massa de pectina (mT80/mpec). 

A espessura dos filmes de pectina mostrou significativa diferença (p<0,05) 

quando o aumento de surfactante ultrapassou valores de 37,9% m/m. O mesmo foi 

observado (TABELA 5.4) para os filmes incorporados com NE/alecrim (p<0,05). Para 

quantidades menores de surfactante (TABELA 5.3) isso não foi significativo (p>0,05).  

A adição de NE resultou em uma compactação maior dos filmes do que os 

que foram produzidos apenas com T80. O incremento na espessura pode estar  

relacionado com uma maior quantidade de sólidos ocasionada pela adição de T80, as 

quais diminuem a eficiência das interações entre cadeias adjacentes do polímero e, 

consequentemente, aumentam a espessura dos filmes (MENDES et al., 2019).  

As propriedades de resistência à tração avaliada na tensão máxima, 

elongação na ruptura e módulo elástico são importantes parâmetros avaliados para filmes 
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de biopolímeros que possam ser aplicados à fabricação de embalagens, por estarem 

diretamente associados à composição, estrutura química e características 

microestruturais do material (ESPITIA et al., 2019).  

Para valores menores ou iguais à 20% m/m, a resistência à tração não 

apresentou diferença (p>0,05), acima deste ocorreu um decréscimo considerável de (43 

± 7) para (7 ± 3) MPa , cerca de 7 vezes menor que o valor do filme controle de pectina. 

Ensaios reológicos (FIGURA 5.3) mostraram um aumento máximo na viscosidade para 

10% m/m de T80. Aqui, a resistência à tração manteve-se inalterada (p>0,05) para 

valores até 20% m/m. Nota-se uma diferença de interações entre os componentes 

(pectina e surfactante) em solução, e no filme seco. Sugere-se que durante a secagem, 

moléculas ou micelas do surfactante, que em solução saturavam as cadeias diminuindo 

suas interações intermoleculares, tendem a se rearranjar de modo a aumentar o número 

de interações entre as cadeias adjacentes da pectina, resultando assim em uma 

resistência à tração maior até quantidades de 20% m/m.  

A morfologia dos filmes (FIGURA 5.6) indicou que a adição de surfactante 

na matriz produziu filmes com alta porosidade, semelhantes a esponjas. Os ensaios 

reológicos, de espalhamento dinâmico da luz e UV-vis mostraram que de alguma forma 

o surfactante T80 interage com a matriz de pectina, principalmente pelas porções 

hidrofóbicas. Deslocamentos nas bandas no espectro de FI-IR na região entre 3400 e 

3300 cm-1 e entre 2900 e 2800 cm1 (FIGURA 5.8) indicaram possíveis interações de 

ligação de hidrogênio e hidrofóbicas, respectivamente. Essas interações, no entanto, 

mostram-se de natureza fraca, tendo em vista que não atuaram como agentes de reforço 

mecânico nos filmes, mesmo para pequenas proporções de T80.  

Diminuição nas forças coesivas nos filmes de amido e SPAN 60 e SPAN 40 

foram reportadas por ORTEGA-TORO et al. (2014) como causadoras na diminuição nos 

valores de resistência à tração, quando os surfactantes foram adicionados. A diminuição 

da coesão das cadeias do polímero correlaciona-se ao efeito plastificante em filmes. 

Filmes de amido com Tween 20, Span 80 e lecitina de soja foram avaliados quanto às 

suas propriedades mecânicas por RODRÍGUEZ et al. (2006). Concentrações de 5% m/m 

de surfactante atuaram de forma sinérgica com o glicerol, aumentando a elongação na 

ruptura e diminuindo a tensão máxima. O Tween 20, com caráter mais hidrofílico (HLB 

16,7), foi o que apresentou o maior efeito plastificante. As curvas de tensão versus 
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deformação apresentaram valores similares aos encontrados aqui (FIGURA  APÊNDICE 

B).   

A elongação na ruptura tanto para os filmes de pectina/T80 (TABELA 5.3) 

quanto para os filmes de pectina/NE (TABELA 5.4) não sofreram variância (p>0,05) para 

todos os filmes.  

O que se nota é que filmes de pectina com 10% m/m não apresentaram 

mudança (p>0,05) no módulo elástico, se comparado com filmes de pectina controle 

(TABELA 5.3). Tais resultados convergem com os encontrados em reologia, DLS e UV-

vis, nos quais as possíveis interações pectina/T80 se mostraram mais intensas. No 

trabalho de ORTEGA-TORO et al. (2014) surfactantes diminuíram a rigidez dos filmes 

(menores valores de módulo elástico). Contudo, para o SPAN 80, um surfactante mais 

hidrofóbico, o decréscimo foi menor, consequência do possível aumento na cristalinidade 

dos filmes de amido, acarretando porções mais rígidas. Resultados similares foram 

obtidos para (RODRÍGUEZ et al., 2006) em filmes de amido e diferentes concentrações 

de SPAN 80. 

TABELA 5. 4: Espessura, propriedades mecânicas e molhabilidade a água de filmes 
nanocompósitos de pectina e NE/Alecrim. 

Filmes 
T80*** Espessura 

Resistência 
à tração 

Elongação 
na ruptura 

Módulo 
elástico 

Ângulo 
de 

contato 

(%) (µm) (MPa) (%) (MPa) (°) 

PEC/T80/0* 0 26 ± 6c 43 ± 7a 1,3 ± 0,2a,b 12744 ± 4323a 49 ± 5a,b 

PEC/NE/alecrim 

RSO 0,5** 
23,4 38 ± 8b,c 20 ± 5b 0,7 ± 0,4b 101 ± 15b 55 ± 6a 

PEC/NE/alecrim 

RSO 1,0 
37,9 67 ± 16a 14 ± 4b,c 1,1 ± 0,3a,b 32 ± 23b 43 ± 9b 

PEC/NE/alecrim 

RSO 1,5 
47,8 49 ± 8a,b 10 ± 3c 1,7 ±0,4a 5 ± 2b 29 ± 3c 

PEC/NE/alecrim 

RSO 2,0 
55,0 55 ± 6a,b 9 ± 3c 1,6 ± 0,4a,b 17 ± 9b 31 ± 6c 

*a sigla zero indica o filme de pectina controle, ou seja, sem adição de surfactante** razão 
mássica surfactante/OE e concentração de OE alecrim constante de 37,9 % (mOE/mpec) para todos 
os filmes NE/alecrim. ***Quantidade de surfactante em relação à massa de pectina (mT80/mpec). 
Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes em uma mesma coluna (p<0,05). 

Altas concentrações de surfactante resultaram em um decréscimo do 

módulo elásticos de filmes de pectina (p<0,05). A adição de 23,4% m/m de T80 na matriz 
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de pectina reduziu de 12 GPa para 70 MPa (p<0,05). O mesmo se observa para os filmes 

adicionados de NE. Tanto o surfactante, quanto as NE tornaram o material menos rígido, 

diminuindo módulo elástico (p<0,05). 

A adição de NE em matrizes de biopolímeros apresenta resultados diversos 

quanto ao efeito nas propriedades mecânicas: plastificante ou anti-plastificante (ESPITIA 

et al., 2019); de modo que os tipos de OE, surfactante e matriz mostram-se importantes 

para predizer os efeitos esperados (ATARES & CHIRALT, 2016). 

NE/alecrim quando adicionadas à matriz diminuíram a resistência à tração 

para valores próximos a 9 MPa. Nesse caso, a adição de NE resultou um ganho nos 

valores de tensão máxima, se comparados os sistemas com (TABELA 5.4) e sem 

surfactante (TABELA 5.3). Os valores de elongação na ruptura não foram 

significativamente (p>0,05) diferentes dos obtidos para os filmes controle de pectina 

(TABELA 5.4). Nota-se uma diferença (p<0,05) no módulo elástico dos filmes 

incorporados com NE/Alecrim. As NE tornaram os filmes mais flexíveis se comprados 

com o controle (TABELA 5.4) ou com os filmes apenas com surfactante (TABELA 5.3).  

De acordo com ATARES & CHIRALT (2016), lipídeos induzem a formação 

de matrizes heterogêneas e uma estrutura descontínua, as quais dependem da 

característica da fase oleosa. Segundo os autores, lipídeos tendem a substituir interações 

entre cadeias poliméricas laterais ou adjacentes por interações mais fracas do tipo 

polímero-óleo. Tal interpretação é congruente aos resultados obtidos aqui.  

Sem considerar o feito do surfactante, já abordado, o OE de alecrim 

diminuiu a tensão máxima e o módulo elástico, e pode estar relacionado à diminuição na 

coesão entre as cadeias da pectina. Contudo, se comparado com os filmes de 

pectina/T80 com a mesma quantidade de surfactante que os filmes com NE, o OE 

incrementou os valores de tensão máxima. Isso indica que o OE pode interagir com a 

matriz tanto quanto o surfactante. O feito anti-plastificante já foi apresentado em trabalhos 

anteriores LÓPEZ-MATA et al. (2018), OTONI et al. (2014) e BILBAO-SÁINZ et al. (2010). 

Resultados contrastantes são encontrados na literatura acerca dos efeitos plastificantes 

para adição de NE em matriz de biopolímeros (ATARES & CHIRALT, 2016; PÉREZ-

CÓRDOBA et al., 2018).  

Sendo assim, pode-se inferir que adição de NE/alecrim possui um efeito 

somatório das características do surfactante e do OE de alecrim nas propriedades 
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mecânicas, sendo o primeiro atuando como plastificante, enquanto o OE atua reforçando 

o filme. O balbuciar dos dois efeitos ainda resulta em filmes mecanicamente inferiores, 

se comparados com os filmes de pectina controle.  

 

5.3.4 – Molhabilidade à água 

As molhabilidades de filmes de pectina com T80 e dos filmes de pectina e 

NE/alecrim estão apresentadas na TABELAS 5.3 e na TABELA 5.4, respectivamente. O 

ângulo de contato mensura a afinidade do solvente com a superfície a qual foi adicionado. 

Tratando-se de água, valores acima de 90° indicam superfícies hidrofóbicas, enquanto 

valores abaixo indicam superfícies hidrofílicas (ORTEGA-TORO et al., 2014). Adicionado 

a isso, avaliou-se o efeito da quantidade de surfactante na afinidade da superfície dos 

filmes com o solvente água, uma vez que este é uma molécula anfifílica, ou seja, com 

regiões polares e apolares, que podem se orientar de formas distintas em contato com 

diferentes solventes.  

O T80 modificou a afinidade da superfície de modo que para concentrações 

entre 10 e 20% m/m houve diferença (p<0,05) para os filmes controle de pectina. Os 

valores sofreram um incremento de 49 ± 4 ° para 90 ± 14 ° (TABELA 5.3), indicando 

assim uma superfície hidrofóbica para os filmes acrescidos de surfactante. Entretanto, a 

adição de quantidade maiores de surfactante diminuiu os valores para próximos do filme 

controle, não havendo diferença (p>0,05) entre eles. Em contrapartida, a adição de um 

componente hidrofóbico, o OE de alecrim, à composição dos filmes não reduziu a 

hidrofobicidade destes (TABELA 5.4). Todos os filmes contendo OE de alecrim continham 

a mesma quantidade de OE em relação à massa de pectina: 37,9% m/m. Constata-se 

que, para as composições utilizadas, mesmo aquelas em que há menos surfactante do 

que OE (RSO 0,5), o componente hidrofóbico não tornou o filme menos hidrofílico. Um 

análise complementar dos resultados permite verificar que as NE/alecrim com valores de 

RSO 0,5 e 1,0, ou seja, com concentração de surfactante iguais à 23,4 e 37,9%m/m, 

respectivamente, não mostraram variação significativa (p>0,05) no valor do ângulo com 

relação ao filme controle. Já para NE com RSO 1,5 e RSO 2,0, os valores diminuem 

(p<0,05), tornado o filme mais hidrofílico.    
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Não obstante, a adição de compostos hidrofóbicos vem sendo reportada 

como alternativa para diminuir a afinidade de polissacarídeos à água (CAO et al., 2018). 

Filmes inovadores foram produzidos por MANRICH et al. (2017), cuja adição do 

biopoliéster lipossolúvel extraído da pele do tomate, a cutina, aumentou (p<0,05) os 

valores do ângulo de contato da água com a superfície dos filmes, não mostrando 

diferença apenas para variações de cutina na composição (25 e 50% m/m) ou a região 

de contato da superfície do filme (substrato ou ar). ALEXANDRE et al. (2016) obtiveram 

filmes de gelatina incorporados com  NE de OE de gengibre e/ou argila montmorillonita e 

verificaram-se um acréscimo (p<0,05) com adição de 5% de OE à composição: valores 

de (104 ± 1)° (filme controle de gelatina) para (124 ± 3,5)°. Filmes de gelatina 

incorporados com glicerol e NE/óleo_soja/rutina apresentaram um decréscimo nos 

ângulos de contato da água com a superfície do filme que secou em contato com o ar. 

Os autores indicaram compreensões acerca da influência da NE incorporada sobre o 

ângulo de contato: (1) a adição de glicerol, um plastificante, diminui as interações 

polímero-polímero, e o excedente migra para a superfície, aumentando a hidrofilicidade 

do filme; (2) a hidrofobicidade esperada pela adição da fase lipofílica (óleo de soja) não 

foi eficaz, tendo em vista que o surfactante T80 intermedia a interface óleo/água 

dificultando o efeito hidrofóbico nas mediações da superfície do filme.  

A hidrofobicidade maior para filmes entre 10% e 20% m/m convergem para 

a direção das discussões anteriores (DLS, UV-vis, reologia e propriedades mecânicas) 

em que há uma quantidade específica para melhoria ou mudanças nas propriedades 

físico-químicas dos filmes de pectina. A porosidade visualizada nas imagens de 

microscopia (FIGURA 5.6 e FIGURA 5.7) não interferiu na hidrofobicidade dos filmes. 

Nessa vertente, os valores dos ângulos das superfícies inferior e superior do filme, ou 

seja da secagem em contato com o substrato (inferior) e em contato com o ambiente 

(superior) não mostraram (dados não inseridos no texto) diferença significativa (p>0,05). 

Assim sugere-se que as características hidrofóbicas convergem para a composição 

química do material e não para as variáveis de processamento. Os resultados sugerem 

que, nesta concentração o arranjo entre a cadeia polimérica da pectina e das micelas 

e/ou moléculas do surfactante esteja feito de forma a diminuir a polaridade ou 

hidrofilicidade da superfície do filme.  
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5.3.4 – Propriedades Térmicas  

Os perfis de degradação térmica dos filmes de pectina adicionados de 

surfactante e incorporados com NE/alecrim estão apresentados, respectivamente na 

FIGURA 5.9 e na FIGURA 5.10.  O perfil de degradação do T80 (FIGURA 5.9 – a, linha 

preta) diverge dos filmes de pectina acrescidos deste composto, apresentando duas 

temperaturas de degradação:  375°C e 416°C (FIGURA 5.9b).  

 

FIGURA 5. 9: (a) curvas termogravimétricas e (b) termogravimétrica derivada de filmes 
de pectina controle (vermelho), T80 bulk (preto) e filmes de pectina/T80 (m/m): (amarelo) 
5%; (verde) 10%; (azul) 15%; (ciano) 20%; (magenta) 25%, (c) curva termogravimétrica 
derivada ampliada na região entre 425 e 575°C.  
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O filme de pectina controle apresenta duas temperaturas características de 

degradação, 241 °C e 476°C, características de polissacarídeos. A degradação destes 

materiais pode comumente ser separada em três estágios: desidratação do material (até 

100 °C), seguido pela degradação térmica dos sacarídeos (230°C) e, por fim, acima de 

230 °C, degradação do restante da amostra em CO2 e H2O quando em atmosfera 

oxidativa (MARTELLI et al., 2013).  

 

FIGURA 5. 10: Esquerda: (a)  curvas termogravimétricas e termogravimétrica derivada 
(c) de pectina (ciano), T80 (vermelha), OE de alecrim (verde). Direita: (b) curvas 
termogravimétricas e (d) termogravimétricas derivadas de filmes de pectina (PEC) com 
NE/Alecrim microfluidizadas (MF) com diferentes razões (RSO): 0,5; 1; 1,5; 2. 

A adição de surfactante na matriz polimérica não modificou o perfil de 

degradação da pectina (FIGURA 5.9a), mesmo para altas concentrações de surfactante. 

A primeira temperatura de degradação da pectina (241 °C) se mantém constante para 

todas as composições. O que se nota é um ligeiro deslocamento da inflexão das curvas 
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próximo à temperatura de 300 °C, e verificada na curva da derivada de degradação 

(FIGURA 5.9b), indicando eventos de perda de massa por volta de 300 °C, sendo assim 

abaixo dos 375 °C para o T80 puro. As diferenças foram observadas para temperaturas 

entre 400 e 600°C (FIGURA 5.9c). A pectina (linha vermelha – FIGURA 5.9c) apresenta 

um pico de degradação térmica por volta de 460°C, próximo ao filme controle, indicando 

que o T80 quando adicionado pode diminuir temperatura de degradação dos sacarídeos 

e outros compostos presentes na pectina. Para 5 e 10% m/m de pectina, evidencia-se a 

presença de dois picos (475 e 480 °C), os quais podem estar relacionados às 

degradações dos remanescentes tanto do T80 quanto da pectina. Acima de 15% 

observa-se apenas uma temperatura de degradação para todo o composto, por volta de 

480°C.  

O surfactante T80 não modificou a temperatura inicial de degradação da 

pectina, indicando que sua adição, mesmo para altas concentrações, como as abordadas 

aqui, a matriz filmogênica mantém-se estável a temperaturas até 240 °C. A quantidade 

de surfactante resultou em diferentes temperaturas na segunda etapa de degradação, na 

degradação dos remanescente em CO2 e H2O. Nesse caso, as modificações podem ser 

ocasionadas pelo aumento da quantidade de sólidos, de modo a requerer uma maior 

quantidade de energia e, consequentemente, temperatura ao sistema. 

As curvas de degradação do T80, OE de alecrim e pectina estão 

organizadas na FIGURA 5.10a. O OE de Alecrim apresentou um único perfil de 

degradação térmica, com temperatura de degradação muito abaixo dos outros 

componentes pectina e T80 e valor de 139 °C (FIGURA 5.10c).  A adição de NE/alecrim 

à matriz de pectina foi avaliada quanto à sua estabilidade térmica, e o perfil de 

degradação foi ligeiramente modificado pela adição das nanoestruturas. Nenhuma 

temperatura relacionada à evaporação do OE foi observada. Para todas as composições, 

o OE foi mantido constante a 37% m/m para massa de pectina. Durante o aquecimento, 

não há evidência da evaporação de compostos ou perda de massa em temperaturas 

próximas à de degradação do OE, cerca de 140 °C. Sugere-se que a matriz de pectina 

atue como uma manta térmica, impedindo a evaporação do OE presente em sua 

estrutura, a qual apresentou poros em toda sua extensão (FIGURA 5.6 e 5.7) e que foram 

relacionados à presença de OE e do surfactante. 
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A primeira temperatura de degradação novamente não se modificou para a 

pectina, mesmo para os filmes adicionados com NE. As variações evidentes se 

localizaram na segunda temperatura de degradação. O valor de RSO 0,5 deslocou a 

segunda temperatura para 452 °C (pectina controle foi de 475 °C) enquanto o valor de 

RSO 2,0 aumentou a temperatura para 512 °C. NE/alecrim com quantidades inferiores 

de surfactante RSO 0,5 demostraram um efeito mais oxidativo que os maiores valores. 

Isso indica que, por possuir mais OE do que surfactante, este pode interagir com a matriz 

de pectina, facilitando o processo de degradação. Para quantidades superiores de RSO, 

suporta-se que os deslocamentos sejam resultados do aumento na quantidade de 

sólidos, haja vista que a concentração do surfactante aumenta para valores próximos de 

a 55% m/m para a massa de pectina.  

 

5.3.5 – Propriedades Antioxidantes 

As propriedades antioxidantes do OE de alecrim, com a adição de 

surfactante, bem como da incorporação nos filmes de pectina, foram avaliadas de modo 

a verificar se o surfactante pode atuar modificando as propriedades provenientes do OE 

de alecrim. Os resultados estão apresentados na TABELA 5.5, a qual apresenta os 

valores de inibição percentual (IP), o qual se refere à quantidade de DPPH que reagiu 

com compostos do OE, e dos valores de EC 50% (capacidade do OE de reduzir à metade 

a concentração do DPPH). O reagente Trolox® foi utilizado como composto padrão para 

análise comparativa da efetividade do OE de alecrim. 

Diferentes mecanismos são apresentados para a compreensão das 

atividades antioxidantes (MAISANABA et al., 2017). No caso dos OE, as provenientes da 

capacidade de eliminação de radicais livre tem se mostrado o método mais reportado. 

Segundo AMORATI et al. (2013) os antioxidantes podem atuar como inibidores do ataque 

inicial do radical ou moléculas, que o autor denomina “antioxidantes de quebra de cadeia”, 

os quais podem atuar na captura dos radicais já existentes no processo oxidativo e 

diminuir esta taxa de oxidação ou saná-la por completo.  

A atividade antioxidante de OE está relacionada à presença de compostos 

fenólicos dispersos ou terpênicos no óleo (ATARES & CHIRALT, 2016; BARATTA et al., 
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1998; GACHKAR et al., 2007), sendo para o OE de alecrim relacionada à existência de 

compostos como 1,8 cineol, α-pirene, cânfora e geraniol (WANG et al., 2008). 

TABELA 5. 5: Valores de inibição percentual (IP) e do EC 50% do OE de alecrim sem e 
acrescido de diferentes concentrações de T80, reagente padrão comparativo Trolox®; de 
filmes de pectina incorporados com NE de OE de alecrim obtidas por MF.    

Nome 

T80 RSO 
Atividade Antioxidante  

IP EC 50 %  

% 

m/v 

% m/m 

pectina 
 % % m/v % mg filme/mL 

Trolox - - - 95,57 ± 1,01a       0,02 ± 0,01b - 

OE alecrim 

 

- - - 83,71 ± 0,35c,d 2,93 ± 0,06a - 

2,26 - 0,5 82,16 ± 0,64d 3,01 ± 0,01a - 

4,43 - 1,0 85,49 ± 0,15b,c 2,50 ± 0,59a - 

6,51 - 1,5 85,34 ± 0,05b,c 2,82± 0,05a -- 

8,51 - 2,0 85,88 ± 0,80b 2,91 ± 0,08a - 

Pectina/NE alecrim 

- 23,4 0,5 60,45 ± 2,72a - 46,59 ± 6,75a,b 

- 37,9 1,0 57.73 ± 2,39a,b - 43,27 ± 1,64b 

- 47,9 1,5 51,00 ± 6,06a,b - 54,97 ± 5,07a 

- 55,0 2,0 49.37 ± 3,96b - 43,68 ± 0,61b 

T80: Surfactante polisorbato 80. RSO: razão mássica surfactante e óleo essencial. IP: inibição 
percentual 

 

O OE de alecrim apresentou valores de IP entre 82,71 e 85,88%, não sendo  

verificada diferença (p>0,05) quando o surfactante foi adicionado ou com o aumento de 

concentração do surfactante (p>0,05). O surfactante, nas concentrações apresentadas 

na TABELA 5.5, não apresentou qualquer variação (p>0,05) na concentração inicial do 

DPPH e, portanto, para o escopos desse estudo não foram considerados como moléculas 

passíveis a propriedades antioxidantes. No comparativo com o Trolox ®, seus valores 

foram inferiores (p<0,05), contudo interessantes à concentração de 5% m/v, indicando 

que a quantidade escolhida de OE (item 4.3.1) em solução é suficiente para apresentar 

boas propriedades antioxidantes. Os valores de EC 50% mostraram nesse caso a 
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efetividade do OE em reduzir 50% da quantidade de DPPH com cerca de metade da 

concentração utilizada de OE. Se comparado com um reagente padrão, a quantidade de 

OE necessária para reagir com 50% do DPPH presente foi cerca de 100 vezes maior 

(p<0,05) que o Trolox®, e não mostrou diferença significativa (p>0,05) ao aumento de 

concentração do surfactante, demonstrando assim que para efeitos de propriedades 

ativas do OE, o surfactante não atua de modo a interferir na atividade antioxidante.  

O mesmo foi observado para os filmes de pectina incorporados com 

NE/alecrim com diferentes concentrações de surfactante T80. Os filmes apresentaram 

atividade antioxidante para todas as formulações, como já foi reportado por GÓMEZ-

ESTACA et al. (2009). Não houve variação significativa (p>0,05) para os valores tanto de 

IP quanto de EC 50% para os filmes analisados (TABELA 5.5). Cabe salientar que os 

filmes de pectina controle e pectina/T80 não apresentaram resposta à adição de DPPH 

(variação da concentração de DPPH inicial não variou, p>0,05). Isso demostra que, para 

a atividade antioxidante, o surfactante tanto em solução quanto incorporado aos filmes 

não interferiu. Os menores valores de IP e EC 50% para os filmes, se comparados com 

as dispersões do OE, justificam-se pelos seguintes: meio de análise (hidrofílico e 

lipofílico) e interações entre os componentes dos filmes, uma vez que ambos podem 

dificultar o processo de difusão do OE, diminuindo sua reação com o DPPH (MAISANABA 

et al., 2017).  

 

 

5.3.7 – Propriedades Antimicrobianas 

A atividade antimicrobiana dos filmes de pectina adicionados de NE de OE 

de alecrim foi avaliada por halo de inibição por difusão em ágar, de modo a identificar a 

influência da quantidade de surfactante na inibição do crescimento de duas culturas de 

bactérias E. coli e S. aureus, uma Gram-negativa e outra Gram-positiva, respectivamente.   

A FIGURA 5.11 e a FIGURA 5.12 ilustram o ensaio realizado.  
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FIGURA 5.11: Fotografias digitais dos filmes de pectina com T80 em diferentes 
concentrações quando submetidos ao teste antimicrobiano de halo de inibição por 
difusão em ágar. Coluna da esquerda indica culturas E. coli e coluna da esquerda indicam 
culturas da S. aureus. Círculo preto indica tamanho real do filme colocado no início do 
ensaio.   

Constatou-se que, para todos os casos, a inibição foi inexistente ou mínima. 

Para os filmes de pectina controle (FIGURA 5.11), como esperado, não é possível 

identificar qualquer filme após o ensaio. À medida que a quantidade de surfactante 

aumenta, verifica-se pequenos círculos nos quais, em alguns casos, não há crescimento 

bacteriano. Esse comportamento se repete tanto para bactérias Gram-positivas, quanto 
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Gram-negativas. Com a concentração de 55% m/m (FIGURA 5.11), há uma região de 

cuja cultura parece não ter se proliferado como nas outras regiões sem o filme. 

Comparando com o filme controle, esse comportamento pode ser relacionado ao 

surfactante, que atuou para dificultar o crescimento dos micro-organismos na região onde 

foi depositado o filme.  

O mesmo comportamento foi verificado para os filmes adicionados de 

NE/alecrim (FIGURA 5.12). Essas regiões foram ampliadas para facilitar a visualização. 

Não foi verificado qualquer halo de inibição. Uma vez que tanto para os filmes de 

pectina/T80 e pectina/NE possuem as quantidades de surfactante, esperava-se 

identificar o efeito do OE para o caso dos filmes nanocompósitos (FIGURA 5.12) uma vez 

que cerca de 37% de OE de alecrim foi adicionado à composição. O que verificou-se foi 

o mesmo comportamento para os filmes de pectina/T80, indicando que o sistema 

pectina/NE dificultou a atuação do OE de alecrim no processo de inibição.  

A aparente falta de inibição do crescimento das duas culturas observado 

para os filmes com as NE/alecrim destoam dos resultados obtidos para concentração 

mínima inibitória, obtidas no item 4.3.1. Permite, contudo, indagar a atuação do 

surfactante barreia às propriedades ativas do OE nos filmes.  

Óleos essenciais como o de alecrim são reconhecidos como possuidores 

de atividade antimicrobiana, a qual é relacionada à presença de compostos terpênicos e 

fenólicos (ATARES & CHIRALT, 2016; GAMAGE et al., 2009; MAISANABA et al., 2017; 

SEYDIM & SARIKUS, 2006), assim como o incremento significativo na atividade 

antimicrobiana para filmes com NE de OE incorporadas (ESPITIA et al., 2019). O estudo 

preliminar verificou a concentração mínima inibitória para o OE de alecrim para as 

referidas culturas de bactéria. Todavia, fatores como quantidade de surfactante, ao nosso 

entendimento, demonstraram interferências nas propriedades ativas dos filmes 

nanocompósitos.  
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FIGURA 5.12: Fotografias digitais dos filmes de pectina com NE de alecrim em diferentes 
valores de RSO (razão mássica de surfactante/OE) quando submetidos ao teste 
antimicrobiano de halo de inibição por difusão em ágar. Coluna da esquerda indica 
culturas E. coli e coluna da esquerda indicam culturas da S. aureus. Círculo preto indica 
tamanho inicial do filme colocado no início do ensaio. 
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 Sugere-se que o mecanismo de difusão dos compostos ativos presentes 

no OE de alecrim tenha sido dificultado pela presença do surfactante nos filmes. O 

surfactante atua de modo a recobrir as gotas de OE, diminuindo a energia interfacial e 

permitindo a estabilidade dessas NE). Sendo assim, mesmo para tamanhos menores, os 

componentes ativos presentes no OE não difundiram para o meio de cultura, inibindo 

apenas a região onde foi depositado. Dessa forma, sugere que a inibição se deu por 

contanto e não por difusão, permitindo assim a aplicação dessas embalagens, em que o 

há o contato direto do alimento com a embalagem carreadora do composto 

antimicrobiano.  

De acordo com BASTARRACHEA et al. (2011) embalagens ativas podem 

ser divididas nas que permitem a migração da substância antimicrobiana para o alimento 

ou das embalagens que inibem o crescimento de micro-organismos apenas na superfície 

dos alimentos.  Para QUINTAVALLA & VICINI (2002) embalagens antimicrobianas, cujo 

mecanismo de ação é por contato, mostra-se uma altenativa para inibição do crescimento 

de micro-organimos em alimento alimentos prontos para o consumo e frescos como 

carne e queijo por exemplo, que não são passíveis aos métodos tradicionais de 

preservação como adição de sais, congelamento  ou processamento térmico.  

No exposto os resultados indicam que para o sistema fomado por 

pectina/NE o surfactante atuou como uma barreia a difusão do agente antmicrobiano (OE 

de alecrim). Todavia, como a inibição só ocorre para regiões em contato direto com o 

meio cultura, o sistema aqui estudado poderia ser aplicado embalagens que inibem o 

crescimento apenas na superfície de alimentos.  
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5.4  - Conclusões Parciais 

Os resultados deste trabalho indicaram que o surfactante não apresentou 

interações eletrostáticas com os grupos carboxílicos da pectina nos sistemas de 

pectina/surfactante e o de pectina com as NE/alecrim, e isso foi evidenciado pela não 

formação de complexos em solução, conforme demonstraram as medidas de 

espalhamento dinâmico de luz. Por outro lado, propõe-se a existência de interações das 

porções apolares da pectina com as micelas ou moléculas de surfactante, indicado pelo 

aumento na viscosidade com a adição de surfactante (ou das nanoemulsões) à matriz 

filmogênica de pectina.  

A adição de surfactante ou das NE/alecrim produziu um aspecto esponjoso 

na morfologia interna dos filmes. Este aspecto pode ser relacionado tanto à volatilização 

do óleo essencial na secagem, quanto ao surfactante, que pode estar atuando de modo 

a diminuir as interações polímero/polímero durante a secagem. Essa diminuição na 

interação resultou em um decréscimo considerável nas propriedades mecânicas, tanto 

para resistência à tração, quanto para rigidez (módulo elástico dos filmes).  

A hidrofobicidade de filmes de pectina aumentou para concentrações de 

surfactante entre 10 e 20% m/m. Para valores menores ou superiores a estes, o filme 

apresentou caráter hidrofílico semelhante ao filme controle de pectina. A adição de um 

componente hidrofóbico (óleo essencial de alecrim) à matriz não aumento a 

hidrofobicidade dos filmes, indicando que o surfactante pode atuar sobre as propriedades 

de superfície do filme. Tal efeito foi relacionado à orientação das moléculas de surfactante 

com suas regiões hidrofóbicas para o ar na superfície de secagem do filme, enquanto a 

porção hidrofílica ficou orientada para a parte interna da superfície do filme.    

O óleo essencial de alecrim apresentou atividade antioxidante. O 

surfactante não interferiu na atividade antioxidante do óleo tanto em solução, quanto nos 

do filme de pectina incorporado com NE/alecrim. No caso dos nanocompósitos, 

observou-se uma diminuição na propriedade antioxidante, a qual pode ser justificada pela 

volatilização do óleo durante a produção do filme. De modo oposto, a quantidade de 

surfactante mostrou-se interferente nas propriedades antimicrobianas. Neste caso, 

observou-se uma restrição ao crescimento apenas para a região em que o filme foi 

depositado.  
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CÁPITULO 6  

6- CONSIDERAÇÕES FINAIS 

6.1 – Conclusões  

Nanoemulsões de óleos essenciais de alecrim e de alho foram obtidas com 

sucesso por inversão catastrófica de fase e microfluidização e, posteriormente, aplicadas 

no desenvolvimento de bionanocompósitos de pectina.  

 Os óleos essenciais de alecrim e de alho apresentaram atividade 

antimicrobiana contra cepas de bactérias: E. coli, S.  typhimurium, S.aureus e E. faecalis. 

Para o OE de alecrim o valor de concentração mínima inibiória foi de 0,7% v/v tanto para 

bactérias Gram-positivas (E. coli e S. typhimurium) quanto para Gram-negativas 

(S.aureus e E. faecalis). No caso do óleo essencial de alho, os valores de concentração 

mínima inibitória diferenciaram de acordo com a característica da parede celular: para 

Gram-negativas, onde uma camada externa de polipeptídioglicanos seletiva a compostos 

hidrofóbicos existe, o valor foi maior e igual a 0,7% v/v. Para Gram-positivas, o valor foi 

menor, cerca de 0,3% v/v.    

O processo de emulsificação por alta e baixa energia permitiu a obtenção 

de nanoemulsões tanto de óleo essencial de alho e de alecrim. O método de 

microfluidização mostrou-se mais eficaz para obter nanoemulsões com baixa 

polidispersividade e diâmetros médios menores para os dois óleos essenciais. A 

concentração de surfactante foi interferente para ambos métodos de obtenção de 

nanoemulsões, sendo para a emulsificação de baixa energia um fator importante, pois 

sua localização foi determinante para o processo de inversão de fase. Ainda pode-se 

concluir que solubilização do surfactante na fase contínua (aquosa), não promove a 

inversão catastrófica de fase, mas sim a emulsificação direta.   

A estabilidade coloidal das nanoemulsões indicou mecanismos diferentes 

para os dois tipos de óleo essencial. Para o de alecrim a cremeação foi mecanismo de 

instabilidade por separação gravitacional, devido à densidade do óleo ser menor que a 

da água. No caso do de alho, cuja densidade é superior à da água, o mecanismo 

identificado foi a sedimentação. No comparativo entre os métodos e a quantidade de 

surfactante, bem como o tipo de óleo essencial, constatou-se que as nanoemulsões 
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obtidas com 10 ciclos de microfluidização e razão mássica de surfactante/óleo igual a 2,0 

foram as menos suscetíveis à mecanismo de separação, demonstrando assim maio 

estabilidade.  

As interações no sistema pectina/surfactante e pectina/nanoemulsões não 

foram de natureza eletrostática. A partir de ensaios reológicos e de espectroscopia UV-

vis, dois possíveis mecanismos foram propostos: (1) interações entre as moléculas do 

surfactante e a cadeia poliméricas, e essas ocorrendo pelas porções hidrofóbicas de 

ambos compostos; (2) interações do tipo ligação de hidrogênio ente a região hidrofílica 

do surfactante e os grupos carboxílicos da pectina. 

A morfologia dos filmes controle modificou-se de um filme compacto sem 

imperfeições para um com aspecto esponjoso para ambos sistemas: pectina/surfactante 

e pectina/nanoemulsões. Tais modificações podem estar relacionadas não apenas à 

volatilização do óleo essencial na secagem, mas também o surfactante.  

A hidrofobicidade dos filmes de pectina/surfactante aumentou para 

concentrações de surfactante entre (10 e 20% m/m), se comparadas com o filme controle. 

Foi proposto que tal comportamento se deu pela orientação da parte hidrofóbica do 

surfactante para a interface ar/filme, tornando a superfície mais hidrofóbica. Em 

concentrações maiores, esse efeito não foi verificado, o que sugeriu que em altas 

quantidade de surfactante, a diminuição das interações polímero-polímero tornam a 

superfície mais exposta a grupos polares, o que pode justificar o aumento na 

hidrofilicidade dos filmes 

O óleo essencial de alecrim apresentou capacidade antioxidante tanto para 

sistemas sem ou com adição do surfactante. O mesmo comportamento foi observado 

para os nanocompósitos de pectina/nanoemulsões de alecrim.  

A atividade antimicrobiana por halo de inibição não foi verificada para tanto 

para os sistemas pectina/surfactante quanto para pectina/nanoemulsões. Os resultados 

indicaram que o surfactante e sua quantidade pode ter dificultado a difusão do óleo do 

filme para o meio de cultura, considerando que o óleo essencial de alecrim apresentou 

propriedade antimicrobiana em solução contra as celas estudadas.   

Dessa forma, este trabalho permitiu o desenvolvimento, com sucesso, de 

bionanocompósitos de pectina/óleo essencial e surfactante, além de inferir os 

mecanismos que regem as interações entre polissacarídeo/surfactante e 
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polissacarídeo/nanoemulsões, importante para o entendimento da correlação 

preparação-estrutura-propriedades de bionanocompósitos.   

 
 

6.2 – Sugestões para trabalhos futuros  

Sugerem-se as seguintes investigações para trabalhos futuros:  

(1) Estudo do mecanismo de inversão catastrófica de fase acompanhado 

por MET-crio: Como exposto no capítulo 4, o mecanismo mais proposto para formação 

de NE por inversão catastrófica de fase é a formação e emulsões múltiplas. Com o 

advento da técnica de MET-Crio, as possibilidade e os desafios se abrem para 

acompanhar visualmente a formação das NE. Propõe-se para trabalhos futuros, o estudo 

da formação das emulsões múltiplas por MET-crio para diferentes surfactantes e co-

surfactantes.  

(2) Estudo de NE de OE e co-surfactantes: polisorbato e biopolímeros. 

Comparar os diferentes métodos de emulsificação no que compete a adição de 

biopolímeros como emulsificantes ou uma mistura de emulsificantes, em que um 

componentes seja o biopolímero.  

(3) Estudo das propriedades ativas pelo desenvolvimento de filmes e de 

nanocompósitos a partir da quantificação inicial de cargas entre matriz/surfactante em 

solução: estudo de estabilização de NE em solução e na produção e nanocompósitos.  

(4) Avaliação da volatilização do OE em NE incorporadas em matriz 

biopoliméricas: surfactante como agente retentor da volatilização do OE, de forma poder 

quantificar quanto do OE foi adicionado à suspensão filmogênica e o quanto é volatilizado 

durante as etapas de processamento. 
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APÊNDICE A 

 

 

FIGURA A. 1: Curvas de transmissão/tempo em relação a posição para NE/alecrim 
obtidas por inversão catatrófica de fase tipo 1 (surfactante dissolvido em água): (a) RSO 
0,5; (b) RSO 1,0; (c) RSO 2,0; inversão catatrófica de fase tipo 2 (surfactante dissolvido 
em OE): (d) RSO 0,5;  (e) RSO 1,0 (f) RSO 2,0.  Setas indicam o sentido de movimento 
das partículas. RSO é a sigla para razão mássica surfactante/óleo essencial  
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FIGURA A. 2: Curvas de transmissão/tempo em relação a posição para NE/alho obtidas 
por inversão catastrófica de fase tipo 1 (surfactante dissolvido em água): (a) RSO 0,5; (b) 
RSO 1,0; (c) RSO 2,0; inversão catastrófica de fase tipo 2 (surfactante dissolvido em OE): 
(d) RSO 0,5;  (e) RSO 1,0 (f) RSO 2,0. Setas indicam o sentido de movimento das 
partículas. RSO é a sigla para razão mássica surfactante/óleo essencial  
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FIGURA A. 3: Cuvas de transmissão/tempo em relação a posição para NE/alecrim 
obtidas por microfluidização: (a) RSO 0,5/zero ciclo; (b) RSO 0,5/3 ciclos; (c) RSO 0,5/10 
ciclos; (d) RSO 2,0/zero ciclo; (e) RSO 2,0/3 ciclos; (f) RSO 2,0/10 ciclos. Setas indicam 
o sentido de movimento das partículas. RSO é a sigla para razão mássica 
surfactante/óleo essencial  
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FIGURA A. 4: Curvas de transmissão/tempo em relação a posição para NE/alho obtidas 
por microfluidicação: (a) RSO 0,5/zero ciclo; (b) RSO 0,5/3 ciclos; (c) RSO 0,5/10 ciclos; 
(d) RSO 2,0/zero ciclo; (e) RSO 2,0/3 ciclos; (f) RSO 2,0/10 ciclos. Setas indicam o 
sentido de movimento das partículas. RSO é a sigla para razão mássica surfactante/óleo 
essencial  
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APÊNDICE B 

 
FIGURA B. 1: Curvas representativas de tensão-deformação obtidas pelo tracionamento 
uniaxial: (a) de filmes de pectina com diferentes concentrações de surfactante T80; (b) 
filmes de pectina: (1) controle; (1) com NE/alecrim RSO 0,5; (2) NE/alecrim RSO 1,0; (3) 
NE/alecrim RSO 2,0; (4) NE/alecrim RSO 1,5.  
 

 

 


