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Claudio Takeo Ueno4, Lyssa Setsuko Sakanaka5, Marianne Ayumi Shirai6 

 
 
Neste trabalho, avaliou-se o efeito da concentração de glicerol nas propriedades de filmes de proteína de soja 
(IPS) incorporados de óleo essencial de orégano (OEO). As concentrações de glicerol testadas foram de 20, 25 e 
30 g de glicerol/100 g de IPS, e a concentração de OEO utilizada foi de 3% (m/m) em relação à solução 
filmogênica. O aumento na concentração de glicerol com a presença de OEO promoveu diminuição no módulo 
de Young, resistência à tração e aumento no alongamento à ruptura e permeabilidade ao vapor de água. 
Entretanto, em alta concentração de glicerol e OEO o filme mostrou migração aparente desses compostos.  
Filmes de IPS com OEO apresentaram atividade antimicrobiana frente aE. coli e S. aureus, e significativa atividade 
antioxidante (medida pelos métodos DPPH e ABTS), independentemente da concentração de glicerol. Os filmes 
apresentados são uma opção promissora de embalagens ativas ambientalmente corretas para serem utilizadas na 
conservação de alimentos. 
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Effect of glycerol as plasticizer on the functional properties of soy protein and 
oregano essential oil film 

 
In this work, the effect of glycerol concentration on the properties of soy protein (SPI) films incorporated with 
oregano essential oil (OEO) was evaluated. The glycerol concentrations tested were 20, 25 and 30 g glycerol/ 
100 g SPI, and the OEO concentration used was 3 % (w/w) in relation to filmogenic solution. The increase in 
the glycerol concentration with the presence of OEO promoted a decrease on the Young's modulus, tensile 
strength and increase on elongation at rupture and water vapor permeability. However, in high concentration of 
glycerol and OEO the film showed apparent migration of these compounds. SPI films with OEO presented 
antimicrobial activity against E. coli and S. aureus, and significant antioxidant activity (measured by DPPH and 
ABTS assays) regardless of the glycerol concentration. The films presented are a promising option of 
environmentally friendly active packaging to be used in food conservation. 
 
Keywords: Essential oil. Bioactive compounds. Biopolymers. Active packaging. 
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INTRODUÇÃO 

Filmes e revestimentos comestíveis podem 
ser produzidos utilizando-se como matéria-prima 
proteínas, polissacarídeos, lipídeos ou a combinação 
destes. O isolado proteico de soja (IPS) é uma 
matéria-prima de origem vegetal, pois possui baixo 
custo, é biodegradável e biocompatível. Além disso, 
filmes a base de IPS possuem boa barreira ao 
oxigênio e óleos, em baixas umidades relativas, e 
possuem boas propriedades mecânicas, permitindo 
seu uso como embalagens de alimentos e como 
matriz para incorporação de compostos bioativos[1]. 

Os óleos essenciais são compostos 
bioativos extraídos de plantas, possuem composição 
química complexa, constituídos de mais de 100 
compostos terpênicos diferentes e possuem um 
amplo espectro de atividade antimicrobiana e 
antioxidante[2,3]. O óleo essencial de orégano tem 
sido reconhecido pelas suas propriedades 
antimicrobianas e antioxidantesdevido à presença de 
compostos fenólicos (carvacrol, carvacrol metiletere 
timol metileter). O componente majoritário do óleo 
de orégano é o carvacrol, ummonoterpeno que 
apresenta atividades antibacteriana, antifúngica, 
antitoxigenica, inseticida e antiparasita[4,5]. Devido às 
suas propriedades, o óleo essencial de orégano é 
uma opção promissora de aditivo natural para 
alimentos.  

Vários estudos relatam a adição de óleo de 
orégano na produção de filmes ativos 
biodegradáveis[6,7,8,9]. Entretanto, poucos estudos 
mencionam o efeito da concentração de 
plastificante em filmes adicionados de óleos 
essenciais, uma vez que estes também podem atuar 
como plastificante. Um plastificante é uma pequena 
molécula de baixa volatilidade que, quando 
adicionada a materiais poliméricos, modifica a 
organização tridimensional, diminui as forças 
intermoleculares atrativas e aumenta o volume livre 
e a mobilidade da cadeia[10]. Como resultado dessas 
mudanças na organização molecular, os 
plastificantes modificam as propriedades funcionais 
dos filmes aumentando a flexibilidade e diminuindo 
a coesão, elasticidade e rigidez. Os plastificantes 
mais utilizados na produção de filmes são o glicerol 
e sorbitol[11], porém há estudos que verificaram o 
efeito plastificante deóleos essenciais[12,13]. 

Assim, determinar a concentração adequada 
de plastificante na formulação de filmes é 
importante, pois quando adicionado em baixa 
concentração causam um efeito chamado 
antiplastificante[14], onde o plastificante não interage 
com a matriz polimérica o suficiente para aumentar a 
mobilidade molecular, apenas aumenta o grau de 
interações e a rigidez desta matriz, causando a redução 
da flexibilidade e hidrofilicidade[15,16,17]. Por outro 
lado, a adição excessiva de plastificante causa a sua 
migração deixando a superfície do filme pegajosa, 
dificultando a sua aplicação. Com isso, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito da concentração 
de glicerol nas propriedades físicas, antioxidante e 
antimicrobiana de filmes de isolado proteico de soja 
adicionados de óleo essencial de orégano. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material 
 
 Para a produção dos filmes foram utilizados 
isolado proteico de soja (>90 % proteína, Bremil, 
Brasil), glicerol PA (Dinâmica, Brasil), Tween 80 
(Anidrol, Brasil) e óleo essencial de orégano 
(Quinari, Brasil). 
 

Produção do filme de IPS adicionado de óleo 
essencial de oregano e glicerol 
 
 Os filmes foram preparados pelo método 
de casting e a formulação consistiu de 7,5 % de IPS, 
conforme estabelecido em estudos preliminares. 
Para avaliar o efeito da concentração de glicerol, a 
concentração de óleo de orégano foi fixada em 3 % 
(m/m), em relação à solução filmogênica e as 
concentrações de glicerol estudadas foram 20, 25 e 
30 g/100 g de IPS. Inicialmente o IPS foi 
solubilizado em água destilada a 25°C, em seguida o 
pH da solução foi ajustado para 10,54 (NaOH 1M), 
mantido sob agitação por 30 minutos, aquecido até 
70°C e mantido por mais 20 minutos. Após o 
resfriamento da solução filmogênica, adicionou-se o 
óleo de orégano, o Tween 80 (1% em relação à 
solução filmogênica, m/m) e homogeneizou-se em 
Ultraturrax (marca IKA, modelo T18, EUA) a 
10.000 rpm por 3 minutos. Aproximadamente 50 g 
de solução filmogênica foi vertida em placas de 
acrílico e secas a 25°C por 24 horas. As amostras 
contendo apenas glicerol foram codificadas como 
G20, G25 e G30 e as que continham OEO como 
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G20 OEO, G25 OEO e G30 OEO.A produção do 
filme foi repetida duas vezes.  
 
Caracterização física 
 

O teste de tração foi realizado em 
texturômetro (Stable Micro Systems, modelo TA-
TX2, Inglaterra). As propriedades determinadas 
foram resistência máxima à tração (MPa), 
alongamento na ruptura (%) e módulo de 
elasticidade ou de Young (MPa), conforme os 
métodos e normas da American Society for Testingand 
Material (ASTM D883-12E1, 2012). O teste foi 
realizado em 10 amostras de cada formulação.  

 
Filmes com dimensões de 2 x 2 cm foram 

pesados e secos a 105 °C por 24 h e estufa. Após 
este período as amostras foram pesadas e o 
conteúdo de umidade foi calculado como a 
porcentagem de água removida do filme.  A 
solubilidade em água foi determinada conforme 
Gontard, Guilbert e Cuq (1993)[10]. Os ensaios 
foram conduzidos em triplicata. 

 
A permeabilidade ao vapor de água foi 

determinada por método gravimétrico, conforme a 
norma da American Society for Testingand Material 
(ASTM E-96-00, 2000). O teste foi conduzido em 
triplicata.  
 
Atividade antimicrobiana 
 

Para esta análise, primeiramente, foi feita a 
reativação das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 
25922) e Escherichia coli (ATCC 35218) em caldo 
Müller Hinton a 35ºC, até alcançar ou exceder a 
turbidez de uma solução padrão McFarland de 0,5 
(aproximadamente 1,5 x 108UFC/mL). Inoculou-se 
então 0,1 mL das suspensões bacterianas (108 
UFC/mL) em placas contendo ágar Müller-Hinton, 
discos dos filmes foram colocados na superfície e 
incubou-se a 37°C por 24 horas. Após esse período 
analisou-se a placa, observando a formação de halo 
de inibição. O diâmetro do halo foi medido com 
auxílio de paquímetro e expresso em milímetros[18]. 
S. aureus e E. coli foram escolhidos porque são 
bactérias patogênicas geralmente encontradas em 
alimentos. O teste foi conduzido em triplicata. 
 
 
 
 

Extração dos compostos antioxidantes dos 
filmes 
 

Para a extração dos compostos 
antioxidantes dos filmes, 20 mL de etanol absoluto 
(Anidrol, Brasil) foi adicionado a 0,5 g de filme e a 
mistura foi homogeneizada em agitador de tubos 
(Phoenix, Brasil) durante 24 horas a temperatura 
ambiente. Após, a mistura foi centrifugada e o 
sobrenadante foi utilizado nas análises de 
compostos fenólicos totais, DPPH e ABTS. A 
extração foi realizada em triplicata. 
 
Compostos fenólicos totais e capacidade 
antioxidante  
 

O conteúdo de compostos fenólicos totais 
foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu. 
Em tubos de ensaio foram misturados 200 µL da 
fração etanólica extraída do filme e 1000 µL do 
reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v). Em seguida 
foi adicionado 800 µL da solução de carbonato de 
sódio (7,5%, p/v) e os tubos foram mantidos em 
ambiente escuro por 2 horas para reação. Uma 
amostra “branco” foi preparada substituindo-se o 
extrato por etanol. A absorbância foi medida em 
comprimento de onda de 765 nm utilizando um 
espectrofotômetro UV-Vis (Femto, Brasil).Uma 
curva analítica foi previamente preparada utilizando 
diferentes concentrações de ácido gálico (y = 10,85x 
– 0,0051; R² = 0,99; y representa a absorbância e x a 
concentração de fenólicos). O conteúdo de 
compostos fenólicos totais foi expresso em mg 
ácido gálico equivalente/ g filme. 

 
A capacidade antioxidante dos filmes foi 

avaliada pelos métodos de captura do radical livre 
ABTS e DPPH[19,20]. A determinação da capacidade 
antioxidante pelo método ABTS foi realizada 
conforme Rufino et al. (2007), onde inicialmente foi 
preparada uma solução estoque de ABTS 7mM e 
persulfato de potássio 140 mM. Para o preparo do 
radical ABTS (ABTS.+), 5 mL da solução estoque de 
ABTS foi misturada com 88 µL da solução de 
persulfato de potássio e mantida em ambiente 
escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em 
seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em álcool 
etílico até obter uma absorbância de 0,70 ± 0,05 a 
734 nm. Em tubos de ensaio uma alíquota de 30 µL 
do extrato do filme foi misturada com 3,0 mL do 
radical ABTS·+ e a leitura da absorbânica (734 nm) 
foi realizada após 6 minutos.  Os resultados foram 
calculados utilizando-se uma curva analítica de 
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Trolox(y = -0,0003x + 0,6609; R² = 0,99; 
yrepresenta a absorbância e x a capacidade 
antioxidante) e expressos em µM de Trolox 
equivalente por g de filme. 

 
Para a determinação da capacidade 

antioxidante pela captura do radical livre DPPH 
uma alíquota de 0,1 mL do extrato foi misturada 
com 3,9 mL de solução de DPPH 0,06 mM. Após 
40 minutos a absorbânica foi medida em 
espectrofotômetro a 515 nm. Os resultados foram 
calculados utilizando-se uma curva analítica de 
Trolox (y = -0,0003x + 0,5632; R² = 0,99) e 
expressos em µM de Trolox equivalente por g de 
filme. 
 
Análise estatística 
 

Os resultados obtidos foram avaliados por 
análise de variância (ANOVA) e a média dos 
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey 
ao nível de 5% significância (p< 0.05) utilizando o 
software Statistica, versão 10 (Statsoft, Tulsa, OK, 
USA).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A formulação contendo 30 g de 
glicerol/100 g de IPS e OEO (G30 OEO) 
apresentou migração de glicerol e OEO para a 
superfície do filme e como essa característica não é 
desejável, este não foi caracterizado. A migração do 
glicerol ocorreu devido à concentração excessiva em 
relação ao valor do IPS.Os demais filmes 
apresentaram espessura média de 240 µm, não 
apresentaram migração aparente de glicerol, foram 
facilmente removidos das placas de acrílico, a 
coloração foi amarelada, com aspecto contínuo, 
opaco e boa manuseabilidade.  
 
Propriedades mecânicas 
 

As propriedades mecânicas dos filmes 
foram influenciadas tanto em relação a 
concentração de glicerol como pela presença de 
OEO (Tabela 1). A elevação na concentração de 
glicerol diminuiu a resistência à tração (RT) e o 
módulo de Young(MY) e elevou a elongação na 
ruptura(ε) dos filmes, sendo que esses efeitos foram 
mais pronunciados quando adicionou-se o OEO. A 
incorporação de OEO causou um decréscimo de 

aproximadamente 400 % na RT e 297% no MY e 
um acréscimo ao redor de 222% na ε, por exemplo, 
no filme G20 OEO. Resultados similares foram 
reportados em filmes de gelatina e quitosana 
adicionados de OEO[7] e em filmes de IPS contendo 
óleo essencial de cravo[13]. Os filmes de IPS com 
óleo essencial de orégano produzidos neste trabalho 
apresentaram menor RT(18,99 MPa) e maiorε 
(99,10 %)e YM (80,75 MPa)quanto comparados a 
filmes de polietileno de baixa densidade (PEBD)[21]. 
 
Tabela 1: Propriedades mecânicas de filmes de IPS 
contendo óleo de orégano e diferentes 
concentrações de glicerol. 

Filme RT  
(MPa) 

ε  
(%) 

MY 
(MPa) 

G20 19,2± 0,9a 59,7±15,8c 423,9±27,6a 
G25 12,2±0,5b 133,0±27,6b 254,2±16,4b 
G20 OEO 4,7 ± 0,5c 142,5±29,8b 142,6±17,3c 

G25 OEO 3,3±0,6d 255,3± 9,3a 79,5±14,7d 

a,b,c,d Letras iguais na coluna não apresentaram diferença 
significativa pelo teste de Tukey(p> 0,05). RT = Resistência 

à tração; ε = Elongação na ruptura; MY = Módulo de 
Young. 

Os resultados das propriedades mecânicas 
podem ser explicados, pois plastificantes como o 
glicerol diminuem a força intermolecular, amenizam a 
rigidez da estrutura do filme, elevam a mobilidade das 
cadeias poliméricas e assim contribuem com a 
diminuição da RT e MY e elevação da ε[22]. Este 
fenômeno é interessante quando se deseja obter filmes 
flexíveis.Considerando o efeito da adição de OEO no 
filme de IPS, este pode ter atuado como um 
plastificante impedindo ou enfraquecendo a interação 
polímero-polímero e isso facilitou o deslizamento das 
cadeias durante a tração do filme[23]. Além disso, como 
o OEO é líquido a temperatura ambiente, este poderia 
estar presente no filme na forma de gotículas de óleo 
que foram facilmente deformadas, desenvolvendo 
então uma estrutura heterogênea com 
descontinuidades[24].  

Por outro lado, alguns autores relatam que o 
efeito plastificante de óleos essenciais depende do tipo 
de óleo e polímero utilizado na formulação do filme e 
da interação entre esses compostos[24]. Em filmes de 
proteína do soro de leite (WPC), por exemplo, o filme 
controle teve uma RT menor que os filmes 
adicionados de OEO nas proporções de 0,5, 1 e 
1,5%[8], sugerindo que em menores concentrações, o 



DOI: http://dx.doi.org/10.20396/san.v26i0.8655186 
 

Filmes comestíveis biodegradáveis para alimentos. Paglione et al. 
 

5 
Segur. Aliment. Nutr., Campinas, v. 26, p. 1-8. e019023. 2019 

OEO não apresenta um efeito plastificante tão 
pronunciado. 

Permeabilidade ao vapor de água, solubilidade 
em água e umidade 

A umidade dos filmes variou de 7,3 a 9,5% e 
não apresentaram diferença significativa entre as 
amostras. Os resultados da solubilidade em água 
(SOL) e permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos 
filmes de IPS com diferentes concentrações de glicerol 
e com ou sem adição de OEO estão apresentados na 
Tabela 2. A solubilidade em água dos filmes variou de 
29,4 a 38,2 % e as formulações não apresentaram 
diferença significativa. Valores próximos de 
solubilidade foram relatados em filmes de IPS 
adicionados de montmorilonita e óleo essencial de 
cravo[13]e valores inferiores foram reportados em 
filmes de IPS adicionados de óleo de coco e extrato de 
Yuccaschidigera[24]. 

Tabela 2: Solubilidade e permeabilidade ao vapor de 
água de filmes de IPS contendo óleo de orégano e 
diferentes concentrações de glicerol. 

Filme SOL (%) PVA x 10-7 (g/m.h.Pa) 

G20 33,2 ± 2,1a 4,2 ± 0,2b 
G25 38,2 ± 9,9a 5,4 ± 0,6ab 
G20 OEO 29,4 ± 1,6a 5,9 ± 0,8a 
G25 OEO 34,9 ± 3,3a 6,5 ± 0,5a 
a,bLetras iguais na coluna não apresentaram diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p> 0,05). SOL = 
solubilidade em água; PVA = permeabilidade ao vapor de 
água. 

Os resultados de PVA variaram de 4,2x10-7 a 
6,5x10-7 g/m.h.Pa e a variação na concentração de 
glicerol não apresentou efeito significativo.  Valores 
similares de PVA foram obtidos em outros estudos 
sobre produção de filmes a base de proteínas[12,13,25]. 
Avaliando o efeito da adição de OEO, comparando-se 
com a amostra G20, houve elevação significativa nos 
valores de PVA e resultado semelhante foi descrito 
por Oliveira et al. (2017)[8] em filmes de WPC 
adicionados de OEO. Resultado diferente foi 
reportado por Carpiné et al. (2016)[25], que observaou 
que a adição de óleo de coco e extrato de 
Yuccaschidigera diminuiu em aproximadamente 35,4% a 
PVA dos filmes em relação ao filme controle. Aguirre 
et al. (2013)[12] não obtiveram redução significativa nos 
valores de PVA em razão da adição de OEO em 
filmes proteicos de triticale. Assim como já discutido 
nas propriedades mecânicas, o OEO atuou como um 

plastificante reduzindo a interação polímero-polímero, 
desestabilizando a estrutura do filme e contribuiu na 
formação de espaços por onde a água pode ter 
permeado com maior facilidade.  

Compostos fenólicos totais e capaciade 
antioxidante 

A concentração de compostos fenólicos e 
capacidade antioxidante (DPPH e ABTS) dos filmes 
estão apresentados no Gráfico 1.  

As formulações contendo OEO foram as que 
apresentaram maior conteúdo de compostos fenólicos 
totais e maior capacidade antioxidante e não foi 
observado diferença significativa entre as amostras, 
visto que a quantidade de OEO adicionada foi a 
mesma.Os principais compostos fenólicos presentes 
no OEO e responsáveis pela capacidade antioxidante 
são carvacrol e timol[26,27,28]. Diversos estudos também 
demonstraram que a adição de OEO nas formulações 
de filmes biodegradáveis proporcionou capacidade 
antioxidante aos mesmos, sendo que o aumento da 
atividade foi proporcional à elevação na concentração 
de OEO[13,29,30]. 

Gráfico 1. Compostos fenólicos totais e capacidade 
antioxidante de filmes de IPS com diferentes 
concentrações de glicerol e incorporação de OEO. 

 

Fonte: Dado obtido. Londrina. 2019. 
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As formulações G20 e G25 apresentaram 
valores de compostos fenólicos de 2,55 e 2,61 mg 
EAG/ g filme, respectivamente, e também mostraram 
capacidade de capturar os radicais DPPH e ABTS·+. 
Este fato pode ser atribuído à reação do reagente 
Folin-Ciocalteu e dos radicais DPPH e ABTS·+ com as 
cadeias laterais fenólicas de alguns aminoácidos 
presentes no IPS como fenilalanina, tirosina e 
triptofano[1]. Outros compostos fenólicos presentes 
como isoflavonas e ácidos clorogênicos, cafeico e 
ferúlico[13]também podem ter contribuído na elevação 
dos compostos fenólicos dos filmes. 

Atividade antimicrobiana 

As formulações G20 e G25 não apresentaram 
atividade antimicrobiana. Em contrapartida, os filmes 
de IPS contendo OEO apresentaram halo de inibição 
contra E. coli e S. aureus (Figura 1). Os diâmetros dos 
halos para E. coli variaram de 20 a 27 mm e para S. 
aureus foram de 33 a 41 mm e a adição de diferentes 
concentrações de glicerol não alteraram de forma 
significativa o diâmetro do halo formado, pois a 
concentração de OEO foram as mesmas em todas as 
formulações. A atividade antimicrobiana também foi 
verificada em filmes de gelatina e quitosana[7], filmes de 
WPC[8], filmes de amido e quitosana[6], filmes de 
proteína de triticale [12], filmes de semente de 
pimenta[29]e filmes de IPS[31]. 

Os resultados da atividade antimicrobiana 
corroboram com os de atividade antioxidante, ou seja, 
os filmes com OEO apresentaram maior conteúdo de 
compostos fenólicos e consequentemente maior 
capacidade antioxidante e antimicrobiana. Os 
compostos fenólicos possuem caráter hidrofóbico e o 
seu sítio de ação é a membrana celular da célula 
microbiana. Esses compostos se acumulam na 
bicamada lipídica causando desarranjo na função e na 
estrutura da membrana e penetram a célula bacteriana, 
exercendo atividade inibitória no citoplasma celular, 
provocando lise e liberação do ATP intracelular. 
Outro mecanismo reportado é de que os compostos 
fenólicos presentes no OEO causam aumento na 
permeabilidade da membrana citoplasmática, 
acarretando em perda de constituintes celulares[27,32,33].  

 

 

Figura 1. Halos de inibição de filmes de IPS contendo 
OEO. A –filme G20 OEO frente a S. aureus; B – filme 
G20 OEO frente a E. coli; C – filme G25 OEO frente 
a S. aureus; D –filme G25 OEO frente a E. coli. 
 

 
Fonte: Dado obtido. Londrina. 2019. 
 

CONCLUSÃO 

A adição de diferentes concentrações de 
glicerol em filmes de IPS contendo OEO 
influenciaram nas propriedades mecânicas e PVA, 
tornando os filmes menos resistentes e mais 
permeáveis ao vapor de água. Os filmes contendo 
OEO apresentaram atividade antimicrobiana frente 
aos microrganismos E. coli e S. aureus e capacidade 
antioxidante significativa, independente da 
concentração de glicerol empregada. Os filmes 
produzidos neste trabalho podem ser uma alternativa 
para a produção de embalagens ativas para 
conservação de alimentos e também contribuir com a 
minimização de resíduos plásticos no meio ambiente.  
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