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RESUMO

LOPES, Franceline Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio
de 2007. Desenvolvimento de embalage ns ativas e sua avaliacdo na
conservacao de produtos de panificacdo . Orientador: Nilda de Fatima
Ferreira Soares. Co-orientadores: Nélio José de Andrade e Mbnica
Ribeiro Pirozi.

Embalagens ativas sao desenvolvidas no sentido de modificar
caracteristicas sensoriais e microbioléogicas do produto embalado. As
embalagens antimicrobianas atuam na inibigdo ou redu¢cdo da microbiota
contaminante dos alimentos para conservar o produto durante as fases de
estocagem e de comercializagdo e assegurar ao consumidor a aquisicao de
um produto saudavel. Este trabalho teve como objetivos desenvolver filmes
e sachés incorporados com aldeido cinamico e avaliar suas eficiéncias na
conservacao de massa de pastel e de paes de canela, ambos sem adicio de
conservante na formulagao, para assegurar sua qualidade microbiolégica e
assim promover o0 aumento na vida de prateleira do produto. Os filmes e
sachés antimicrobianos foram desenvolvidos com a incorporacéo de aldeido
cindmico nas concentragdes de 5, 10 e 20% v/p. Foram avaliadas as
atividades de inibicdo do crescimento in vitro para as bactérias
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli e para os
fungos Fusarium oxysporum e Aspergillus flavus, na presenca do filme e do

saché. Foram avaliadas também as propriedades mecanicas dos filmes. Os



filmes apresentaram melhor efeito inibitério, comparado ao dos sachés. Para
todos os microrganismos testados, com exce¢cdo de E. coli, foram
observados halos de inibicdo que apresentaram aumento proporcional ao
aumento da concentracdo de aldeido cindmico no filme. A espessura média
dos filmes avaliados, independentemente da concentracdo de aldeido
cindmico, foi de 32,47 ym e a média de deformacdo relativa na carga
maxima dos filmes foi de 2,05% a 8 °C e 1,73% a 25 °C. O filme com 10% de
aldeido cinamico apresentou carga maxima de deformacéo de 108,267 N,
valor significativamente (p<0,05) menor que os valores constatados para os
filmes-controle (0 %) e a 5 %. Posteriormente, os filmes antimicrobianos
incorporados com 5 e 10% de aldeido cindmico foram ent&o intercalados em
massas de pastel com 10 cm de didmetro e também usados para envolver
amostras de paes. Avaliaram-se a eficiéncia antimicrobiana, a migragcéo do
aldeido cindmico para o produto e a sua aceitacdo pelo consumidor. Como
controle foi usado filme sem adicdo do antimicrobiano. Os sistemas foram
acondicionados em sacos de polietileno de baixa densidade (PEBD). Os
sacos que continham massa de pastel foram armazenados a 8 + 2°C e
analisados com 0, 5, 10, 30 e 60 dias de armazenamento, e aqueles
contendo os paes foram armazenados a temperatura de 23 + 2°C e
analisados ap6s 0, 3, 6, 9 e 12 dias. Os paes, inicialmente, apresentaram
contagem de coliformes <1,0 x 10" UFC.g" e as massas de pastel,
contagem de coliformes <1,0 x 10’ UFC.g'1, Bacillus. cereus <1,0 x
102 UFC.g™" e Staphylococcus spp. coagulase positiva <1,0 x 10* UFC.g™,
em todos os tempos de armazenamento. Nas amostras de paes os filmes
foram eficientes na inibicdo do crescimento de mesdfilos aerdbios e de
fungos filamentosos e leveduras, uma vez que na amostra-controle foi
constatado aumento de quatro ciclos log no crescimento de ambos apos 12
dias de estocagem. Nas amostras de pastel houve redugdes de dois e trés
ciclos log para mesofilos aerdbios e Staphylococcus spp., respectivamente,
para os fiimes com 5 e 10 % de aldeido cindmico, ao fim dos 60 dias de
armazenamento. A contagem de fungos filamentosos e de leveduras
permaneceu abaixo de 1,0x10?> UFC.g") durante estocagem, para as
amostras intercaladas com os filmes antimicrobianos. Em todas as

avaliagcdes os valores de pH e de atividade de agua nao influenciaram os



resultados. A migracdo do aldeido cindmico para o produto influenciou a
aceitacdo das massas de pastel, em comparagdo a massa-controle, mas
nao influenciou a aceitacdo dos paes, possivelmente pela menor quantidade
de aldeido cindmico detectada nas amostras de paes. Ambos os produtos
foram bem aceitos e as médias ficaram entre gostei ligeiramente (6) e gostei

moderadamente (7).
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ABSTRACT

LOPES, Franceline Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May
of 2007. Developed of the active packa ging and it's evaluation to
bakery products conservation . Adviser: Nilda de Fatima Ferreira
Soares. Co-Advisers: Nélio José de Andrade and Ménica Ribeiro Pirozi.

Active Packaging has been developed in an effort to modify sensory
and microbiologic characteristics of the packaged product quality.
Antimicrobial packaging acts inhibiting or reducing the contaminated
microbiota of the food, seeking to conserve the product during the storage
and commercialization periods, assuring to the consumer acquisition of a
healthy product. This work aimed to develop films and sachets incorporated
with cinnamaldehyde and evaluate it's efficiencies in turnover dough and
cinnamon bread, both without addition of food additives. Antimicrobial films
and sachets were developed with cinnamaldehyde incorporation in 5, 10, and
20 % v/w concentrations. Tests of growth inhibition halo were realized with
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Fusarium
oxysporum and Aspergillus flavus in the film and sachet presence.
Mechanical properties of the films were also evaluated. Films showed better
inhibitory effect than sachets for all tested microorganisms, excepting E. coli.
Inhibition halos increased as the cinnamaldehyde concentration increased in

the film. Average film thickness was 32.47 ym, and the relative deformation
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at the maximum stress were 2.0507 % in 8°C and 1.7282 % in 25 °C,
independently ~ cinnamaldehyde  concentration.  Film  with 10%
cinnamaldehyde showed maximum deformation (108.267 N) significantly
(p < 0.05) less than control films (0 %) and 5 %. To verify the efficiency of
the films in contact with foods the antimicrobial films incorporated with 5 and
10 % cinnamaldehyde were intercalated between turnover dough with 10 cm
of diameter and also to involve breads. They were evaluated the
antimicrobial efficiency, the cinnamaldehyde migration to the product and the
sensory analysis. Film control (without cinnamaldehyde) was used. The
systems were packed in low density polyethylene (LDPE) bags. The bags
with turnover dough were stored at a 8 £ 1 °C and the analysis occured after
0, 5, 10, 30 and 60 storage days and those with bread were stored at 23 +
2 °C and analyzed after 0, 3, 6, 9 and 12 days. Initially, the breads showed
coliforms counting of <1.0 x 10" UFC.g™ and the turnover dough had Bacillus
cereus counting of <1.0 x 10?> UFC.g™, coliforms <1.0 x 10" UFC.g”" and
Staphylococcus spp positive coagulase <1.0 x 102 UFC.g™" in all tested times.
The breads samples involved with the antimicrobial films showed efficiency in
inhibition growth of mesophilic aerobes and fungi and yeast once compared
to the control sample that presented an increase of 4 log growth cycles after
12 days of storage. The turnover dough had 2 and 3 log cycles reduction for
mesophilic aerobes and Staphylococcus spp. respectively, to 5 and 10 %
films at the end of 60 storage-days. The fungi counting stayed under
1.0 x 102 UFC.g™ throughout storage period for the turnover dough samples
intercalated with antimicrobial films. The pH values and water activity did not
show any influence in the result of all evaluations. The cinnamaldehyde
migration to the product had influence in the turnover dough acceptance than
the control dough, but didn’t have influence in the bread acceptance, possibly
due to the lower cinnamaldehyde quantity in the bread samples than the
turnover dough samples. Both products were well accepted and the obtained

average stayed between lightly liked (6) and moderately liked (7).
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1. INTRODUCAO GERAL

A produgédo de alimentos seguros e de boa qualidade nutritiva e
sensorial € meta prioritaria para as industrias alimenticias. Além da aplicacéo
de boas praticas higiénico-sanitarias, faz-se necessario também o
acondicionamento do produto em embalagens adequadas, para proteger e
conservar o produto durante as fases de estocagem e de comercializagao e
para assegurar ao consumidor a aquisi¢gao de um produto saudavel.

O uso de embalagem que possa interagir diretamente com o produto
alimenticio, no sentido de modificar caracteristicas para a melhoria da
qualidade do produto embalado, tem crescido acentuadamente na ultima
década. Essas embalagens sdo denominadas ativas, e entre varios
exemplos podem ser citados filmes antimicrobianos, filmes antioxidantes,
sachés absorvedores de etileno, de oxigénio, de umidade e sachés
indicadores de controle de temperatura.

A tecnologia para controle de microrganismos indesejaveis por meio
da incorporacdo ou adigcdo de substancias antimicrobianas em superficies
das embalagens tem recebido atencdo em varios paises, e pesquisas tém
sido realizadas em produtos de laticinios, utensilios de cozinha, materiais
higiénicos, filtros de tratamento de agua e materiais de embalagem.

Entre os antimicrobianos disponiveis no mercado para uso em

alimentos, aqueles obtidos de fontes naturais tém recebido atencéo especial,



devido as mudangas de habito do consumidor, que estdo cada vez mais
buscando produtos saudaveis.

O aldeido cindmico, um composto natural extraido da casca da
canela, € uma substancia flavorizante muito utilizada nas industrias
farmacéutica e alimenticia, sendo aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e considerado Generally Recognized As Safe (GRAS).
Esse composto também apresenta atividade antimicrobiana comprovada
quando aplicado diretamente em suspensdes de varios microrganismos
como Staphylococus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus e Aspergillus flavus.

Assim, este trabalho teve por objetivos principais desenvolver filmes e
sachés incorporados com aldeido cinamico e avaliar suas eficiéncias na
conservacao de massa de pastel e em paes de canela, ambos sem adicao
de conservante na formulagdo, visando assegurar sua qualidade
microbioldgica e promover o aumento na vida de prateleira do produto.

Objetivos especificos

1. Produzir filmes flexiveis de base celuldsica antimicrobianos, a partir
da incorporagao de aldeido cinamico em sua estrutura.

2. Produzir sachés a partir de resina de alta absorgdo, incorporada
com aldeido cinamico.

3. Avaliar a eficiéncia antimicrobiana in vitro dos filmes e sachés,
avaliando-os na presenga de diferentes microrganismos e em diferentes
temperaturas de estocagem.

4. Avaliar a vida de prateleira de massa de pastel e de pao artesanal
de canela em contato com os filmes antimicrobianos.

5. Avaliar a migracao do aldeido cindmico dos filmes antimicrobianos
para o produto.

6. Avaliar sensorialmente a aceitacdo do pao e da massa de pastel
em contato com o filme, durante o tempo de estocagem.

7. Avaliar as propriedades mecéanicas e microscopicas dos filmes

produzidos.



DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE FILMES DE BASE
CELULOSICA E SACHE INCORPO RADOS COM ALDEIDO CINAMICO

RESUMO

Filmes e sachés antimicrobianos foram desenvolvidos com a
incorporagdo de aldeido cinamico nas concentragbes de 5, 10 e 20 %.
Foram avaliadas suas atividades de inibicdo do crescimento para as
bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
e para os fungos Fusarium oxysporum e Aspergillus flavus. As propriedades
mecanicas dos filmes também foram avaliadas. Constatou-se que os filmes
apresentaram melhor efeito inibitério que os sachés. Para as bactérias, a
excegdo de E. coli, e para os fungos filamentosos avaliados, foram
observados halos de inibicdo que aumentaram proporcionalmente ao
aumento da concentragado de aldeido cinamico no filme. No caso de E. coli,
nao foi observado halo de inibigdo pelos filmes, no entanto houve diminuigao
de células ao redor do filme. A espessura média dos filmes utilizados,
independentemente da concentragdo, foi de 32,47 um e a média de
deformagao relativa na carga maxima dos filmes foi de 2,0507% a 8 °C e
1,7282 % a 25 °C. O filme contendo 10 % de aldeido cindmico apresentou
carga maxima de deformacédo de 108,267 N (Newton), significativamente
menor (p<0,05) que os filmes com 0 e 5 %. Os resultados mostraram que o
uso de filmes e sachés incorporados com aldeido cindmico é uma alternativa

para o controle do crescimento de microrganismos.

1. INTRODUCAO

Atualmente, com as exigéncias dos consumidores, as industrias
alimenticias trabalham para buscar tecnologias que atentam as novas
exigéncias do mercado, que incluem seguranga microbiolégica, qualidades
sensoriais e nutricionais dos produtos alimenticios.

O setor de embalagens, por sua vez, possui papel fundamental para
manutencio da qualidade na cadeia produtiva, de forma a oferecer protegao
contra fatores de deterioragdo externos, como luz e oxigénio, e internos,

como agao de microrganismos.



Com o intuito de aumentar a protecédo oferecida pelas embalagens,
uma nova linha de pesquisa tem crescido consideravelmente, que € a
interagdo direta com o produto alimenticio alterando caracteristicas nao-
desejadas. Essas embalagens sao denominadas ativas, e entre varios
exemplos podem ser citados os filmes antimicrobianos, os filmes
antioxidantes, os sachés absorvedores de etileno, de oxigénio e de umidade
e as etiquetas indicadoras de variacédo de temperatura.

Os filmes e sachés antimicrobianos possibilitam a reducdo ou
remocao dos aditivos adicionados aos alimentos e a incorporacao do aditivo
diretamente na matriz polimérica da embalagem.

Sao inumeros os antimicrobianos naturais encontrados; como
exemplos podem ser mencionados a quitosana, obtida a partir da carapaca
de crustaceos; enzimas como a lisozima; bacteriocinas como a nisina e a
pediocina, derivadas de vegetais como o alil-isotiocianato (AIT) e o aldeido
cindmico; e os acidos organicos, como o acido soérbico, acido propibnico,
acido benzdico, acido acético, acido latico e acido malico.

A incorporacdo de aldeido cindmico em filmes poliméricos nao é
reportada em pesquisas ou em aplicagdes para produtos alimenticios.

Assim, o presente trabalho teve por objetivos desenvolver filmes
antimicrobianos de base celuldésica e sachés incorporados com aldeido

cindmico e avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Conservacéao de alimentos

Os alimentos, quer sejam industrializados ou nao, apresentam
constantes alteragdes de natureza quimica, fisica, microbiolégica ou
enzimatica, o que pode levar a perda de qualidade e a redugdo da vida de
prateleira. Entre estas alteragdes, a de maior preocupagao com a seguranga
dos consumidores é a de natureza microbioldgica.

Varios surtos de infecgao e intoxicacdo causados pelos alimentos séo
registrados, associados a microrganismos como Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,

4



Clostridium perfringens, entre outros (PADHYE e DOYLE, 1992;
NADVORNY et al., 2004; PINTO et al., 2004; RAPINI et al., 2005).

Para produtos industrializados, os processos de conservagao tém
papel importante na manutencao da qualidade, com base na redugao ou
inibicdo dos microrganismos capazes de alterar o alimento, ou na
modificagao ou eliminagdo de um ou mais fatores intrinseco e extrinseco que
sao essenciais para a sua multiplicacao, de modo que o alimento nao se
torne propicio ao desenvolvimento microbiano.

Alguns processos, como a esterilizagdo e a pasteurizagdo, agem
diretamente na inativagao total ou parcial da populagdo microbiana; outros
utilizam meios que dificultam a multiplicagdo microbiana, como o emprego
do frio ou a redugcdo do teor de umidade, que pode ser conseguida
diretamente por meio de concentragdo, secagem e desidratagdo, ou
indiretamente com o emprego do sal e do agucar. Processos como a
irradiagcdo, o0 emprego de altas pressdes, o0 uso de substancias
antimicrobianas, entre outros, também s&o empregados pelas industrias de
alimentos, como mecanismos de agao sobre a microbiota do alimento.

Ha uma grande disponibilidade de substancias antimicrobianas
aprovadas para uso como aditivos em alimentos. Porém, na escolha do
antimicrobiano devem ser considerados o tipo de alimento, o método de
processamento, o armazenamento e 0 microrganismo envolvido, assim
como outras propriedades, como solubilidade, pKa, concentragdes téxicas e
reatividade quimica do composto antimicrobiano (JAY, 1995). Diferentes
compostos de uma mesma classe podem diferir na atividade antimicrobiana,
e nas suas propriedades fisicas e quimicas. Frequentemente, a forma salina
dos acidos organicos € mais soluvel em agua e é a preferida para situacoes

em que a solubilidade em agua é importante (ARAUJO, 1995).

2.2. Embalagens ativas

O interesse pelo desenvolvimento de pesquisas que envolvem o
conceito de embalagens ativas para alimentos aumentou consideravelmente
nos ultimos anos. Essas embalagens conferem uma funcdo adicional em

relagdo as embalagens passivas tradicionais, que protegem o alimento



somente contra fatores alteradores externos, como a umidade e o oxigénio
(CONTE et al., 2007).

Vérias pesquisas em embalagens ativas tém sido desenvolvidas no
Laboratério de Embalagem da Universidade Federal de Vigosa, objetivando
o desenvolvimento de filmes e sachés antimicrobianos com aplicacdo em
diversos produtos, como vegetais, salsicha, queijo coalho e queijo muzarela
(GERALDINE, 2000; MELO, 2002, 2003; SILVEIRA, 2005; PIRES, 2006).

Outras tecnologias como embalagens com atmosfera modificada,
embalagens inteligentes e embalagens ativas sdo estudadas para melhorar
o desempenho das embalagens e atender as diversas demandas. Essas
tecnologias inovadoras contribuem para a qualidade e seguranga do
alimento com menor quantidade de aditivos, o que reduz, portanto,
desperdicios, intoxicacbes e infecgdes por alimentos e reagdes alérgicas
(AHVENAINEN, 2003).

Embalagem ativa € um conceito inovador que combina avangos na
tecnologia de alimentos, producdo de alimentos seguros, embalagens e
ciéncias dos materiais em um esforgo para melhor atender as exigéncias do
consumidor por alimentos mais frescos e seguros (MATAN et al., 2006).

Rooney (1995) define embalagem ativa como aquela que n&o apenas
separa o alimento do meio ambiente, mas que interage com o alimento para
manter suas propriedades. Soares (1998) conceituou como ativas as
embalagens que interagem com o alimento e, desta forma, modificam
alguma propriedade, com os objetivos de possibilitar o processamento de
alimentos seguros, melhorar a qualidade sensorial e ampliar a vida de
prateleira do produto.

As principais substancias usadas no estudo de embalagens ativas
sdo os absorvedores de oxigénio, absorvedores de etileno, absorvedores de
umidade, liberadores de antioxidantes, liberadores e, ou, absorvedores de
aromas, imobilizadores de enzimas e substéncias antimicrobianas
(VERMEIREN et al., 1999).

As embalagens antimicrobianas possuem as caracteristicas de
reduzir, inibir ou retardar o crescimento de microrganismos presentes no

alimento embalado ou na propria embalagem e que podem ser responsaveis



pela deterioracao do alimento (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002; CONTE et
al., 2007).

Segundo Appendini e Hotchkiss (2002), embalagens antimicrobianas
podem se apresentar de diversas formas, incluindo:

- saché, almofada contendo agentes antimicrobianos volateis dentro
da embalagem;

- filmes incorporados de agentes antimicrobianos volateis e nao-
volateis diretamente no polimero;

- revestimento do antimicrobiano sobre a superficie do polimero;

- imobilizagdo de antimicrobianos ao polimero por ligagdes ibnicas ou
covalentes; e

- polimeros que sao inerentemente antimicrobianos.

O principio basico de atuagao desse tipo de embalagem esta inserido
dentro do principio da tecnologia de barreiras, que combina métodos de
conservagao para o controle da populacdo microbiana dos alimentos. A
embalagem ativa incorporada de substéncias antimicrobianas atua como
uma barreira extra, a microbiolégica, além das barreiras fisicas, como a
umidade e o oxigénio (Figura 1) (HAN, 2003).

Barreira a Barreira ao Barreira
urnidade oxigénio microbioldgica

Fonte: Han (2003).

Figura 1 — Sistema de embalagem antimicrobiana.

A adicao de agentes antimicrobianos nos filmes poliméricos pode ser
feita de duas maneiras: por incorporacdo e por imobilizacdo. No primeiro
caso, ha liberagdo gradual do agente antimicrobiano para o alimento,

enquanto na imobilizacdo o composto atua somente na superficie, pois o



antimicrobiano esta ligado ao polimero por ligagdes ibnicas ou covalentes,

nao permitindo sua liberagao (Figura 2).
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Fonte: Han (2003).

Figura 2 — Diferengca entre incorporacdo e imobilizagdo de agentes
antimicrobianos em filmes poliméricos.

A liberagao de aditivos por embalagens ativas aumenta a seguranga
do consumidor, ja que esses compostos nao sao diretamente adicionados ao
alimento, mas liberados de maneira controlada, com isso estdo presentes
em menores quantidades e apenas onde sua presenca é requerida, como na
superficie do produto, onde a maior parte das deterioragdes ocorre
(APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Outra vantagem dos sistemas de embalagens ativas esta relacionada
ao fato de que alguns agentes antimicrobianos adicionados ao alimento
podem perder parcialmente sua atividade, em virtude da composicdo do
produto, portanto seu efeito na superficie do alimento pode ser limitado.
Desta forma, a utilizacdo de embalagens ativas pode assegurar melhor
eficacia do composto bactericida ou bacteriostatico, por apresentar migragao
lenta do agente da embalagem para o alimento, o que auxilia na
manutencdo de concentracbes mais altas na superficie do produto
(QUINTAVALLA e VICINI, 2002).



Alguns fatores como a solubilidade e o tamanho da molécula do
antimicrobiano, as caracteristicas dos alimentos as condigdes de estocagem
e distribuicdo, em que se incluem tempo e temperatura, o método de preparo
do filme, ou seja, extrusdo ou casting, e a interacdo entre antimicrobiano e
polimero podem afetar a efetividade da embalagem antimicrobiana (HAN,
2003).

Em diversos estudos a eficiéncia e aplicabilidade das embalagens
antimicrobianas, inclusive incorporadas com antimicrobianos naturais, foram
constatadas.

Ouattara et al. (2000) avaliaram a inibicdo de bactérias em carne
processada com aplicagédo de filme antimicrobiano preparado com quitosana
e adicionado de acido propibénico, laurico e acético e aldeido cinamico. Os
resultados demonstraram que o crescimento de bactérias da familia
Enterobacteriaceae e de Serratia liquefaciens foi tardio ou completamente
inibido com a aplicacdo dos filmes, principalmente no filme de quitosana
adicionado de aldeido cinamico.

Melo et al. (2002) incorporaram lactato de soédio em filme celuldsico e
constataram a eficiéncia do filme obtido na inibicdo de mesdfilos em
superficie de salsichas. O produto foi envolvido com o filme antimicrobiano e
acondicionado sob vacuo em filme multicamada e, entdo, estocado sob
refrigeragao. Apos 21 dias de estocagem as amostras em presenca do filme
com lactato apresentaram redugcdo de quatro ciclos logaritmicos,
comparadas com as amostras envolvidas com o filme sem lactato (controle).
Melo (2003), em seu estudo com filme de acetato incorporado de nisina para
embalagem de queijo coalho, obteve reducédo de dois ciclos log de células
de Staphylococcus aureus, comparado ao controle, apds cinco dias de
estocagem.

Conte et al. (2007) analisaram a atividade antimicrobiana de filmes
incorporados de lisozima imobilizada e verificaram que o filme obtido foi
efetivo e inibiu o crescimento de Micrococcus lysodeikticus e que a atividade
antimicrobiana do filme estava associada a enzima imobilizada. Os
resultados também demonstraram que a eficiéncia do filme aumenta com o

aumento da quantidade de enzima ligada.



Silveira (2005) avaliou o efeito antimicrobiano de um filme de base
celuldsica incorporado com acido sérbico para conservacdo de massa de
pastel em duas espessuras diferentes, 25 e 70 ym e 7 e 3% de &cido
sérbico, respectivamente, e constatou que apdés 40 dias de estocagem as
massas apresentaram reducao de dois ciclos log na contagem de mesofilos

aerobios, em ambos os tratamentos.

2.3. Antimicrobianos naturais

A procura dos consumidores por alimentos mais saudaveis tem
incentivado as industrias de alimentos a buscarem antimicrobianos naturais
para serem utilizados em substituicao aos sintéticos.

Existem inUmeros agentes antimicrobianos presentes nos animais,
nas plantas e nos microrganismos, envolvidos no seu mecanismo de defesa.
Esses compostos podem funcionar como antimicrobianos nos alimentos,
quando utilizados como ingredientes naturais ou como aditivos (NAIDU,
2000). Exemplos tipicos de compostos investigados s&o lactoperoxidase,
lisozima, saponinas e flavondides, bacteriocinas e quitosana
(DEVLIEGHERE et al., 2004).

Malo et al. (2005) avaliaram a atividade de diversos antimicrobianos
naturais na inibicado do crescimento de Aspergillus flavus e verificaram que
este fungo apresentou alta sensibilidade aos compostos fendlicos como
timol, eugenol e carvacrol. O aumento da concentracdo desses
antimicrobianos aumentou a fase lag do A. flavus.

Weissinger et al. (2001) avaliaram a capacidade de compostos
naturais volateis de inibir o crescimento de Salmonella spp. em brotos e
sementes de alfafa e observaram que o acido acético, o aldeido cinédmico e
o timol provocaram redugao significativa na populagcdo de Salmonella spp.,

apos 7 horas de exposigcao a esses compostos, a 60 °C.

2.4. Aldeido cinamico

Descoberto em 1884 por Dumas e Péligot, o aldeido cinamico

(Figura 3) é encontrado na casca das arvores da canela (Cinnamomum

10



P

Aldeido cindmico

Fonte: Simas et al. (2004).

Figura 3 — Férmula estrutural do aldeido cinédmico.

zeylanicum) e de outras espécies do género Cinnamomum, como a canfora
(Cinnamomum camphora) e a cassia (Cinnamomum cassia). O O6leo
essencial extraido da casca da canela contém cerca de 90% de aldeido
cinamico, que é o responsavel pelo aroma caracteristico da canela. E uma
substancia oleosa, amarelada e viscosa, com um odor intenso e adocicado.
O aldeido cinamico é aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para uso em alimentos como uma substancia flavorizante e adjuvante e é
considerado Generally Recognized As Safe (GRAS) nos Estados Unidos
pelo Flavor and Extract Manufacturers’ Association (KIRK-OTHMER, 2001).
A maior parte desta substancia é excretada na urina sob a forma de acido
cindmico, uma forma oxidada do aldeido cinamico. O aldeido cindmico em
produtos cosméticos, quando presente em altas doses, > 5 % p/v, pode ser
irritante para a pele (MANZUR et al., 1995), no entanto n&o ha suspeita de
que ele seja cancerigeno ou que 0 seu uso continuado represente um perigo
para a saude.

O aldeido cinamico também pode ser encontrado com as
denominacdes cinamal, cinamaldeido, fenilacroleina, 3-fenil-2-propenal, 3-
fenil-2-propen-1-al, ‘cassia aldehyde’. Sua férmula empirica é CgHgO.

Pode ser sintetizado por via quimica a partir de acetaldeido e de
benzaldeido, por reacdo de condensagao alddlica. No entanto,
economicamente é mais viavel a sua extragado da casca da canela, por meio
de destilacao por arrastamento de vapor.

E usado principalmente para conferir sabor e aroma de canela a
alimentos e bebidas e fragrancia de canela a produtos médicos, cosmeéticos

e perfumes, sendo também usado como estimulante da fungéo digestiva. Em
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alimentos e bebidas, é encontrado em concentragdes que variam de
7,7 mg.kg' em sorvetes a 6.400 mg.kg"' em frutas e sucos (HOOTH et al.,
2004). O aldeido cindmico também ja foi avaliado quanto as suas
propriedades como repelente animal e como agente antifungico (KIRK-
OTHMER, 2001).

Como agente antifungico, os resultados de experimentos descritos por
Sivakumar et al. (2002) demonstram que 30 mg.kg™' de aldeido cinamico
inibiram completamente o crescimento micelial e a germinagao de conidia de
Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporioides e
Gliocephalotrichum microchlamydosporum, os quais causam doengas pos-
colheita, como putrefacdo de talo, antracnose e mancha-marrom,
respectivamente, em frutos de rambutan (Nephelium lappaceum L.). Quando
folhas secas saturadas de aldeido cinamico na concentracéo de 30 mg.kg™
eram usadas em embalagens comerciais, a incidéncia e a severidade de
todas as trés doengas foram reduzidas. As frutas tratadas retiveram cor,
qualidade global e caracteristicas sensoriais a 13,5 °C e 95 % UR durante
14 dias.

Jham et al. (2005) identificaram o aldeido cindmico como o principal
componente fungicida de oleo de casca de canela por meio de analises por
cromatografia gasosa-espectrometria de massa. Os extratos de casca de
canela obtidos por extracdo com hexano e por hidrodestilacado apresentaram
inibicdo completa de crescimento (CICC) para Aspergillus flavus na
concentracéo de 300 e 100 pL.L™", respectivamente.

Cheng et al. (2006) avaliaram a atividade antifungica do Ooleo
essencial de folhas de nove diferentes arvores de canela indigena
(Cinnamomum  osmophloeum Kaneh), coletadas em Taiwan, e
demonstraram que dois dos Oleos essenciais avaliados apresentaram maior
concentragdo de aldeido cindmico e também maior atividade antinfungica
para os fungos filamentosos, Lenzites betulina, Trametes versicolor e
Laetiporus sulphureus, que os demais 6leos essenciais considerados. Os
autores concluiram que o aldeido cinamico foi o responsavel pela atividade
antifungica, uma vez que esta atividade era afetada diretamente pela

concentracéo de aldeido cindmico presente no 6leo.
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O efeito bactericida do aldeido cindmico também foi avaliado para
diferentes patogenos, como B. cereus, S. aureus, E. coli e Salmonella spp.
(KWON et al.,, 2003), e constatou-se que B. cereus apresentou maior
sensibilidade. Quando as células foram tratadas com 0,3 mL.L™" do aldeido
cindmico, a contagem foi reduzida cerca de seis ciclos log, apds 6 horas de
incubacao.

Weissinger et al. (2001) verificaram que o aldeido cinamico foi efetivo
para seis sorotipos de Salmonella em sementes de alfafa, quando aplicado
em ar quente, a 50 °C, pela técnica de fumigagao. No entanto, verificaram
que o aumento da temperatura para 70°C reduziu a efetividade do
tratamento, o que pode ser associado a estabilidade térmica do composto.
Friedman et al. (2000) puderam observar que o aldeido cinamico se
decompde a benzaldeido a temperaturas proximas de 60 °C, quando
aquecido isoladamente, mas quando combinado com eugenol ou dOleo de
folhas de canela o aldeido cinamico permaneceu estavel apos 30 minutos de
aquecimento, a 200 °C.

Valero e Giner (2006) avaliaram a acado do aldeido cindmico em
extrato de cenoura minimamente processada e observaram que a
concentragdo de 5 uL.100 mL™ foi suficiente para prevenir o desenvolvimento
de B. cereus por mais de 60 dias, a temperatura de armazenamento de
16 °C, sem afetar as caracteristicas sensoriais do extrato.

A agdo do aldeido cinamico em combinagdo com outros
antimicrobianos também foi avaliada. Moleyar e Narasimham (1992)
observaram que a mistura de aldeido cindmico e eugenol na propor¢ao de
250 e 500 pg.mL'1, respectivamente, inibiu completamente o crescimento de
Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. e Enterobacter sp. por
mais de 30 dias, enquanto as substancias aplicadas isoladamente nao
inibiram o crescimento.

A atividade antimicrobiana do aldeido cindmico também foi testada
sobre o crescimento de estirpes de E. coli O157:H7. Kim et al. (2004)
observaram que na presenga de 1.000 pg.mL'1 de aldeido cinamico a
maioria das células de E. coli ndo se apresentou viavel, apés 2 horas de
incubagao. Observacdes realizadas em microscopio eletrdnico revelaram

que as células tratadas com aldeido cinamico apresentaram danos severos
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na estrutura superficial. A concentragcdo minima inibitéria do aldeido
cinamico determinada foi de 250 pyL.mL™" em estipes de E. coli O157:H7 e
E. coli 026 ou de 500 pg.mL™" em E. coli ATCC11105 e E. coli O111.

A atividade antibacteriana do aldeido cindmico é associada a diversos
fatores, como interagdo com a membrana celular, o que provoca o
rompimento suficiente da membrana para dispersar a forga protomotora
através da passagem de pequenos ions e inibicdo da captgao de glicose ou
inibicdo da glicolise (GILL e HOLLEY, 2004; HOLLEY e PATEL, 2005).
Wendakoon e Sakaguchi (1995) constataram que para Enterobacter
aerogenes o aldeido cinamico inibe a enzima descarboxilase da célula. Gill e
Hollley (2006) verificaram que para E. coli and L. monocytogenes o aldeido
cindmico inibiu a agcdo da ATPase. Acredita-se que o grupamento aldeido
seja responsavel, em parte, pela atividade antimicrobiana do aldeido

cinamico.
3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vigosa, Vicosa-MG.
3.1. Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo método casting (utilizagdo de
solvente), de acordo com a metodologia descrita por Soares (1998). Foram
preparados trés filmes de base celuldsica, incorporados com 5, 10 e 2% v/p
de aldeido cinadmico (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-SP), em relagdo ao peso da
matriz polimérica. Paralelamente, foi preparado um filme-controle, sem
adi¢ao de antimicrobiano (0 %).

Os filmes, apés completa evaporacédo do solvente, foram separados
por folhas de papel branco e armazenados a temperatura ambiente, para

analises posteriores.
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3.2. Preparo do saché

O aldeido cinamico foi incorporado em polimero de alta absor¢ao, nas
concentragbes de 5, 10 e 20% v/p. Foi produzido também um saché-
controle, sem adicdo de aldeido cinamico (0%). A mistura, polimero e
aldeido cinamico, foi armazenada em tubo de ensaio hermeticamente
fechado e mantido a 25 °C, por 1 hora. Apds a incorporagdo, o material foi
selado em um tecido-ndo-tecido (TNT), nas dimensdes 4 x 4 cm, o que
permitiu a volatilizagdo do composto antimicrobiano quando fixado no interior

das embalagens.
3.3. Avaliacéo da atividade anti microbiana dos filmes e dos sachés

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes e dos sachés
foram utilizadas duas bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Listeria monocytogenes (ATCC 153113), uma bactéria gram-
negativa, Escherichia coli (ATCC 11229) e dois fungos filamentosos,
Fusarium oxysporum e Aspergillus flavus.

Para avaliar a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, foram utilizados os meios de
cultura, Agar Baird Parker, Oxford, Violet Red Bile Agar (VRB),
respectivamente, quando o filme foi utilizado, e Agar TSA (Tryptic Soy Agar),
quando o saché foi utilizado, e Potato Dextrose Agar (BDA), para fungos
filamentosos.

Os meios foram vertidos em placas de Petri, em duplicata, e apos
solidificacdo foram inoculados com 0,1 mL das respectivas culturas
previamente ativadas e padronizadas para numero de células aproximado de
10* UFC.mL™" (MELO, 2003).

3.3.1. Avaliacéo dos filmes — Teste do halo

Os filmes foram cortados em circulos de 1 cm de didmetro e
esterilizados em camara com lampada de UV (Prodicil, 110 V, 254 nm),

254 nm, por 10 minutos. Em seguida, trés pedacgos de filme, um controle e
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dois com mesma concentracao (Figura 4), foram colocados, assepticamente,
em placa de Petri previamente inoculada com bactéria ou fungo-teste. As
placas inoculadas com as bactérias foram incubadas a 37 °C, por 48 horas,

e as placas inoculadas com fungo a 25 °C, por 72-120 horas.

@ ©
©

Figura 4 — Disposi¢ao dos discos na placa de Petri: A) mesma concentragao
e C) controle (sem antimicrobiano).

O teste também foi realizado, para todos os microrganismos, a 11 °C,
até a formacao de coldnias.

Apos o periodo de incubagdo, o didmetro dos halos formados ao
redor do filme foi medido com o auxilio de uma régua. Todas as placas

foram elaboradas em duplicatas.
3.3.2. Avaliacao dos sachés

As placas previamente inoculadas com o0s microrganismos a serem
avaliados foram seladas dentro de sacos plasticos PE/Nylon, junto com o
saché (Figura 5). Foram testadas duas temperaturas de incubagao, 25 e
11 °C, até a formacgao de colbnias.

Ap6s o periodo de incubagdo, foi avaliado o crescimento dos

microrganismos-teste nas diferentes concentragdes de aldeido cinamico.
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microrganismo
inoculado

Saché

Figura 5 — Sistema ilustrativo contendo placa inoculada e saché.

3.4. Determinacao da espessura dos filmes

A média da espessura dos filmes foi obtida de dez amostras de cada
filme, com o auxilio de um micrdmetro Mitutoyo (0- 25 mm). A avaliagao foi
conduzida em delineamento inteiramente casualizado, e os resultados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey, pelo emprego do
programa SAS, versao 8.0 (SAS, 1996).

3.5. Andlise das propriedades mecanicas do filme

Amostras dos filmes foram cortadas em retangulos de 2,5 cm de
largura por 15 cm de comprimento e acondicionadas a 23 + 2 °C/50 + 5%
UR, por 24 horas. As propriedades mecanicas dos filmes foram medidas por
meio do determinador universal de teste (INSTRON série 3367), com carga
de 1 kN e velocidade de 50,8 cm.min™.

Foram determinadas a carga maxima e a deformacéo relativa na
carga maxima a 8 e a 25 °C, em 15 amostras de cada filme.

As avaliagbes dessas caracteristicas foram conduzidas em
delineamento inteiramente casualizado, em um esquema fatorial (3x2), trés
concentracdes e duas temperaturas, com 15 repeticdes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey, com o emprego do
programa SAS, versao 8.0 (SAS, 1996).
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3.6. Determinacgdo da permeabilidade dos filmes ao vapor d’agua

A permeabilidade dos filmes ao vapor d’agua foi determinada
segundo Oliveira et al. (1996). Foram utilizados filmes com 50 c¢cm? em
dessecadores com solugdo saturada de NaCl (75 % UR), a 25°C. As
pesagens foram realizadas durante 15 dias, e foram realizadas trés
repeticdes. No primeiro dia foram realizadas pesagens de 2 em 2 horas,
durante 6 horas, e nos dias seguintes, pesagens com intervalos de 24 horas.
A permeabilidade foi determinada pela declividade da curva resultante da
plotagem peso x tempo e expressa em g.m?.dia™".

A avaliagéo foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado,
e os resultados de permeabilidade foram obtidos para os diferentes
tratamentos, submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey, com o

emprego do programa SAS versao 8.0 (SAS, 1996).

3.7. Avaliacéo das caracteristi cas microscopicas dos filmes

A avaliagao das caracteristicas da superficie dos filmes foi realizada
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Nucleo de Microscopia e
Microanalise do Centro de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de
Vigosa.

Cupons de 20 x 50 mm? dos filmes de cada tratamento foram
cortados e fixados, com o auxilio de fita dupla-face, em “stubs”. As amostras
foram cobertas com 20 nm de ouro em Metalizador Balzers FDU 010, e
posteriormente, observadas e fotografadas em microscépio eletrbnico de
varredura LEO 1430 VP (POSTER et al., 1980).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Filmes antimicrobianos

No filme antimicrobiano incorporado de 5 % de aldeido cinamico,

observou-se a formacdo de um halo de 1,5 cm para Aspergillus flavus
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enquanto para as concentragdes de 10 e 20 % nao foi observado

crescimento desse microrganismo (Figura 6).

Figura 6 — Inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus em torno dos filmes
incorporados de 5 % (A), 10 % (B) e 20 % (C) de acido cinémico,
apo6s 120 horas de incubacao, a 25 °C.

O efeito antimicrobiano do aldeido cinamico também foi verificado por
Jham et al. (2005). Ao fracionarem extrato de 6leo de casca de canela,
observaram que uma das fragdes continha 99,1% de aldeido cinadmico, e ao
testarem a sua eficiéncia na inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus
verificaram 100 % de redugdo do crescimento ao aplicarem o extrato na
concentragdo de 200 pL. L™

Observou-se inibicdo completa do crescimento de Fusarium
oxysporum em torno dos filmes ativos nas trés concentragdes testadas, apos
120 horas (Figura 7). Nas placas que continham filmes com 20 % de aldeido
cindmico, constatou-se a inibicdo do microrganismo inclusive ao redor do
filme-controle. Neste caso, pode ter ocorrido uma difusdo do aldeido
cinamico a partir dos filmes 20% em uma concentragao suficiente para inibir
o crescimento dos fungos filamentosos em toda a placa.

O aldeido cinadmico € descrito em diversos trabalhos de pesquisa
como um excelente agente antifungico. Sivakumar et al. (2002) verificaram
inibicdo completa do crescimento dos fungos filamentosos Botryodiplodia
theobromae, Colletotrichum  gloeosporioides e  Gliocephalotrichum
microchlamydosporum com a aplicacdo de uma solugdo aquosa de aldeido
cindmico de concentragdo de 30 ppm a 28 °C. O teste foi realizado em

placas de Petri, adicionando um micélio do fungo desejado no
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Figura 7 — Inibicdo do crescimento de Fusarium oxysporum em torno dos
filmes 5% (A), 10% (B) e 20% (C), apoés 120 horas de
incubacgao, a 25°C.

centro da placa e a solugdo do aldeido cinamico através de papel-filtro.
Cheng et al. (2006) também constataram a presenca de atividade antifungica
do 6leo essencial de folhas de canela contra Lenzites betulina, Trametes
versicolor e Laetiporus sulphureus, e atribuiram a atividade antifungica do
Oleo a presenca de aldeido cinamico.

Nas placas inoculadas com Staphylococcus aureus, foi observada
inibicdo de crescimento em todas as concentragcbes avaliadas, com
formacéao de halos de 3,5, 5 e 4,5 cm para as concentragdes de 5, 10 e 20%,
respectivamente (Figura 8). Kwon et al. (2003), ao testarem o efeito
antimicrobiano do aldeido cindmico contra a bactéria patogénica S. aureus,
verificaram 70 % de redugdo do crescimento na presenca de 0,4 ml.L" de
aldeido cinamico adicionado diretamente na suspensao de célula em caldo
BHI.

O crescimento de Listeria monocytogenes foi inibido ao redor dos
filmes antimicrobianos e houve apenas diferenciagcdo no crescimento de
células entre as diferentes concentragdes, ou seja, maior crescimento nas
placas com filme 5 % e menor naquela com filme 20 % (Figura 9). Em torno
do filme-controle, foi observado crescimento do microrganismo em todas as
placas.

Yamazaki et al. (2004) também constataram inibicado do crescimento
de Listeria monocytogenes com a aplicagcédo do aldeido cindmico diretamente

na suspensdo de células. A inibicdo do crescimento foi dada em fungao
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Figura 8 — Inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus em torno dos
filmes 5 % (A), 10 % (B) e 20 % (C), apds 48 horas de incubacéo,
a 37 °C.

Figura 9 — Inibigcdo do crescimento de Listeria monocytogenes apoés 48 horas
de incubacéo, a 37 °C, em contato com os filmes 5 % (A), 10 %
(B) e 20 % (C).

da absorbancia da suspensao, e observou-se que a inibicdo maior ocorreu a
partir da adigao de 0,05% (v/v) de aldeido cinémico.

Para Escherichia coli ndo houve formacao do halo de inibicao do
crescimento nos filmes testados. Entretanto, houve diferenciacdo de
concentragao do crescimento (Figura 10). Péde-se constatar que no local de
contato do filme com o agar ndo houve crescimento de colbénias, concluindo-
se que nao ocorreu difusdo do aldeido cindmico em quantidades suficientes
no agar utilizado.

Toledo (2000) afirmou que a formagdo de halo de inibicdo esta
relacionada com a difusdo do antimicrobiano e com a velocidade de
crescimento do microrganismo e que estes fatores sofrem influéncia do

estado fisioldgico da cultura indicadora e da composi¢cdao do agar. Além
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Figura 10 — Crescimento de Escherichia coli apés 48 horas de incubagao, a
37°C, em contato com os filmes 5% (A), 10% (B) e 20% (C).

disso, Cagri et al. (2001) afirmaram que ha influéncia da estrutura quimica e
do numero de ligagdes cruzadas dos filmes.

A diferenga entre os resultados pode, portanto, estar relacionada com
a diferenga de difusdo do aldeido cinamico entre os diferentes meios de
cultura. Melo (2003) avaliou a eficiéncia do filme incorporado com nisina pelo
teste do halo em diferentes meios de cultura, Plate Count Agar (PCA), Agar
Brain Heart Infusion (BHI) e Agar Baird-Parker. Staphylococcus sp.,
inoculado em Baird-Parker, apresentou a formagao de halo maior, seguido
dos meios PCA e BHI. O autor atribuiu essa diferenca a composicao dos
meios, uma vez que os meios PCA e BHI possuem maior disponibilidade de
nutrientes, o que permite maior velocidade de crescimento do
microrganismo, comparado a velocidade de difusao da nisina para o meio de
cultura.

Comparando as duas temperaturas de inibicdo testadas, observou-se
que nao houve diferenca entre os halos de inibicdo obtidos com a
temperatura de refrigeracdo e a temperatura 6tima de crescimento do
microrganismo. No entanto, a temperatura de refrigeragéo o crescimento foi
mais lento. Assim, a visualizacdo de células de S. aureus ocorreu apoés
dois dias de incubacéo para a temperatura de 37 °C e apos dez dias para a
temperatura de 11 °C.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes, observou-se
maior eficiéncia sobre os fungos filamentosos. Entre as bactérias constatou-

se maior eficiéncia antimicrobiana do aldeido cinamico sobre bactérias gram-
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positivas. Segundo Delaquis et al. (2002), as razdes para a maior resisténcia
das bactérias gram-negativas a compostos antimicrobianos naturais
hidrofobicos ndo estdo ainda totalmente esclarecidas. No entanto, essa
diferenca pode estar relacionada a diferengas da membrana celular desses
dois grupos de bactérias. As bactérias gram-negativas possuem uma
membrana externa constituida de lipopolissacarideos que apresentam baixa
permeabilidade e n&o permitem a difusdo de compostos hidrofobicos
(NIKAIDO, 1989).

Apesar dos resultados satisfatérios alcancados com o filme na
concentragédo de 20% de aldeido cindmico, quanto a agao antimicrobiana,
em testes preliminares foi constatado que nessa concentragdo os filmes
usados na embalagem de produtos de panificagdo provocaram sabor e odor
muito fortes de canela, o que afetou as caracteristicas sensoriais do produto.
Portanto, os testes posteriores foram realizados apenas com os filmes nas
concentracdes de 5 e 10%.

A concentracdo de aldeido cinamico ndo afetou significativamente
(p 20,05) a espessura dos filmes, que apresentaram valor médio de
32,47 um, e nao afetou também, independentemente da temperatura, a sua
deformacéo relativa (Tabela 1). No entanto, a carga maxima de deformagéao
(N) foi afetada em ambas as temperaturas testadas, tendo sido observado
que o filme adicionado de 10 % de aldeido cindmico apresentou carga
maxima de deformacao significativamente (p<0,05) menor (108,267 N) que a
dos filmes 0 % (122,073 N) e 5 % (120,581 N), os quais n&o apresentaram
diferenca significativa (p = 0,05) entre si (Tabela 2). A diminuicdo da carga
maxima de deformacdo com o aumento da concentracdo do aditivo
incorporado, apesar da porcentagem de deformacgao constante, também foi
verificada por Limjaroen et al. (2003) e Silveira (2005), e segundo Appendini
e Hotchkiss (2002) as propriedades do polimero sao influenciadas para cada
combinacgao antimicrobiano-polimero.

A temperatura de determinagao das propriedades mecanicas do filme,
por sua vez, influenciou significativamente (p <0,05) os valores de
deformacédo e os valores de carga maxima verificados para os trés filmes. Os
filmes a 8 °C apresentaram maior deformacéo (%) e carga maxima (N),

comparados aos filmes avaliados a 25 °C (Tabela 3). Em geral, a elevagcao
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Tabela 1 — Deformacao relativa na carga maxima de filmes com diferentes
concentracdes de aldeido cinamico a 8 °C (A) e a 25 °C (B)

Deformacao relativa na carga maxima (%)
T t
" emperatura 89C 2590
0% 2,017 a 1,650 a
5% 2,209 a 1,775 a
10 % 1,927 a 1,759 a

Médias de tratamentos em uma mesma coluna, seguidas de mesma letra, néo diferem entre
si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 2 — Carga maxima (N) de deformacdo de fiimes com diferentes
concentragdes de aldeido cinamico a 8 °C (A) e a 25 °C (B)

Carga maxima de deformacgéo (N)
e Temperatura 890 2590
0% 125,1774 a 118,9691 a
5% 123,9622 a 117,1993 a
10 % 109,6005 b 106,9329 b

Médias de tratamentos em uma mesma coluna, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre
si a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 3 — Média dos valores de carga maxima (N) e deformagao relativa na
carga maxima (%) dos filmes a 8 e 25 °C

Temperatura Carga maxima média (N) Deformacao média (%)
8°C 119, 580 A 2,0507
25°C 114,367 B 1,7282

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

da temperatura aumenta a flexibilidade dos filmes flexiveis em fungao de
maior movimentagao das cadeias, o que diminui a forga necessaria para o
seu arrebentamento (ROBERTSON, 1993).

Os filmes de base celuldésica incorporados com aldeido cinamico
apresentaram carga maxima (N) quase duas vezes maior que a dos filmes

de polietileno de baixa densidade, que necessitam, em média, 57,51 N de
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carga maxima para deformacado. Ja em relacdo a deformacdo média, os
filmes antimicrobianos apresentaram deformacédo quase cinco vezes menor.
A deformacdo média de filmes de polietilieno de baixa densidade esta em
torno de 10,33%. Portanto, os filmes de base celulésica incorporados com
aldeido cinamico podem ser considerados mais resistentes que um filme de
polietileno de baixa densidade.

As variagbes na resisténcia entre os filmes que contém aldeido
cindmico podem ser verificadas por meio da observagdo das imagens dos
filmes obtidas por microscopia (Figura 11). No filme com 10 % de aldeido
cindmico (Figura 11C), pode-se observar menor uniformidade na matriz
polimérica, comparado aos outros dois filmes, o que leva ao maior
distanciamento entre as cadeias do polimero e exige, assim, menor for¢a de

carga para obter a mesma deformacéo.

A

Figura 11 — Fotomicrografias dos filmes adicionados de 0% (A), 5% (B) e
10% (C) de aldeido cinamico obtidas pela microscopia
eletrdnica de varredura.

Essa diferenca na conformacdo polimérica pode ser associada a
hidrofobicidade do aldeido cindmico em relagdo a base celuldsica, o que
diminui a interagdo matriz polimérica — aldeido cinamico.

Os resultados observados de permeabilidade ao vapor d’agua estao
representados na Tabela 4. Observou-se diminuicdo da permeabilidade ao
vapor d’agua com o aumento da concentragdo do aldeido cinamico. A
difusdo das moléculas de agua através do filme € dificultada pela presenga
do aldeido cinamico e pela sua hidrofobicidade. Diferenga significativa (p <

0,05) foi observada entre as amostras-controle (0%) e 10%.
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Tabela 4 — Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes adicionados de 0, 5 e
10% de aldeido cinamico

Filme Taxa de permeabilidade (g.m?.dia™)
0% 10,48

5% 8,92b

10 % 8,28

Espessura média dos filmes: 32,47 uym; e umidade relativa: 75%.
Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si a de 5 % de probabilidade, pelo teste
de Tukey.

4.2. Saché antimicrobiano

O saché com aldeido cinamico apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento dos fungos testados, tendo a maior agdo ocorrida sobre
Fusarium oxysporum (Figura 12). A atividade antimicrobiana do saché foi
proporcional ao aumento da concentracdo de aldeido cindmico. Constatou-
se, ainda, maior eficiéncia sobre os fungos na area lateral da placa de Petri
proxima ao sache. Supde-se que a quantidade de composto volatil liberada
pelo saché nao foi suficiente para preencher todo o volume do saco plastico
e, portanto, para atingir a concentragcdo minima para inibicdo em toda a

placa.

Figura 12 — Efeito inibitério de saché& antimicrobiano contendo 20% de
aldeido cindmico no crescimento de Fusarium oxysporum (A) e
Aspergillus flavus (B).
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A acdo antibacteriana do saché nao foi verificada para as bactérias
testadas, conforme o exemplo na Figura 13, para Staphylococcus aureus.
Provavelmente, esse fato ocorreu ou devido a ndo-penetracéo do volatil para
dentro da placa ou a penetragdo de baixa concentragdo, que nao foi

suficiente para a inibicao do crescimento das bactérias testadas.

B

Figura 13 — Crescimento de Staphylococcus aureus em agar TSA na placa-
controle (A) e no sistema com saché antimicrobiano incorporado
de 20% de aldeido cinadmico (B), apds 48 horas de incubacao a
37°C.

5. CONCLUSOES

Os filmes desenvolvidos apresentaram melhor atividade
antimicrobiana, comparados aos sachés, para os microrganismos testados.
Sugere-se que adequacgdes sejam realizadas no saché incorporado com
aldeido cinamico.

Os filmes apresentaram agao antimicrobiana, principalmente sobre os
fungos Aspergillus flavus e Fusarium oxysporum e sobre as bactérias gram-
positivas Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, corroborando
com outros autores que wusaram o aldeido cinamico em varios
microrganismos.

Os filmes nao diferiram significativamente (p =20,05) quanto a
espessura e deformacgdo relativa na carga maxima. No entanto, o filme

incorporado de 10 % de aldeido cindmico apresentou carga maxima de
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deformacao significativamente menor (p < 0,05) que os outros tratamentos,
provavelmente pela maior concentracdo de aldeido e a pela sua
hidrofobicidade. Em funcdo desses fatores, o filme apresentou também
menor permeabilidade ao vapor d’agua.

As temperaturas de armazenamento influenciaram significativamente
(p < 0,05) as propriedades mecanicas do filme, uma vez que na temperatura
ambiente a carga maxima média e a deformagdo média foram menores que
as obtidas sob refrigeragao.

Por meio dos resultados verificou-se que o uso de filmes incorporados
com aldeido cinamico é uma alternativa para o controle do crescimento de
microrganismos deterioradores e patogénicos em massas de pastel e paes
artesanais de canela.

Para verificacdo da eficiéncia antimicrobiana dos sachés é necessaria
a avaliagdo da relagdao volume da embalagem massa do polimero na

confeccéo do saché.
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APLICA(;AO DE FILMES ANTIMICROBIANOS INCORPORADOS COM
ALDEIDO CINAMICO NA CONSERVACAO DE PRODUTOS DE
PANIFICACAO

RESUMO

Filmes antimicrobianos incorporados com 5 e 10 % de aldeido
cindmico foram intercalados em discos de massa de pastel e também
utilizados para envolver paes, ambos os produtos sem adicdo de
conservante na massa. A atividade antimicrobiana dos filmes foi entdo
avaliada, assim como a migragcao do aldeido cinamico para os produtos e a
aceitacdo dos produtos pelo consumidor. Como controle foi utilizado filme
sem adig¢ao do antimicrobiano. Os produtos, apds intercalados ou envolvidos
nos filmes, foram acondicionados em sacos de polietieno de baixa
densidade (PEBD), aqueles contendo massa de pastel foram armazenados
a 8 £ 1°C e aqueles contendo os paes, a 20 + 2 °C. Para as amostras de
massa de pastel, as analises foram realizadas apés 0, 5, 10, 30 e 60 dias de
armazenamento e para as amostras de paes, apos 0, 3, 6, 9 e 12 dias. Nas
amostras de paes, a contagem de coliformes totais foi <1,0 x 10" UFC.g™", e
nas amostras de massa de pastel as contagens de B. cereus e de
Staphylococcus coagulase positiva foi <1,0 x 102 UFC.g", e a de coliformes
totais foi <1,0 x 10" UFC.g", durante todos os tempos avaliados. Nas
amostras de paes, os filmes foram eficientes para inibicado do crescimento de
mesofilos aerdbios e fungos filamentosos e leveduras, uma vez que na
amostra-controle foi observado o aumento de quatro ciclos log no
crescimento, ap6s 12 dias de estocagem. Nas amostras de pastel houve
reducdo de dois e trés ciclos log para mesodfilos aerébios e
Staphylococcus spp., para os fiimes 5 e 10 %, respectivamente, ao fim dos
60 dias de analise. A contagem de fungos filamentosos e leveduras nao foi
alterada durante a estocagem, para as amostras intercaladas com os filmes
antimicrobianos. Em todas as avaliagdes, pH e aw nao influenciaram os
resultados da avaliagdo microbiologica. A migragcéo do aldeido cinamico para
o produto influenciou a aceitagao das massas de pastel em relacdo a massa-
controle, mas nao influenciou a aceitacdo dos paes, possivelmente pela

menor quantidade de aldeido cinamico detectada nas amostras de paes em
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relacdo as amostras de massa de pastel. Ambos os produtos foram bem
aceitos e as médias obtidas ficaram entre gostei ligeiramente (6,0) e gostei

moderadamente (7,0).

1. INTRODUCAO

A qualidade microbiolégica é um dos fatores determinantes na
conservagao dos alimentos. A contaminagdo por bactérias e fungos
filamentosos e leveduras esta relacionada com as maiores perdas dos
produtos alimenticios.

Para controlar a atuagdo desses microrganismos e prolongar a vida
de prateleira dos alimentos industrializados, aditivos sintéticos sé&o
amplamente utilizados. Embora o uso desses aditivos proporcione
resultados satisfatérios no aspecto da conservacdo, esta cada vez mais
difundida entre os consumidores a preferéncia por produtos mais préximos
ao natural.

Para atender a essa nova tendéncia, observa-se a busca crescente
por antimicrobianos naturais, principalmente aqueles extraidos de plantas.
Além da adigdo diretamente nos alimentos, esses compostos podem ser
incorporados em embalagens, sendo denominadas embalagens ativas. Uma
das vantagens dessas embalagens é a liberagcdo controlada dos
antimicrobianos.

O aldeido cindmico, um composto extraido da casca de canela, &
usado principalmente para conferir sabor e aroma de canela a alimentos e
bebidas e conferir uma fragrancia de canela a produtos médicos, cosméticos
e perfumes. Sua atividade antimicrobiana também tem sido estudada, e os
resultados apontam para o seu alto potencial de aplicacdo. No entanto, a
aplicagcado do aldeido cinamico na producdo de filmes antimicrobianos néo
tem sido pesquisada.

Os objetivos deste trabalho foram, portanto, desenvolver filmes
antimicrobianos incorporados com aldeido cinamico e avaliar a eficiéncia
antimicrobiana de filmes flexiveis na conservacao de massa de pastel e paes
artesanais de canela, ambos sem adicdo de conservante na formulacao,

bem como avaliar a aceitagao desses produtos por parte do consumidor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Conservacéao de alimentos

Para manutencdo da qualidade dos alimentos durante toda cadeia
produtiva, diversos métodos de conservagao sao desenvolvidos e aplicados
na industria alimenticia. Dentre esses métodos, podem ser mencionados
aqueles que incluem o controle ou a modificacdo da atmosfera, a aplicacéo
do calor, do frio e da irradiagao, o uso de aditivos, entre outros. A qualidade
microbiolégica é o principal foco da maioria desses métodos, uma vez que a
deterioragdo por microrganismos é o fator predominante quando se trata de
perda de qualidade e seguranga de produtos alimenticios.

Um grande numero de substancias €& permitido para o uso em
alimentos (Portaria n® 540, de 27 de outubro de 1997 - ANVISA), e parte
dele atua diretamente no crescimento de microrganismos. No entanto, o uso
de aditivos sintéticos no sentido de controlar esses fatores e aumentar a
conservagdo do produto alimenticio tem sido alvo de muitos
questionamentos nos ultimos anos, devido as possiveis consequéncias de
sua ingestao a saude. A esses sdo atribuidos efeitos téxicos, como o corante
tartrazina, que provoca reagdes alergénicas, ou os nitritos e nitratos, que
levam a formacédo de subprodutos carcinogénicos como as nitrosaminas
(ALABURDA e NISHIHARA, 1998). Para superar esse problema,
antimicrobianos naturais como nisina, natamicina, acidos orgénicos
(ROLLER, 2003) e o aldeido cinamico (ROLLER e SEEDHAR, 2002) sao
uma alternativa para auxiliar na conservacao de alimentos e bebidas, ja que
pesquisas demonstram sua atividade antimicrobiana.

Como alternativa a aplicacdo direta do conservante ao alimento,
pesquisas na area de embalagens ativas estdo crescendo muito,
especificamente as embalagens antimicrobianas, que tém como principio de
acao a liberagdo do antimicrobiano para a superficie do alimento (HAN,
2005). Essas embalagens alcangam, da mesma forma, a manutencéo da
qualidade sensorial e nutritiva e seguranga microbioldgica do alimento, no
entanto com a vantagem de o conservante estar presente em menores
quantidades no produto consumido (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).
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2.2. Produtos de panificacéo

Entre os alimentos construtores e energéticos de grande consumo,
com rapida e facil absor¢ao pelo organismo, destacam-se os produtos de
panificagdo, por participarem da dieta de uma faixa consideravel da
populacdo do Pais. No Brasil, os produtos de panificacdo apresentam
consumo per capita de 33,11 kg por ano (ABIP, 2006), sendo consumidos na
forma de lanche, ou mesmo nas refeicdes principais.

Grande parte do consumo brasileiro é representado pela linha
constituida por paes com crosta fina ou nenhuma crosta, e bastante miolo.
Entre eles podem ser citados os pées de forma, pdo de hamburguer, de hot-
dog e bisnagas, sendo a maioria impulsionada pelas cadeias de fast-food.
Além desses, tém-se ainda paes especiais como dinner-roll e bisnaguinhas,
bastante populares no café da manha de hotéis, na merenda escolar e em
buffets (ESTELLER et al., 2004).

As caracteristicas internas e externas dos produtos de panificagao
dependem da qualidade, da quantidade e do tipo dos ingredientes usados na
formulagcdo, do tipo de fermentacdo, do tempo e da temperatura de
cozimento e das praticas complementares do processamento (NAZATO,
1991).

Os produtos de panificagao frescos séo altamente pereciveis e muito
sensiveis as praticas de conservagao, de estocagem e de distribuicdo. Suas
caracteristicas declinam rapidamente a partir do momento que sio retirados
do forno (PEREIRA et al., 2002), com uma vida de prateleira média de dez
dias para paes, 30 dias para massas frescas conservadas sob refrigeracao e
um ano para massas desidratadas.

Além das mudancgas quimicas, ocorrem também aquelas provenientes
de microrganismos deterioradores, e nos produtos de panificagdo os mais
comuns sao os fungos filamentosos. Estes fungos séo responsaveis pela
formagao de off-flavour, pelas mudangas na coloracao e pela produgédo de
micotoxinas e compostos alergénicos. Estes compostos podem ser formados
até mesmo antes do crescimento se tornar visivel (NIELSEN e RIOS, 2000).

A causa mais freqiente de perdas em paes € o crescimento de

fungos filamentosos. Os fungos mais comuns relacionados as perdas em
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produtos de panificacdo pertencem ao género Penicillium, Aspergillus,
Monilia, Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium e Rhizopus (BELLO et
al., 2007).

Quanto aos critérios microbiolégicos para péaes, estd em vigor a
Resolugdo RDC n® 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2001), que prevé limites de coliformes a 45°C de 1,0 x 10> NMP.g" e
auséncia de Salmonella sp. em 25 g.

Para conservacdo de produtos de panificagdo, varios fatores sao
observados, como BPF (Boas Praticas de Fabricagdo), ambiente de
processamento, manuseio, caracteristicas do produto, e varios processos
podem ser aplicados para este fim, como o0 uso de atmosfera modificada e o
uso de aditivos. Os principais aditivos permitidos em produtos de panificagao
incluem os conservantes como propionato de calcio, sorbato de potassio,
sorbato de calcio e acido sorbico.

O uso da embalagem com atmosfera modificada é estudado para
aumentar a vida de prateleira de paes, mas resultados mostram que em
varios casos a protecdo adequada ndo é alcangada, principalmente quando
leveduras estdo envolvidas (HAASUM e NIELSEN, 1998). Portanto,
embalagem ativa com incorporagao de agentes antimicrobianos pode ser
uma alternativa interessante para manutengdo da vida de prateleira de

produtos de panificagao.
2.3. Massas frescas

As massas frescas, incluindo a do pastel, sdo muito consumidas no
Brasil e em diversos paises. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2000), massa alimenticia € o produto ndo-fermentado,
recheado ou ndo, obtido pelo empasto e amassamento mecanico de farinha
de trigo nas suas diferentes formas, adicionado ou ndo de outros
ingredientes e acompanhado ou n&o de temperos. Quanto ao teor de
umidade, massa alimenticia umida ou fresca € o produto que pode ou nao
ser submetido a um processo de secagem parcial, de forma que o produto

final apresente umidade maxima de 35% b.u. (base umida).
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A contaminagcdo de massas frescas pode ser proveniente dos
ingredientes usados na formulag&o. Estes incluem farinha de trigo, ovos,
agua, entre outros. Os equipamentos, o ambiente de processamento e os
manipuladores também tém importante papel na contaminacdo do produto
final (MAYOU e MOBERG, 1992). Segundo Marin et al. (2003), assim como
os produtos de panificagcdo, as massas frescas estdo sujeitas a
contaminagdo por fungos filamentosos, principalmente das espécies
Eurotium, Aspergillus e Penicillium.

Quanto aos critérios microbiolégicos para massa fresca, esta em vigor
a Resolugdo RDC n® 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2001), que prevé limites para estafilococos coagulase positiva de
5,0 x 10° UFC.g™", coliformes a 45 °C de 1,0 x 10> NMP.g™", Bacillus cereus
de 5,0 x 10® UFC.g™" e auséncia de Salmonella sp. em 25 g. A Portaria n®
451 (BRASIL,1997), revogada pela resolugdo anterior, previa também a
contagem de fungos filamentosos e leveduras no limite maximo de
10* UFC/g. Atualmente, a verificagdo do crescimento desses microrganismos
¢ feita apenas visualmente.

Em geral, os conservantes quimicos, principalmente acidos organicos
e seus sais, sorbatos, benzoatos e propionatos, sdo usados para inibir o
crescimento microbiano e aumentar a vida de prateleira de massas
alimenticias frescas, juntamente com o uso do frio, visto que esses produtos
sdo embalados sem tratamento térmico. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria regulamentou o uso do acido soérbico e seus sais na concentragao
maxima de 0,1% como acido sorbico (BRASIL, 1999), para utilizagdo em
massa fresca.

Conservantes de acidos fracos nao tém implicagdes toxicas nas
concentracdes recomendadas, porém, atualmente, ha uma demanda da
populacdo no sentido de consumir alimentos com menor concentracdao de
aditivos (OLIVEIRA, 2004) e mais proximos ao natural. Com o uso de
antimicrobianos naturais e sua incorporacédo em filmes ativos, esses anseios

sao possiveis de ser alcangados.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vigosa, Vigosa-MG.

3.1. Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo método casting (utilizagdo de
solvente), de acordo com a metodologia descrita por Soares (1998). Foram
preparados filmes, de base celuldsica, incorporados com 5 e 10 % de
aldeido cinamico (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-SP) e um filme-controle, sem
incorporagao do aldeido (0%).

Os filmes, apés completa evaporacédo do solvente, foram separados
por folhas de papel branco e armazenados a 23 + 2°C, para analises
posteriores. Todos os filmes foram submetidos a luz ultravioleta (Prodicil,
110 V, 254 nm) por 10 minutos em cada lado, imediatamente antes da

aplicagao nos produtos (pao ou pastel).

3.2. Preparacédo da massa de pastel

A massa de pastel foi adquirida de uma empresa no mercado local.
Foram utilizados como ingredientes farinha de trigo, agua, gordura vegetal
hidrogenada, sal e glutamato monossodico, ndo tendo sido adicionado
conservante. As massas foram cortadas com 10 cm de didmetro, separadas
por filmes plasticos, e conduzidas ao laboratério de embalagens, sob

resfriamento, em caixas de isopor, para posterior uso nos experimentos.
3.3. Preparacéo dos paes
Os paes de canela foram produzidos artesanalmente e foram

utilizados como ingredientes farinha trigo, ovos, agucar, o6leo, fermento

biolégico (Saccharomyces cerevisiae), sal, agua e canela em p6 (0,01 %).

40



A massa foi deixada em descanso por 40 minutos, sovada por alguns
minutos, distribuida em por¢gdes de 100g nas fbrmas, deixadas em
descanso para fermentacao final por mais 40 minutos e, finalmente,
colocadas para assar. Todos os paes produzidos foram assados por
20 minutos, a 200 °C.

3.4. Montagem do experimen to com a massa de pastel

Filmes com 0, 5 e 10 % de aldeido cindmico foram cortados em
diametros de 10 cm, e para cada tratamento foi montado um sanduiche,
intercalando-se a massa de pastel e filme (Figura 1). O sanduiche foi
acondicionado em saco de polietilieno de baixa densidade (PEBD) e
armazenado a 8 + 2 °C. O experimento foi realizado em trés repetigdes.

Foram retiradas amostras nos tempos 0, 5, 10, 30 e 60 dias, para as

analises.

< /> — > Filme
-  —— —— % Massa
_
_
_
_
_

Figura 1 — Esquema de montagem do sanduiche de filme e massa de pastel.

3.5. Montagem do experimento com o pao

Os paes inteiros foram envolvidos com o filme contendo 0, 5 ou 10 %
de aldeido cinamico, acondicionados, separadamente, em sacos de PEBD e
armazenados a 23 £ 2°C (Figura 2). O experimento foi montado em trés
repeticoes.

As amostras foram retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 dias, para as

analises.
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Figura 2 — Figura ilustrativa da montagem do experimento com os péaes
caseiros. Primeiramente o pao foi envolvido com o filme produzido
(esquerda) e, em seguida, acondicionado em saco de PEBD
(direita)

3.6. Andlises microbiolbgicas

Vinte e cinco gramas das amostras de p&o ou massa de pastel foram
homogeneizados com 225 mL de agua peptonada 0,1%, por 1 minuto, em
Stomacher (ITR modelo 1240). Foram realizadas diluigbes decimais e
posterior plagueamento em Agar PCA, para contagem total de mesofilos
aerobios, e em Agar BDA, para fungos filamentosos e leveduras. Foram
realizados também, para as amostras de pastel, as analises de
Staphylococcus spp. em Agar Baird Parker, complementadas com a prova
de coagulase, coliforme total em Agar VRB e Bacillus cereus em agar
Seletivo para Cereus Manitol-Yolg egg-Polimixina Agar e para as amostras
de paes, coliforme total em Agar VRB, em atendimento a RDC n® 12, de
2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (BRASIL, 2001). As placas
foram incubadas a 37°C, por 48 horas, com excecao das placas com BDA,
que foram incubadas a 25 °C, por 48 a 72 horas. Foram selecionadas placas
com 25 a 250 colénias (DOWNES e ITO, 2001).

3.7. Andlises fisico-quimicas

3.7.1. Quantificacdo do aldeido cinamico

A determinacdo da concentragdo de aldeido cinamico presente no

headspace da embalagem foi realizada com o auxilio de um cromatografo a
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gas — espectometro de massa GC-MS (SHIMADZU, QP5050), equipado com
uma coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm, espessura de 0,25 pm), pela
metodologia de Cheng et al. (2006).

Foram pesados 6 g da amostra de pdo ou massa de pastel e
colocados em recipientes de vidro (20 mL). As amostras foram mantidas por
30 minutos dentro do recipiente vedado e, em seguida, foi coletado 1 mL da
amostra a partir do headspace do recipiente para injegdo no GC-MS. A
temperatura de injecdo utilizada foi de 250°C, a temperatura do forno de
80 °C, por 1 minuto, e entdo programada para o aumento de 80 a 160 °C, a
uma taxa de 4 °C/minuto, e mantida por 5 minutos. Foram utilizados taxa
split 1:10, gas hélio como gas de arraste, fluxo de 1 mL.min™" e temperatura
da interface de 200 °C.

3.7.2. Andlise do pH

A amostra de pao ou da massa de pastel foi preparada na proporgao
produto: agua de 1:10 m/m, segundo as normas analiticas do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2005), e o pH foi medido em potencidmetro (Digimed
modelo 20).

3.7.3. Andlise da atividade de agua (aw)

A determinacdo da atividade de agua foi realizada com o auxilio do
determinador de atividade de agua Texto (Modelo 650), a 23 + 2 °C.

3.7.4. Avaliacéo da textura dos paes — teste de compressao

Foi obtida uma curva relacionando carga de compressao (N) versus
extensdo da compressao (mm), por meio do determinador universal de teste
(INSTRON série 3367), com carga de 50 N e velocidade de 30 mm.min™,
com uma probe cilindrica de 13 mm direcionada para o centro da amostra
(FESSAS e SCHIRALDI, 1998). Os paes foram cortados em pedagos de
2,5 cm de espessura e as fatias centrais utilizadas. Nesse teste, a textura é

dada em fungdo da maxima carga de compressao obtida.
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3.8. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial (3 x 5), trés concentragbes e cinco
datas de avaliacdo, com trés repeticbes, tendo os resultados sido
submetidos a analise de variancia e, posteriormente, ao teste de Tukey, por
meio do programa SAS, versao 8.0. (SAS, 1996), ou a analise de regresséo
pelo Microsoft Office Excel 2003.

3.9. Andlise sensorial

As amostras de paes foram submetidas a analise sensorial no
Laboratério de Analise Sensorial do DTA — UFV — e avaliadas por 50
provadores. Para as amostras de massa de pastel o teste foi realizado em
supermercado, e as amostras foram avaliadas por 100 provadores; neste
caso, a massa-controle foi adquirida em supermercado local, adicionada de
sorbato de potassio, mantendo, contudo, o fabricante.

Para os dois produtos o teste utilizado foi o de aceitagdo com uso da
escala hedbnica de acordo com Minim (2006). As amostras de pastel foram
avaliadas ap6s cinco, 30 e 60 dias de armazenamento e as amostras de
pao, apos trés e 12 dias.

Esse experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 3 x 3, trés concentragdes e trés datas
de avaliacdo, para as amostras de massa de pastel, e 3x2, trés
concentragbes e duas datas de avaliagao, para os paes. O experimento foi
realizado com trés repeticdes, tendo os resultados sido submetidos a analise
de variancia e, posteriormente, ao teste de Tukey, de acordo com Minim
(2006).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de pao ou de massa de pastel estavam dentro dos
limites de contagem estabelecidos pela legislagao vigente (BRASIL, 2001). A

contagem inicial de coliformes totais das amostras de paes foi
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<1,0x 10" UFC.g™"; nas amostras de massa de pastel as contagens de
B. cereus e de Staphylococcus coagulase positiva foram inferiores a 1,0 x

102 UFC.g™" e a de coliformes totais, inferiores a 1,0 x 10’ UFC.g™".
4.1. Experimento com péaes

As contagens de mesofilos aerobios e de fungos filamentosos e
leveduras para as amostras de paes envolvidos com os filmes 5 e 10% nao
se alteraram até o final do periodo de analise (12 dias), tendo essas sido
inferiores a 1,0 x 10> UFC.g" para ambas as amostras (Figura 3). As
amostras com 0 % de aldeido cinamico apresentaram aumento significativo
(p<0,05) do numero de mesodfilos e de fungos filamentosos e leveduras com
o tempo, observando-se, até o final, o aumento de quatro ciclos log para
ambos os grupos microbianos. Assim, pdde-se constatar a eficiéncia do filme
antimicrobiano na inibigdo do crescimento desses microrganismos e que nao
houve diferengca significativa (p =0,05) na eficiéncia entre as duas

concentracdes utilizadas.
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Figura 3 — Contagem de mesdfilos aerdbios (A) e fungos filamentosos e
leveduras (B) nas amostras de paes envolvidos com filme
contendo 0% [, 5% M e 10% [ de aldeido cinamico durante o
armazenamento. Médias de tratamentos dentro de cada tempo,
seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Nao foi observada diferenga significativa (p = 0,05) nos valores de pH
entre os paes envolvidos com os diferentes filmes ativos, e a queda dos

valores ao longo do tempo (Figura 4) também nao foi significativa (p = 0,05).
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Figura 4 — Variagdo do pH das amostras de paes envolvidos com filmes
contendo 0% ¢, 5% m e 10% a de aldeido cinamico durante o
armazenamento.

No entanto, para a atividade de agua (aw), foi observada queda
significativa (p < 0,05) com o tempo (Figura 5). Os paes apresentaram aw
média de 0,87 no tempo 0 e apds 12 dias de estocagem os valores
reduziram-se para 0,82, 0,85 e 0,84, respectivamente, para os filmes 0, 5 e
10%. Apesar de a queda ter sido significativa (p < 0,05), esse fator néo
influenciou os resultados das analises microbioldgicas, pois o filme-controle
também apresentou queda e, no entanto, o crescimento de microrganismos
aumentou significativamente com o tempo (p < 0,05).

A textura do miolo dos paes medida pela carga de compressao
apresentou variagdo significativa (p = 0,05) ao longo do armazenamento
(Figura 6). Até o sexto dia de armazenamento nao houve diferenga
significativa (p = 0,05) quanto a forga de compressdo para os paes
acondicionados nos diferentes filmes. Apds nove dias de estocagem, os
paes envoltos no filme-controle apresentou forca de compressao maior que
a das amostras envoltas nos filmes com 5 e 10% de aldeido cinamico
(Figura 7).
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Figura 5 — Variagdo da atividade de agua (aw) das amostras de péaes
envolvidos com filmes contendo 0%, ¢5 % m e 10% a de aldeido
cindmico durante o armazenamento.

_ _ y=0,7921x + 0,8152 'S
y=0,4779x + 1,2986 ]

12,0 -
------ y =0,4664x + 1,4321 A

N
> o ® O
© o o ©

»
[=}

o
=}

Compressao maxima (N)

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 6 — Variagdo da compressdao maxima (N) das amostras de péaes
envolvidos com filmes contendo 0% ¢ 5% me 10% a de aldeido
cindmico, ap6s 0, 3, 6, 9 e 12 dias de armazenamento.
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Figura 7 — Compressdo maxima (N) das amostras de pées envolvidos com
filmes contendo 0% M, 5% M e 10% [1 de aldeido cinamico, apds
0, 3, 6, 9 e 12 dias de armazenamento. Médias de tratamentos
dentro de cada tempo, seguidas de mesma letra, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

O processo de envelhecimento do pao ou bread staling tem sido
explicado por diversos fatores, como a retrogradagao do amido e a interagéo
entre proteina e amido (ESTELLER et al., 2004) A retrogradagdo do amido
ocorre durante o resfriamento do pao, o que contribui para a estabilidade da
estrutura final do produto. A interagdo entre proteina e amido é atribuida a
formagdo de ligagbes cruzadas entre o gluten e o amido gelatinizado e
resulta em aumento da firmeza de miolo (VULICEVIC et al., 2003).

No 122 dia a amostra envolvida com o filme sem conservante (0%)
nao foi avaliada, em fungao do crescimento visivel de fungos, o que tornou a
amostra imprépria para consumo (Figura 8.A). Esse crescimento n&o foi
constatado nas amostras protegidas com os filmes antimicrobianos.

A taxa de permeabilidade do filme-controle, 10,48 g.m?.dia”, e a dos
filmes incorporados com 5 e 10 % aldeido cinamico, 8,92 g.mz.dia'1 e
8,28 g.m*.dia”, respectivamente, ndo contribuiram para as diferencas
ocorridas na maciez e na inibicdo do crescimento dos microrganismos
avaliados, uma vez que nao houve diferenga significativa (p < 0,05) dessa

taxa entre as amostras-controle e 5% e entre as amostras 5 e 10%.
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Figura 8 — Paes envolvidos com filme nao-incorporado (A) e incorporados
com 5% (B) e 10% (C) de aldeido cinamico, apdés 12 dias de
armazenamento.

A analise sensorial apos trés dias de estocagem, para os paes dos
diferentes tratamentos, resultou em diferenga significativa (p < 0,05) entre as
médias das notas dos provadores para impresséo global, e diferen¢ca nao-
significativa (p = 0,05) entre as amostras para aroma. Para sabor e
impressao global, as amostras-controle e as do filme 10% diferiram da
amostra com filme 5%, que obteve menor nota pelos provadores (Figura 9).

Apos 12 dias de estocagem, as amostras provenientes dos filmes 5 e
10% nao diferiram significativamente (p = 0,05) para os atributos sensoriais
aroma, sabor e impressao global. As amostras de pao no filme-controle nao
foram avaliadas nesse tempo, por apresentarem alta contaminacao
microbiana.

A quantificacdo de aldeido cindmico nas amostras de paes nao
apresentou relagdo com a aceitacdo do produto. Com trés dias de
armazenamento, foram detectadas as maiores concentragcdes de aldeido
cindmico nos péaes envolvidos com os filmes antimicrobianos, e apés 12 dias
a concentragdao de aldeido cindmico foi muito baixa, menor que 0,002g/g
produto (Figura 10). Esses valores baixos podem ter contribuido para a
diferengca nao-significativa (p =20,05) nos parametros aroma, sabor e
impressao global dos paes envolvidos nos filmes com 5 e 10% de aldeido

cinamico.
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Figura 9 — Analise sensorial das amostras de paes envolvidos com filme
contendo 0% M, 5% M e 10% [] de aldeido cinamico, apds, 3 e 12
dias de armazenamento a 23°C * 2°C. Médias de tratamentos
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Figura 10 — Concentragdo de aldeido cindmico em péaes envolvidos com
filmes incorporados de 5 e 10% do antimicrobiano, durante o
armazenamento a 23 + 2°C.
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4.2. Experimento com massa de pastel

Nas amostras de massa de pastel, as contagens de mesdfilos
aerobios, Staphylococcus spp. e fungos filamentosos e leveduras
apresentaram aumento significativo (p <0,05) ao longo do tempo de
estocagem, nas massas intercaladas com o filme sem o antimicrobiano. No
entanto, nas massas intercaladas com os filmes antimicrobianos o numero
de mesodfilos aerdbios e Staphylococcus spp., apdés 60 dias de estocagem,
foi reduzido significativamente com o tempo, tendo sido observada redugao
de dois e trés ciclos log para as massas intercaladas com o filme 5 e 10%,
respectivamente, para ambos os grupos microbianos, em comparagdo com
as amostras no inicio do experimento (Figura 11A e B). A contagem de
fungos filamentosos e leveduras nao apresentou diferenga significativa para
essas amostras e manteve-se praticamente inalterada (<1,0x10? UFC.g™") ao
longo do tempo de estocagem para as amostras intercaladas com os filmes
antimicrobianos (Figura 11.C). Para as amostras intercaladas com o filme-
controle, no entanto, ocorreu aumento de quatro ciclos log apos 30 dias de
estocagem.

A partir de cinco dias de estocagem, dentro de cada tempo, as
massas intercaladas com os filmes sem o antimicrobiano apresentaram
contagem significativamente (p < 0,05) maior que as massas intercaladas
com os filmes antimicrobianos. No caso de fungos filamentosos e leveduras,
essa diferengca so foi observada a partir de dez dias de armazenamento
(Figura 11).

Com 60 dias de estocagem, as massas intercaladas com o filme sem
antimicrobiano nao foram analisadas devido ao aparecimento intenso de
fungos filamentosos nas massas (Figura 12A), o que nao foi observado nas
amostras intercaladas com os filmes com 5 % (Figura 12B) e 10 % (Figura
12C) de aldeido cinamico.

A aw para as massas intercaladas com os filmes 5 e 10% de aldeido
cindmico apresentou variagéo significativa (p < 0,05), enquanto a aw para as
massas com o filme 0 % n&o apresentou diferenga significativa com o tempo
(Figura 13). Entretanto, quando os valores de aw foram avaliados no mesmo

tempo, nao foi observada diferenca significativa entre os trés tratamentos.
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Figura 11 — Contagem de mesdfilos aerdbios (A), Staphylococcus spp. (B) e
fungos filamentosos e leveduras (C) nas amostras de massas de
pastel intercaladas com filmes incorporados de 0% M, 5% M e
10 % [ de aldeido cinamico nos tempos 0, 5, 10, 30 e 60 dias
de armazenamento, a 8 £ 2 °C. Médias de tratamentos dentro de
cada tempo, seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si a
5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Figura 12 — Massas de pastel intercaladas com filme sem antimicrobiano (A),
com 5% (B) e 10 % (C) de aldeido cinamico, apés 60 dias de
armazenamento, 8 £ 2°C.
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Figura 13 — Variagdo da atividade de agua (aw) das amostras de massa de
pastel intercaladas com filmes incorporados de 0% ¢, 5% = €
10% A de aldeido cindmico durante o armazenamento.

Segundo Jay (2005), quanto menor a aw de agua do alimento menor
0 crescimento da maioria dos microrganismos, principalmente de bactérias.
A atividade de agua minima para o crescimento de bactérias, com exceg¢ao
de bactérias halofilicas, ¢ 0,91, para leveduras 0,88 e para fungos
filamentosos 0,80. As massas apresentaram valores de atividade de agua
acima de 0,86, no entanto o crescimento das bactérias avaliadas nao foi
influenciado por esse fator, uma vez que nédo houve diferenca significativa
(p <0,05) entre as amostras e que a contagem de microrganismos na
amostra-controle aumentou significativamente (p < 0,05) com o aumento do
tempo de estocagem.

O pH de todas as amostras apresentou redugdo significativa
(p < 0,05) com o aumento do tempo de estocagem (Figura 14). A diminuigao
do pH também é fator importante para a inibicdo do crescimento de
microrganismos. No entanto, o valor do pH atingido na massa apds o tempo
de estocagem nao foi suficiente para inibir o crescimento dos
microrganismos avaliados, pois as amostras-controle apresentaram aumento
no crescimento dos microrganismos.

Por meio da analise sensorial, em que foi analisada a aceitagcdo da
massa de pastel quanto aos atributos aroma, sabor e impressao global,

constatou-se que os resultados variaram com o aumento do tempo
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Figura 14 — Variagdo do pH das amostras de massas de pastel intercaladas
com filmes com 0% & 5% m e 10% A de aldeido cinamico, apos o
armazenamento, 8 £ 2°C.

(Figura 15). Com cinco dias de armazenamento, a amostra-controle foi
significativamente (p < 0,05) mais aceita que os outros tratamentos em todos
os atributos e as notas na escala hedbnica variaram entre 7 (“gostei
moderadamente”) e 8 (“gostei muito”). As amostras intercaladas com filme 5
e 10 % nao diferiram significativamente (p = 0,05) entre si e apresentaram notas
entre 6 (gostei ligeiramente) e 7 (gostei moderadamente).

Com 30 dias de armazenamento ndo houve diferenca significativa
(p < 0,05) na aceitagdo dos atributos entre as amostras. Apds 60 dias de
armazenamento a amostra-controle foi a mais aceita em relacdo ao sabor, e
em relagdo ao aroma nao houve diferenga significativa (p = 0,05) entre as
amostras-controle e aquelas com filme 5%. Nesse mesmo tempo n&do houve
diferencas de aceitacdo quanto a impressao global.

Portanto, nas massas de pastel, a aplicacdo do filme antimicrobiano
influenciou a aceitagdo do produto. Pode-se avaliar essa diferengca de
aceitacao, principalmente em relacdo ao aroma e sabor, pelos resultados de
quantificacdo de aldeido cindmico absorvidos pela massa por meio da
analise no GC-MS (Figura 16). Com cinco dias de armazenamento,
detectou-se a maior concentracdo de aldeido cinamico, portanto os
provadores perceberam maior sabor e aroma de canela nas amostras

intercaladas com os filmes antimicrobianos, o que pode ter influenciado a
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aceitacdo do produto quando comparado ao padrdo de massa de pastel ja
habitualmente consumido.

Nas amostras intercaladas com o fiime contendo 10% do
antimicrobiano apés cinco dias de estocagem, a quantidade (g) de aldeido
cinamico foi significativamente (p < 0,05) superior a do filme 5 %, no entanto
essa diferenca nao influenciou a aceitagao entre essas duas amostras.

Com 30 dias de armazenamento foi observada diminuigdo significativa
(p <0,05) na quantidade de aldeido absorvida pela massa, tendo sido
obtidos resultados inferiores a 0,01 g/g de massa e, com isso, 0 consumidor
nao percebeu diferenca nos atributos sensoriais avaliados.

Apos 60 dias de armazenamento foram observados, no
cromatograma, varios compostos liberados pela massa, além do aldeido
cindmico, que apresentou diminuicdo intensa na quantidade absorvida pela
massa. Esses compostos formados ao longo da estocagem podem ter
influenciado a aceitacdo do produto em relagdo ao aroma e ao sabor.

A maior difusdo de aldeido cindmico para a massa de pastel,
comparada a do pao, apesar da menor temperatura de estocagem da
massa, pode ter ocorrido devido a composicdo da massa que continha
gordura vegetal, dando a massa carater mais hidrofobico, e também ao

maior contato do filme com a massa.

5. CONCLUSOES

Os filmes com 5 e 10 % (v/p) de aldeido cinamico foram efetivos para
inibicdo do crescimento de mesodfilos aerdbios e fungos filamentosos e
leveduras nas amostras de paes, e nao foi constatada diferenca significativa
(p=0,05) de acao antimicrobiana entre as duas concentragdes incorporadas
no filme. A aplicacdo dos filmes nao influenciou a aceitagdo do produto pelo
consumidor. Para as amostras de paes, o uso do filme com 5 % de aldeido
cinamico ja é suficiente para alcangar os resultados esperados.

Nas amostras de massa de pastel, os filmes antimicrobianos foram
efetivos na redugdo do crescimento de mesdfilos aerdbios, Staphylococcus
spp. e fungos filamentosos e leveduras, sendo o filme adicionado de 10 %

de aldeido cindmico mais efetivo que aquele contendo 5%.
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No teste de aceitacdo pelos provadores, a massa de pastel
acondicionada no filme-controle obteve maior nota média (7), mas ainda
assim os valores para as massas provenientes dos filmes 5 e 10 % foram
ambos a nota média 6. Os dois produtos testados tiveram aceitacéo

distribuida entre gostei ligeiramente e gostei moderadamente.
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2. CONCLUSAO GERAL

Os filmes apresentaram atividade antimicrobiana sobre os fungos
Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum e sobre as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

Os filmes nao diferiram significativamente (p <0,05) quanto a
espessura e deformacgéo relativa na carga maxima. No entanto, a carga
maxima de deformagdo e a permeabilidade ao vapor d’agua do filme com
10% de aldeido cinamico foram significativamente menores (p < 0,05) que
as dos demais tratamentos.

A temperatura de armazenamento influenciou significativamente as
propriedades mecanicas do filme.

Os filmes com 5 e 10% de aldeido cinamico foram efetivos para
conservagao das amostras de paes e de massa de pastel.

A conservagao obtida com o uso do fiime com 5% de aldeido
cindmico, para as amostras de paes, foi similar ao produto comercialmente
produzido com conservante e para as amostras de pastel. Somente quando
foi utilizado o filme adicionado de 10% de aldeido cindmico foram obtidos
resultados semelhantes ao produto comercial.

A aplicacdo dos filmes nao influenciou a aceitacdo dos péaes pelo
consumidor, mas influenciou a aceitacido das massas de pastel, comparadas

a amostra-controle. No entanto, os dois produtos testados tiveram boa
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aceitagcao, cujas notas médias estiveram entre 6 (gostei ligeiramente) e 7
(gostei moderadamente).

A eficiéncia dos filmes antimicrobianos constatada neste estudo torna-
0s uma tecnologia alternativa no sentido de ser mais uma barreira
microbiolégica e promover o aumento na vida de prateleira, sem a adi¢gao de
conservantes quimicos diretamente na massa dos produtos de panificagao.
Desta forma, o consumidor estara ingerindo produtos com menor
concentracdo de compostos quimicos, usualmente utilizados para

conservagao dos produtos alimenticios.
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