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INFLUENCE OF LEMON NANOEMULSION IN FILMS GELATIN-BASED. The development of films from natural polymers is
an alternative to reduce the consumption of packaging obtained from non-renewable sources. The formation of edible films requires
a polymeric material that forms a homogeneous and continuous matrix. The gelatin is a natural polymer, cheap and abundant,

characteristics that instigate its use. The aim of this study was preparing and characterize gelatin films and evaluate the influence of

lemon essential oil nanoemulsion on gelatin matrix for an innovative application of the product. The films were characterized for their
water vapor permeability (WVP) test, contact angle, thickness and mechanical analysis (tensile strength and elongation at break).
The particle size showed an average of 170.6 nm and zeta potential around -10.9 mV. The incorporation of lemon nanoemulsion
increased the water vapor permeability of the gelatin and the elongation, but decreased tensile strength due to the interaction with

the hydrophobic portion of the polymer matrix.
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INTRODUCAO

O aumento da demanda por produtos saudaveis e ecologicamente
corretos, assim como a preocupacdo com seguranga alimentar e
ambiental tém estimulado pesquisas de desenvolvimento de filmes a
partir de biopolimeros.'”* Atualmente, grande parte das embalagens
utilizadas sdo de fontes ndo-renovdveis de energia, como o petréleo,
e por levarem um longo tempo para se degradarem no ambiente,
causam sérios problemas de actimulo de residuos.**

Nesse contexto, € de grande interesse a busca pela substitui¢do
de embalagens convencionais por outras que sejam biodegradaveis
e até mesmo comestiveis.>® Diversos sdo os materiais obtidos de
recursos renovdveis que possibilitam tais inovac¢des. Entre eles, os
mais utilizados para formacao de filmes comestiveis sdo determinados
polissacarideos, proteinas e lipideos.’

Em relacio as proteinas, a gelatina tem se mostrado promissora
para formacdo de filmes, além de ser abundante, ter baixo custo, ex-
celente biocompatibilidade e biodegradabilidade.® Seu processamento
é feito a partir da hidrélise controlada de coldgeno fibroso insoldvel,
extraido de ossos e peles de animais durante o abate.”!’ A gelatina é
um biopolimero composto por sete aminoacidos diferentes, possui
estrutura de tripla-hélice e temperatura de desnaturagdo proteica em
torno de 40 °C.!12

Em geral, filmes comestiveis sintetizados a partir de protei-
nas possuem melhores propriedades mecénicas do que filmes de
lipideos e polissacarideos.”* No entanto, devido a elevada natu-
reza higroscdpica e baixo ponto de fusdo da gelatina a adigdo de
outros componentes como, por exemplo, polissacarideos, protei-
nas, lipideos ou polimeros naturais geram filmes compostos que
podem combinar vantagens e melhorias em suas propriedades.'>1
O dleo essencial de limao (Citrus limon L.) adicionado a um filme po-
limérico pode alterar determinadas caracteristicas fisicas e influenciar
positivamente nas caracteristicas sensoriais. Além disso, os terpenos
presentes no 6leo essencial de limdo possuem atividade antimicro-
biana e antifingicas, e também hd comprovagdo de sua eficdcia na
aromaterapia contra sintomas de ndusea durante a gravidez.!*!

*e-mail: fauze @dfq.feis.unesp.br

Considerando que o dleo essencial possui propriedades hidro-
fébicas, ou seja, € imiscivel em dgua, sua incoporagdo nos filmes é
facilitada através da formacdo de uma emulsdo, que se caracteriza
por apresentar uma fase aquosa, uma fase oleosa e um agente ten-
soativo. As nanoemulsdes possuem como vantagem o tamanho de
particula em escala nanométrica, o que pode aumentar a acio contra
micro-organismos nos filmes e também melhorar suas propriedades
fisicas e quimicas.?

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da nanoemulséo
de 6leo essencial de limdo dispersa em matriz polimérica de gelatina
quanto as propriedades mecanicas e de permeabilidade ao vapor de
dgua para aplicacdo em embalagem de alimentos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Gelatina em p6 incolor de fonte comercial (Royal®). Oleo essen-
cial de limdo siciliano comercializado pela Ferquima (Vargem Grande
Paulista — SP). Tween 80 obtido da Sigma-Aldrich.

Preparo da nanoemulsao

A nanoemulsio foi produzida pela adi¢do de 1% (massa/volu-
me) de 6leo essencial de limao e 0,75% (massa/volume) de Tween
80 em 100 mL de 4dgua destilada. Em seguida, a solugao foi agitada
em um homogeneizador T25 Ultra-Turrax® (IKA® Werke GmbH
& Co, Staufen, Germany) em velocidade de 15000 rpm no tempo
de 5 minutos. As suspensdes foram avaliadas visualmente quanto
a opalescéncia, homogeneidade, presenca ou ndo de sedimentos e
separagdo de fase apds o repouso da solugao.

Tamanho médio e potencial zeta das particulas nas
nanoemulsdes

As medidas da carga superficial e o tamanho médio das particu-
las presentes na nanoemulsdo foram determinadas em triplicata na
temperatura de 25 °C no equipamento Zetasier Nano Series (Malvern
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Instruments Ltd. Malvern, Worcestershire, U.K.), utilizando o prin-
cipio da difrag@o de raio laser.

Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos pela técnica de “casting” através da
hidratacdo de 5 g de gelatina em 100 mL de dgua na temperatura de
20 °C a 25 °C. Posteriormente, a mistura foi aquecida em agitador
magnético até atingir 60 °C. No segundo tipo de filme a gelatina foi
hidratada diretamente na nanoemulsdo de 6leo essencial de limao
(5% massa/volume). Em seguida, 50 mL de cada solucdo filmogé-
nica foram espalhados em um suporte retangular nas dimensdes de
15 cm x 20 cm e secadas em temperatura ambiente (25 °C a 30 °C)
por 24 horas.

Determinacio das espessuras

As espessuras dos filmes foram medidas com um micrometro
digital (No. 7326, Mitutoyo Corp., Kanogawa, Japan) em cinco
posicdes ao redor do filme. Os valores obtidos foram empregados
para os cdlculos de permeabilidade ao vapor de dgua e propriedades
mecanicas.

Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

Para determinacéo da permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes
utilizou-se o0 método adaptado da norma ASTM E96-8020°! descrito
na literatura por McHugh ez al.* Os filmes foram cortados em formato
circular com didmetro de 6 cm e fixadas em cima de cinco células
padronizadas de Teflon® contendo 6 mL de dgua destilada por meio
de uma segunda placa parafusada. Em seguida, as placas foram man-
tidas a 25 °C em estufa contendo silica gel para controle da umidade
relativa interna. Determinou-se a quantidade de d4gua permeada pelos
filmes através de seis pesagens periddicas das células no intervalo de
25 horas. Os valores das massas foram usados para calcular a WVP.

Determinacio do dngulo de contato

As andlises do dngulo de contato (0) dos filmes foram realizadas
através de um medidor de angulo de contato (KSV Instruments -
Helsinki, Finlandia) para investigar as caracteristicas superficiais
hidrofilicas/hidrofébicas dos filmes. Uma gota de dgua destilada com
volume estimado de 5 a 7 uL foi depositada na superficie de cada
filme. Foram realizadas seis repeticdes a 25 °C.

Solubilidade dos filmes em agua

A determinacdo da solubilidade dos filmes em dgua foi rea-
lizada de acordo com o método modificado por Gontard et al. »
Primeiramente, trés discos de 2 cm de didmetro de cada amostra
foram cortados e secos em estufa a 100 °C por 24 horas e pesados
em balancga analitica para a determinagdo da porcentagem inicial de
matéria seca. Em seguida, as amostras foram imersas em 50 mL de
dgua destilada e mantidas sob agitacao lenta constante em temperatura
ambiente por 24 horas.

Posteriormente, filtrou-se as solucdes e as amostras retidas
foram secas novamente em estufa a 100 °C por 24 horas e pesadas
para determinacdo da quantidade de matéria seca ndo solubilizada.
Calculou-se a massa do filme que solubilizou em dgua com base na
equagdo 1 abaixo:

x 100 1)

Influéncia da nanoemulsdo de 6leo essencial de limdo em filmes a base de gelatina 1007

em que % MS ¢ a porcentagem de material solubilizado, mi € o peso
inicial do material seco e mf € o peso final do material seco ndo
solubilizado.

Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas
pelos testes de tensdo x deformacg@o sob tragdo, de acordo com o
método ASTM D882-97.* O equipamento utilizado para a anélise
foi o Instron Universal Testing Machine (Modelo 3369, Instron
Corp., Canton, Mass., U.S.A.), a uma velocidade de tracionamento
de 10 mm por minuto e célula de carga de 100 N. Os filmes foram
acondicionados a 25 °C em ambiente com 30% de umidade durante
24 horas antes dos testes. Pelos menos oito amostras de cada filme
nas dimensdes de (100 mm comprimento x 13 mm largura) foram
cortadas e analisadas.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Os filmes foram analisados utilizando um microscépio ele-
tronico de varredura Carl Zeiss (Alemanha) modelo Philips XL
30 FEG, da Embrapa Instrumentacido de Sdo Carlos. Para andlise
das fraturas criogénicas utilizou-se um microscopio eletronico de
varredura (MEV), da marca Zeiss (EVO LS15), da UNESP campus
de Ilha Solteira, operando com voltagem de 5,00 kV a 10,00 kV.
Uma fina camada de ouro foi depositada sobre as amostras utilizando
um Sputter Coater.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma nanoemulsdo 6leo em dgua (O/A) consite em goticulas de
6leo com tamanho médio de 20 a 200 nm dispersas em meio aquo-
so por um tensoativo. A nanoemulsiio obtida apresentou tamanho
médio de particula de 170,6 nm * 0,5 nm e mostrou-se visualmente
opalescente, sem separacao de fase e precipitacdo apds a preparacaio,
caracteristicas similares a outros estudos publicados.??

A nanoemulsio apresentou potencial zeta de, aproximadamente,
-10,9 £ 0,1 mV. De modo geral, a carga elétrica das goticulas de 6leo
¢ direcionada pela carga de tensoativos adsorvidos ao seu redor,
que podem ser de natureza cationica, anidnica ou nio idnica. Neste
estudo utilizou-se um tensoativo ndo idnico (Tween 80), o que leva
a se esperar uma carga elétrica proxima a zero. Quando o valor €
suficientemente elevado, as goticulas sdo impedidas de se agregarem
devido a repulsio eletrostdtica entre elas.?

Os filmes formados foram analisados subjetivamente, apresentan-
do boa homogeneidade (colorac¢do uniforme e auséncia de particulas
insoliveis, a olho nu), continuidade (auséncia de fraturas apods a
secagem) e maneabilidade (capacidade de manipulag@o dos filmes).”’
Além disso, os filmes contendo 6leo essencial de limdo apresentaram
caracteristicas sensoriais desejdveis, como cor e odor, mesmo apds
determinado tempo de estocagem.

A adicdo do dleo essencial de limdo a rede polimérica de gela-
tina refletiu em um aumento da espessura média do filme, conforme
Tabela 1. Esses resultados sugerem que, com a adi¢@o do 6leo, hd um
aumento da hidrofobicidade, o que pode dificultar com que as cadeias
peptidicas de gelatina formem uma estrutura compacta, contribuindo
para formacdo de uma matriz com espessura maior.”!

Ainda na Tabela 1 observa-se que ocorreu um aumento da per-
meabilidade ao vapor de dgua (WVP) dos filmes de gelatina com
nanoemulsio de dleo essencial de limdo em comparacio aos filmes
de gelatina pura. Demais estudos tém relatado que, para filmes
contendo 6leo essencial, o valor de WVP estd relacionado ao tipo
de relag@o hidréfilo-hidréfobo dos componentes presente. O dleo
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Tabela 1. Espessura média dos filmes, valores de permeabilidade ao vapor de dgua, angulo de contato e volume das gotas no teste de dngulo de contato

Espessura

Filmes média (mm)

Volume médio
das gotas (uL)

WVP Angulo de contato
(g mm/kPa h m?) inicial (t = 0s)

0,03 0,01
0,03 0,03

Gelatina pura

Gelatina + nanoemulsdo de 6leo essencial de limao

0,15+ 0,01 85x4° 61
0,26 0,02 50+1° 61

essencial de limdo localizado entre as cadeias peptidicas adjacentes
age como um plastificante, dificultando a interac@o entre as cadeias
de gelatina através da diminui¢do das suas forcas intermoleculares,
o que aumenta o volume livre do sistema, favorecendo a mobilidade
das cadeias da matriz e a passagem de moléculas de dgua, resultado
que pode ser favoravel dependendo da aplicag@o.'®

A natureza hidrofilica/hidrofébica dos filmes foi avaliada
através das medidas do angulo de contato. Para o filme de gelatina
pura o angulo de contato inicial (t = 0 s) da superficie foi de 85 =
4° e diminuiu para 50 + 1° com a adi¢do de 1% de 6leo essencial
de liméo, conforme Tabela 1. Se os valores do angulo de contato
entre o material e a goticula de d4gua sdo inferiores a 90° a superfi-
cie € hidrofilica, valores superiores a 90° indicam uma superficie
hidrofébica.? Desta forma, a adi¢do da nanoemulsdo de 6leo es-
sencial de limao aumentou a hidrofilicidade do filme de gelatina,
caracterisitca observada no teste de permeabilidade ao vapor de
dgua. Cérdoba e Sobral® desenvolveram filmes de gelatina com
quitosana e 6leo essencial de alho e também observaram que com
a adi¢@o da nanoemulsdo os valores do dngulo de contato e de WVP
dos filmes foram menores.

A adicdo de nanoemulsdo em uma matriz polimérica também
pode influenciar nas propriedades mecanicas. A tensio (6) maxima
na ruptura e a elongagio (%) dos filmes com e sem a nanoemulsdo
sdo descritas na Figura 1 e 2, respectivamente.

100

80

o
o

Tensdo Maxima (MPa)
B
o

20

Filme de gelatina

Filme de gelatina +

nanoemulsio de 6leo essencial de limdo
Figura 1. Diferentes valores de tensdo mdxima na ruptura dos filmes de
gelatina e gelatina com nanoemulsdo de oleo essencial de limdo

Foi possivel observar que a incorporacdo da nanoemulsdo de
6leo essencial de limao na matriz de gelatina diminuiu o valor de
tensdo e aumentou o de elongacdo. Esse comportamento pode ser
atribuido a capacidade de o dleo essencial de limio interagir com a
matriz do biopolimero, acarretando uma heterogeneidade ao filme
por reduzirem a interagdo cadeia-cadeia e aumentarem a interagao
cadeia-nanoemulsdo, provocando descontinuidade e diminuindo sua
coesdo, resultados que vao de encontro com os valores obtidos no
teste de permeabilidade ao vapor de dgua. Além disso, o aumento
da elongacdo de determinados filmes e a melhora da sua tenacidade
sdo caracteristicas interessantes dentro da drea de embalagens.®*533

Na Figura 3-A observa-se que o filme controle (FG) possui uma
superficie compacta, lisa e homogénea sem estrutura granulada e

Elongagdo (%)

Filme de gelatina +
nanoemulsdo de 6leo essencial de limao

Filme de gelatina

Figura 2. Valores de elongacdo dos filmes de gelatina e gelatina com nano-
emulsdo de oleo essencial de limdo

porosa, sem a presenca de separagdes de fase, sugerindo que uma
matriz mais ordenada foi formada. Nos filmes elaborados com a
nanoemulsio de dleo essencial de limdo (Figura 3-B) também ndo
foi observada a separacgéio da fase oleosa. Entretanto, foi possivel
notar superficies relativamente mais rugosas e mais heterogéneas.”
Tais modificacdes na microestrututura dos filmes apds a adi¢do da
nanoemulsido podem ter ocorrido devido as mudangas nos arranjos
das moléculas de proteina durante a formagdo do filme, uma vez
que as composigdes das solucdes poliméricas sdo diferentes, além
de se tratar da incorpora¢do de um material de cardter hidrofébico
em uma matriz hidrofilica. A presenca de goticulas de 6leo na ma-
triz polimérica também pode estar causando uma menor interagiao
proteina-proteina entre as cadeias, dificultando, dessa forma, o seu
alinhamento ordenado.**3*

Nas imagens de MEV de fratura, Figura 4, também foi possivel
notar uma diferenca significativa na microestrutura dos filmes quando
na presenga da nanoemulsdo. Além da aparéncia mais irregular, foi
possivel verificar a ocorréncia de poros nos filmes nanoestruturados.
Tais resultados corroboram com os de propriedades mecanicas e de
barreira ao vapor de dgua, visto que matrizes contendo nanoemulsao
de dleo essencial de limdo apresentaram decréscimo da tensdo md-
xima na ruptura e diminui¢@o nos valores de WVP. Isso pode estar
relacionado com uma menor compactacio da matriz pela existéncia
de poros, o0 que a torna mais susceptivel a passagem de vapores de
dgua e uma menor resisténcia quando tracionada.

CONCLUSAO

Obteve-se boa compatibilidade entre a matriz polimérica de ge-
latina com o 6leo essencial de limao, com melhora das propriedades
sensoriais subjetivas. As particulas formadas na emulsdo apresentaram
tamanho satisfatério dentro da escala nanométrica. Com a andlise
de WVP, observou-se que a presenga do dleo essencial de limao
aumentou a permeabilidade ao vapor de dgua e a elongacao do filme
e diminuiu a tensdo maxima na ruptura de 94 + 5 MPa para 82 + 6
MPa, sendo ainda um valor elevado de tensdo comparado a outros
filmes de polimeros naturais.
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20kv  X150,000 WD 3.0mm 100nm

{150,000 WD 3.0mm 100nm

Figura 3. A - Micrografia obtida por MEV da superficie do filme de gelatina. B - Micrografia obtida por MEV da superficie do filme de gelatina com nanoe-

mulsdo de oleo essencial de limao. As micrografias possuem magnificagdo de 150000 X

Figura 4. A - Micrografia de fratura obtida por MEV do filme de gelatina. B - Micrografia de fratura obtida por MEV do filme de gelatina com nanoemulsdo

de dleo essencial de limdo. As micrografias possuem magnificagdo de 2000 X
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