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Resumo

A crescente demanda por inovagdo motiva o desenvolvimento de embalagens ativas para alimentos.
Cinamaldeido, componente antimicrobiano majoritario do 6leo essencial de canela, pode ser liberado
por filmes ativos e substituir conservantes sintéticos. O presente trabalho teve por objetivo produzir
nanoemulsdes de cinamaldeido com particulas de diferentes tamanhos e avaliar este efeito no desem-
penho antimicrobiano de filmes de pectina e polpa de maméao. Maiores velocidades de agitagdo reduzi-
ram mais o tamanho das particulas. Cinamaldeido exibiu efeito antimicrobiano contra Escherichia coli,
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Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A miniaturizacdo das particulas
potencializou o efeito inibitorio devido a maior area superficial e a maior migragao.
Palavras-chave: Embalagens Ativas; Nanoemulsio; Cinamaldeido; Pectina

DROPLET MINIATURIZATION OF CINNAMALDEHYDE NANOEMULSIONS IMPROVES
THE ANTIMICROBIAL PERFORMANCE OF ACTIVE BIOPOLYMER FILMS

Abstract

The rising demand for innovation encourages the development of active packaging for food. Cinnamal-
dehyde, the major antimicrobial component of cinnamon essential oil, may be released by active films
and replace synthetic preservatives. This work aimed at producing cinnamaldehyde nanoemulsions of
different droplet sizes, as well as assessing its effect on the antimicrobial performance of pectin/papaya
puree films. Increased stirring energies reduced droplet diameter to higher extents. Cinnamaldehyde in-
hibited Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus. The
reduction on droplet size improved bacterial inhibition due to the increased surface area and migration.
Keywords: Active Packaging; Nanoemulsion; Cinnamaldehyde; Pectin
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1 INTRODUCAO

Matrizes biopoliméricas t€ém sido amplamente exploradas no desenvolvimento de embalagens
para alimentos. A pectina é um biopolimero que, quando adicionado de polpas de frutas e conservan-
tes, tem grande potencial para a produgdo de embalagens ativas antimicrobianas comestiveis, as quais
liberam gradativamente conservantes para os alimentos. Oleos essenciais de plantas t€m sido foco de
estudos devido a ocorréncia natural e as propriedades antimicrobianas contra micro-organismos patogé-
nicos e deterioradores de alimentos (BURT, 2004). O dleo essencial de canela (Cinnamomum zeylani-
cum) destaca-se como um potencial substituto de conservantes sintéticos em alimentos. Seu componente
majoritario, cinamaldeido, ¢ o responsavel pelas propriedades antimicrobianas, o que ja fora compro-
vado em embalagens ativas (ROJAS-GRAU; AVENA-BUSTILLOS; FRIEDMAN; HENIKA; MAR-
TIN-BELLOSO; MCHUGH, 2006). Uma das maneiras de incorporar compostos hidrofébicos (como o
cinamaldeido) em materiais hidrossoltiiveis sem que haja separago de fase ¢ a produgdo de emulsodes de
oleo-em-agua. Quanto menores forem as particulas da fase dispersa, maiores serdo suas areas superfi-
ciais e suas capacidades de migragdo (HUANG; YU; RU, 2010). Nanoemulsdes, cujas particulas variam
em didmetro de 20 a 500 nm, apresentaram maior acessibilidade e disponibilidade que emulsdes con-
vencionais, com particulas entre 1 ¢ 100 um (SOLANS; IZQUIERDO; NOLLA; AZEMAR; GARCIA-
CELMA, 2005). O presente trabalho teve por objetivo produzir nanoemulsdes de cinamaldeido com
particulas de diferentes tamanhos e avaliar este efeito no desempenho antimicrobiano de filmes ativos
de pectina e polpa de mamao contra Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes ¢
Staphylococcus aureus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Cinamaldeido (pureza superior a 93%; Petite Marie, Itaquaquecetuba, SP), Tween 80 (Synth,
Diadema, SP), pectina (CP Kelco, Atlanta, EUA), polpa de mamio (De Marchi, Jundiai, SP) e agua
ultrapura foram utilizados nas formulagdes das emulsdes e dos filmes. Caldo TSB (Acumedia Manu-
factures Inc., Lansing, EUA) e meios de cultura TSA (Acumedia Manufactures Inc.) e Mueller Hinton
(Becton, Dickinson and Co., Sparks, EUA) foram usados nos ensaios microbiologicos.
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2.2 Emulsificacao

A 4gua ultrapura (fase continua) foram adicionados 2% (m/m) de cinamaldeido (fase dispersa)
e 1,5% (m/m) de Tween 80 (emulsificante), seguidos de agitagdo a 7000, 12000 ou 16000 rpm por 4 min
em 725 Ultra-Turrax (IKA Werke GmbH & Co, Staufen, Alemanha).

2.3 Tamanho das particulas

O tamanho médio e o indice de polidispersividade (Pdl) das particulas de cinamaldeido em
emuls@o foram determinados 1 h apds a emulsificagio através de espalhamento de luz em equipamento
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments Inc., Worcestershire, Inglarerra).

2.4 Conformacio em filmes

Solugdes aquosas contendo 3% (m/m) de pectina e 6% (m/m) de polpa de maméao foram diluidas
(1:1) nas emulsdes produzidas, produzindo solugdes filmogénicas com composi¢des massicas de 1,5%
de pectina, 3% de polpa de mamaio, 1,0% de cinamaldeido e 0,75% de Tween 80. Apds, foram espa-
lhadas sobre substrato polimérico para polimerizagéo por evaporacio do solvente a 25 + 2 °C por 48 h.

2.5 Propriedades antimicrobianas

Culturas de E. coli (ATCC 11229), S. aureus (ATCC 6538), L. monocytogenes (ATCC 15313)
e S. enterica serovar Choleraesuis (ATCC 10708) foram inoculadas em tubos contendo caldo TSB e
armazenadas por 24 h a 37 °C até serem transferidas para novos tubos contendo caldo TSB, onde cres-
ceram por mais 12 h a 37 °C. As suspensdes foram estriadas em meio TSA em placas de Petri, as quais
foram incubadas a 37 °C por 18-24 h. Colonias isoladas foram inoculadas em solugdes salinas (0,85%
m/v) até que a turbidez coincidisse com a do padrdo McFarland 0,5 (10®* UFC-mL"). As suspensdes
foram plaqueadas com swabs em agar Mueller Hinton. Os filmes foram cortados em discos de 1 cm de
diametro, esterilizados superficialmente por radiagao UV e posicionados no centro das placas de Petri (1
disco por placa) contendo o meio de cultura inoculado. As placas foram incubadas a 37 °C por 16-18 h
(CLSI, 2012). Os diametros das zonas de inibigdo em torno dos filmes foram medidos com paquimetro
(Mitutoyo Corp., Kanogawa, Japao).

2.6 Tratamento estatistico dos dados

Os dados obtidos foram analisados no programa Minitab 14.12.0 (State College, EUA) através
de analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tamanho das particulas

A Tabela 1 apresenta os valores de tamanho e PdI das particulas de cinamaldeido em emulsdo
antes da incorporagio as solugdes filmogénicas e da conformagao destas em filmes.

Tabela 1. Didmetro médio (D) e indice de polidispersividade (PdI) de particulas de cinamaldeido

Velocidade de agitaciao (rpm) D (nm) PdI
7000 271,95 + 18,70? 0,301 £+ 0,020°
12000 121,75 + 7,47° 0,215 £ 0,023"
16000 41,32 £1,05¢ 0,225 £0,014°

“¢numa mesma coluna, valores médios + desvios padrdes diferentes (p < 0,05) antecedem letras diferentes

Maiores taxas de cisalhamento impostas por maiores velocidades de rotag@o durante a etapa de
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agitacdo levaram a particulas menores (p < 0,05). Neste estudo, todas as velocidades de agitagdo minia-
turizaram as particulas até a escala nanométrica (Tabela 1).

O PdI € um indicativo de como a distribui¢do do tamanho das particulas ¢ espalhada. As particu-
las de cinamaldeido apresentaram distribui¢des de tamanho estreitas, jd que os valores de PdI ndo foram
superiores a 0,3 (Tabela 1). E relevante mencionar que os valores médios de PdI ndo foram diferentes
(p > 0,05), exceto no caso da emulsdo analisada 1 h apds ser preparada a 7000 rpm (Tabela 1). Isto é
atribuido ao fornecimento de menor energia ao sistema durante a emulsificagio, tornando a distribuigéo
de tamanho mais larga.

3.2 Propriedades antimicrobianas

As areas das zonas de inibigdo dos quatro micro-organismos testados, medidas em torno dos
discos de filmes produzidos, estio apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Areas das zonas de inibi¢do de Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, €
Staphylococcus aureus pelos filmes ativos

Filme Area da zona de inibi¢io (mm?)
E. coli S. enterica L. monocytogenes S. aureus
A 9,2+0,8 39,5 +4,7° 188,9 + 3,6° 171,3 £ 21,12
B 24,4 +£0,5* 63,7 +£6,9° 271,9 £ 4,3° 314,9 + 4,3°
C 47,8 £1,6° 161,8 £ 63,6° 375,2 £ 0,6¢ 710,6 £+ 60,7°

“¢numa mesma coluna, valores médios + desvios padrées diferentes (p < 0,05) antecedem letras diferentes

Os filmes adicionados de nanoemulsdes de cinamaldeido levaram a formag2o de zonas de inibi-
¢do (Tabela 2), confirmando seu poder inibitorio. Filmes incorporados com particulas menores tiveram
melhores (p < 0,05) desempenhos antimicrobianos, indicados por maiores (p < 0,05) zonas de inibigdo
(Tabela 2). Este comportamento ¢ ilustrado na Figura 1.

Goticulas em nanoemulsdes tém areas superficiais superiores aquelas em emulsdes convencio-
nais, levando a maior disponibilidade do composto disperso (HUANG; YU; RU, 2010). Os melhores
desempenhos antimicrobianos de particulas menores encontradas no presente estudo sdo, portanto, atri-
buidos as maiores habilidades de migracdo do composto ativo dos filmes para as células microbianas.
Esta tese ¢ suportada por Huang, Yu e Ru (2010), que apontam como principal vantagem de nanoemul-
sdes sobre emulsdes convencionais o transporte facilitado de compostos fitoquimicos pelas membranas
celulares, resultando em maior concentragdo de fitoquimicos no plasma e, logo, em maior biodisponi-
bilidade.

Figura 2. Zonas de inibi¢do de Salmonella enterica em torno dos filmes sem cinamaldeido (A) e com emulsdes
aquosas de cinamaldeido obtidas por agita¢des a 7000 (B), 12000 (C) e 16000 rpm (D).

4 CONCLUSAO

Pode-se concluir, com base no presente estudo, que o tamanho das particulas em nanoemulsdes
de cinamaldeido pode ser controlado pelo nivel de energia mecénica fornecido durante a emulsificagdo
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e que a miniaturizagdo destas particulas potencializa seus desempenhos antimicrobianos quando incor-
porados em filmes ativos.
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Resumo

Como os consumidores demandam cada vez mais alimentos livres de conservantes sintéticos, o 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare) (OEQO) tem sido incorporado através de emulsdes a matrizes
poliméricas hidrossoluveis. A estabilidade das emulsdes ¢ aumentada miniaturizando-se as particulas
até a escala nanométrica. Este trabalho objetivou produzir filmes de metilcelulose (MC) adicionados
de emulsdes de OEO refinadas por ultrasonicagio, assim como avaliar o efeito do OEO e de seu refi-
namento nas propriedades mecanicas dos filmes. A ultrasonicacdo miniaturizou as particulas de OEO
e estreitou a sua distribuicdo de tamanhos. O OEO reduziu a rigidez e aumentou a extensibilidade dos
filmes de MC. O refinamento da emulso potencializou este efeito.

Palavras-chave: Embalagens Ativas; Nanoemulsdo; Orégano; Metilcelulose; Ultrasonicagéo

REFINING OREGANO ESSENTIAL OIL EMULSIONS THROUGH ULTRASONICATION
AFFECTS THE MECHANICAL PROPERTIES OF METHYLCELLULOSE FILMS

Abstract

As consumers increasingly demand synthetic preservative-free foods, oregano (Origanum vulgare) es-
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