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Il Resumo

Filmes antimicrobianos foram desenvolvidos com a incorporacéo de
aldeido cinamico nas concentragdes de 5%, 10% e 20% v/p. Suas atividades
de inibicdo do crescimento foram avaliadas para as bactérias Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli e para os fungos Fusarium
oxysporum e Aspergillus flavus. As propriedades mecéanicas dos filmes também
foram avaliadas. Para as bactérias, a excegao de E. coli, foram observados halos
de inibicao que aumentaram proporcionalmente ao aumento da concentracéo
de aldeido cinamico no filme. A espessura média dos filmes utilizados,
independentemente da concentracéo, foi de 32,47 um e a média de deformacao
relativa na carga maxima dos filmes foi de 2,05% a8 °C e 1,73% a 25 °C. O filme
contendo 10% de aldeido cindmico apresentou carga maxima de deformacao
de 108,27 N (Newton), significativamente menor (p<0,05) que os filmes com 0%
e 5%. Os resultados mostraram que o uso de filmes incorporados com aldeido
cindmico € uma alternativa como embalagem ativa para o controle do crescimento
de micro-organismos em produtos alimenticios.

Palavras-chave: Embalagem ativa, Filmes antimicrobianos; Teste do halo;
Permeabilidade ao vapor d’agua; Propriedades mecanicas.

B Summary

Antimicrobial films were developed with the incorporation of cinnamaldehyde
at 5, 10 and 20% v/w. The growth inhibition activities of the films were evaluated
for the bacteria Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Escherichia
coliand for the fungi Fusarium oxysporum and Aspergillus flavus. Their mechanical
properties were also evaluated. For the bacteria, with the exception of E. coli, the
inhibition zones increased with the increase in concentration of cinnamaldehyde
in the film. Regardless of the cinnamaldehyde concentration the average film
thickness was 32.47 um and the mean relative deformation at maximum film load
was 2.05% at 8 °C and 1.72% at 25 °C. The film containing 10% of cinnamaldehyde
showed a maximum load of 108.26 N, significantly lower (p<0.05) than the films
with 0% and 5%.The results showed the potential of the films with cinnamaldehyde
incorporated as alternative active packaging for the control of the growth of
microorganisms in foods.

Key words: Active packaging, Antimicrobial films; Halo test; Steam
permeability; Mechanical properties.
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Il 1 Introducao

Atualmente, as industrias alimenticias trabalham
para buscar tecnologias que atentam as novas exigéncias
do mercado que incluem seguranca microbiolégica
e qualidades sensoriais e nutricionais dos produtos
alimenticios. As embalagens, por sua vez, possuem papel
fundamental para manutencéo da qualidade na cadeia
produtiva, de forma a oferecer protegcdo contra fatores
internos (acdo de micro-organismos) e externos (luz e
oxigénio) de deterioragéo.

Com o intuito de aumentar a protecdo oferecida
pelas embalagens, uma nova linha de pesquisa tem
crescido consideravelmente levando em consideracéo
a interacdo direta da embalagem com o produto
alimenticio, diminuindo caracteristicas ndo desejadas.
Essas embalagens sdo denominadas ativas e entre varios
exemplos podem ser citados os filmes antimicrobianos, os
filmes antioxidantes, filmes contendo enzimas ou aromas
e 0s sachés absorvedores de etileno, de oxigénio e de
umidade (OLIVEIRA et al., 2010; YAMASHITA et al., 2006;
OZDEMIR e FLOROS, 2004).0s filmes antimicrobianos
possibilitam a reducdo ou remoc¢ado dos aditivos aos
alimentos e a incorporagéo diretamente na matriz
polimérica da embalagem.

Véarios compostos tém sido propostos e testados
para a atividade antimicrobiana em embalagens de
alimentos, incluindo sais de acidos orgénicos tais como
o0 sorbato e propionato, benzoato (HAN e FLORQOS, 1997),
bacteriocinas como a nisina e pediocina (MING et al.,
1997); 6leo essencial de manjericdo (SUPPAKUL et al.,
2003, 2011); quitosana; triclosan; extratos vegetais;
enzimas tais como a lisozima e lactoperoxidase
(JOERGER, 2007) e outros.

O aldefdo cinamico, um composto extraido da
casca de canela, é utilizado principalmente para dar
sabor e aroma de canela a alimentos e bebidas e aroma a
produtos médicos, cosméticos e perfumes. Sua atividade
antimicrobiana também foi estudada e os resultados
indicam que ele tem um elevado potencial de aplicacédo
para essa finalidade (ROLLER e SEEDHAR, 2002;
KWON et al., 2003; KIM et al., 2004; GILL e HOLLEY, 2004;
MATAN et al., 2006; CHENG et al., 2006). Estudos também
demonstraram o uso potencial de aldeido cindmico em
filmes ou revestimento de embalagem antimicrobiana como
o realiazado por Sanla-Ead et al. (2012). Neste trabalho
de pesquisa, foi avaliada a atividade antimicrobiana do
aldeido cinamico incorporado em filmes de metilcelulose
contra dez bactérias patogénicas e de deterioracéo e
trés cepas de leveduras, os resultados mostraram que 0s
filmes produzidos apresentavam atividade antimicrobiana
contra todas as cepas-teste.

Portanto, neste trabalho, objetivou-se desenvolver,
testar a atividade antimicrobiana in vitro e caracterizar
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filmes de base celuldsica (acetato de celulose)
incorporados com aldefdo cindmico.

I 2 Material e métodos

2.1 Preparo dos filmes

Os filmes foram elaborados com acetato de celulose
(Rhodia, Freiburg, Alemanha) e acetona P.A. (Vetec®,
RJ, Brasil) e processados utilizando o método casting,
descrito por Soares e Hotchkiss (1998) com algumas
modificagbes. De acordo com esta metodologia, o acetato
de celulose foi dissolvido em acetona, porém sem a
adicao de plastificante. Depois da solubilizac&o, o aldeido
cinamico (Sigma-Aldrich, Sao Paulo-SP) foi incorporado
na emulsao celuldsica nas concentracdes de 5%, 10%
e 20% v/p em relacdo ao peso da matriz polimérica,
obtendo-se assim trés filmes diferentes. Paralelamente,
filme-controle sem adigdo de antimicrobiano (0%) foi
preparado.

Depois da completa evaporacdo do solvente em
dessecador a vacuo, os filmes foram separados por folhas
de papel branco e armazenados a temperatura ambiente
para analises posteriores.

2.2 Atividade antimicrobiana dos filmes - Teste do
halo

Com afinalidade de testar a atividade antimicrobiana
dos filmes, 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, escolhidos de acordo com a disponibilidade no
laboratorio.

Os meios de cultura utilizados para o experimento,
utilizando Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, foram Agar Baird Parker, Oxford e Violet
Red Bile Agar (VRB), respectivamente, e Potato Dextrose
Agar (BDA) para os fungos filamentosos.

Placas de Petri foram preparadas em duplicata
e, apos solidificacdo do meio, foi inoculado 0,1 mL das
respectivas culturas previamente ativadas e padronizadas
para numero de células aproximado de 1 x 10* UFC.mL""
(MELQO, 2003).

Os filmes foram cortados em circulos de 1 cm de
diametro e esterilizados em camara com lampada de UV
(Prodicil, 110 V, 254 nm) por 10 minutos. Em seguida,
trés pedacos de filme, um controle e dois com a mesma
concentracao, foram colocados assepticamente nas
placas 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
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com os fungos, a 25 °C por 72-120 horas. Todas as placas
foram elaboradas em duplicatas.

O teste também foi realizado a 8 °C para todos
0s micro-organismos até a formacé&o de coldnias com o
intuito de simular resultados referentes a temperatura de
refrigeracao de produtos alimenticios.

Depois do periodo de incubacao, o didmetro dos
halos formados ao redor do filme foi medido com o auxilio
de uma régua.

2.3 Caracterizacao dos filmes

Os testes posteriores foram realizados apenas com
os filmes nas concentracdes de 0, 5% e 10%, uma vez
que, apesar dos resultados satisfatérios alcangcados com
o filme na concentracdo de 20% de aldeido cinamico,
testes preliminares constataram que, nessa concentracgao,
os filmes provocaram sabor e odor muito acentuados de
canela em paes e massas de pastel embalados com esse
filme, afetando suas caracteristicas sensoriais.

2.8.1 Determinacéo da espessura

Para determinac&o da espessura dos filmes,
foram utilizadas dez amostras de cada filme e a medida
foi realizada com o auxilio de um micrémetro Mitutoyo
(0-25 mm). A avaliacédo foi conduzida em delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e 10
repeticdes, e os resultados foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade
pelo emprego do programa SAS (Statistical Analysis
System — SAS Institute Inc., North Carolina, USA),
versao 9.1, licenciado para a Universidade Federal
de Vicosa.

2.3.2 Anélise das propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos filmes foram
medidas por meio do determinador universal de teste
(INSTRON série 3367) com carga de 1kN e velocidade
de 50,8 cm.min".

Para tanto, 15 amostras de cada filme 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. Nesse teste, foram determinadas a
carga maxima e a deformacao relativa na carga maxima
a8°Cea?25°Cemcamara climatizada a 75% + 5% de
umidade relativa (UR).

As avaliagGes dessas caracteristicas foram
conduzidas em delineamento inteiramente casualizado,
em um esquema fatorial (3x2), trés concentracdes e
duas temperaturas, com 15 repeticoes e os resultados
submetidos a anadlise de variancia e ao teste de Tukey,
utilizando-se o programa estatistico SAS.
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2.3.3 Determinacédo da permeabilidade ao vapor

d'agua

A permeabilidade dos filmes ao vapor d’agua
foi determinada segundo Oliveira et al. (1996). Foram
utilizadas 3 amostras de cada filme com 50 cm? e o
experimento, realizado em dessecadores com solugéo
saturada de NaCl (75% UR) a 25 °C. As pesagens foram
realizadas durante 15 dias em triplicata. 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 avaliacao foi conduzida em delineamento
inteiramente casualizado e os resultados obtidos para os
diferentes tratamentos, submetidos a analise de variancia
e ao teste de Tukey, utilizando-se o programa estatistico
SAS.

I 3 Resultados e discussao
3.1 Filmes antimicrobianos

3.1.1 Atividade antimicrobiana

No filme antimicrobiano incorporado com 5% de
aldeido cinamico, observou-se a formacéo de um halo de
1,5cmparaA. flavus, enquanto que, para as concentracoes
de 10% e 20%, ndo foi observado crescimento desse
micro-organismo (Figura 1a). Jham et al. (2005) também
verificaram o efeito antimicrobiano do aldeido cinamico
no crescimento de A. flavus. Neste experimento, ao
fracionarem extrato de 6leo de casca de canela,
observaram que uma das fracdes continha 99,1% de
aldefdo cinamico e, ao testarem a sua eficiéncia na
inibicdo do crescimento de A. flavus, verificaram 100% de
reducdo do crescimento do micro-organismo, a qual foi
relacionada a elevada porcentagem de aldeido cindmico
na fracao testada.

No teste com o F. oxysporum, observou-se inibicao
completa do crescimento em torno dos filmes ativos nas
trés concentracdes testadas apos 120 horas (Figura 1b).
Nas placas que continham filmes com 20% de aldeido
cindmico, constatou-se a inibicado do micro-organismo,
inclusive ao redor do filme-controle. Neste caso, pode
ter ocorrido uma difusdo do aldeido cinamico a partir
dos filmes com 20% em uma concentragéo suficiente
para inibir o crescimento dos fungos filamentosos em
toda a placa.

O aldeido cinamico € descrito em diversos trabalhos
como um excelente agente antifungico. Sivakumar et al.
(2002) verificaram inibicdo completa do crescimento
dos fungos filamentosos Botryodiplodia theobromae,
Colletotrichum gloeosporioides e Gliocephalotrichum
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(b) Fusarium oxysporum

Figura 1. Figura representativa do halo de inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus e de Fusarium oxysporum em torno dos
filmes incorporados com diferentes concentragdes de aldeido cindmico, apds 120 horas de incubagéo a 25°C. Cada placa continha
um filme controle, sem o aldeido cinamico, representado pela letra C.

microchlamydosporum com a aplicagéo de uma solugéo
aquosa de aldeido cindmico de concentragcédo de 30
ppm a 28 °C. Cheng et al. (2006) também constataram
a presenca de atividade antifungica do ¢leo essencial
de folhas de canela contra Lenzites betulina, Trametes
versicolor e Laetiporus sulphureus. Nesse trabalho, os
autores atribuiram a atividade antifungica do ¢éleo a
presenca de aldefdo cinamico.

Nas placas inoculadas com S. aureus, foi observada
inibicdo de crescimento em todas as concentracdes
avaliadas com formacéao de halos de 3,5, 5e 4,5 cm para
as concentractes de 5%, 10% e 20%, respectivamente
(Figura 2a). Kwon et al. (2003) testaram o efeito
antimicrobiano do aldeido cindmico contra a bactéria
patogénica S. aureus e verificaram 70% de redugao
do crescimento na presenca de 0,4 ml.L"' de aldeido
cindmico adicionado diretamente na suspenséao de célula
em caldo BHI.

Braz. J. Food Technol, Campinas, v. 17, n. 1, p. 33-40, jan./mar. 2014

O crescimento de Listeria monocytogenes foi
inibido ao redor dos filmes antimicrobianos e houve
apenas diferenciacdo no crescimento de células entre
as diferentes concentracées, ou seja, maior crescimento
nas placas com o filme a 5% e menor naquela com
filme a 20% (Figura 2b). Em torno do filme-controle, foi
observado crescimento do micro-organismo em todas
as placas. Yamazaki et al. (2004) também constataram
inibicao do crescimento de Listeria monocytogenes com a
aplicacao do aldeido cindmico diretamente na suspenséo
de células.

Para Escherichia coli, ndo houve formacao do
halo de inibicdo do crescimento nos filmes testados.
Entretanto, houve diferenciagcdo de concentracéo do
crescimento (Figura 2c), ou seja, pode-se constatar
que, no local de contato do filme com o &gar, ndo houve
crescimento de coldnias.

Toledo (2000) afirmou que a formacéo de halo de
inibicao esté relacionada com a difusao do antimicrobiano
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(a) Staphylococcus aureus

(b) Listeria monocytogenes

=

(c) Escherichia coli

Figura 2. Crescimento de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli em torno dos filmes incorporados
com diferentes concentracoes de aldeido cinamico, apos 48 horas de incubagéo a 37°C. Cada placa continha um filme controle,

sem o aldeido cinamico, representado pela letra C.

e com a velocidade de crescimento do micro-organismo e
gue estes fatores sofrem influéncia do estado fisiologico da
cultura indicadora e da composicéo do agar. Além disso,
Melo (2003) avaliou a eficiéncia do filme incorporado
com nisina pelo teste do halo em meios de cultura como
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Plate Count Agar (PCA), Agar Brain Heart Infusion (BHI)
e Agar Baird-Parker inoculados com Staphylococcus sp.
Concluiu-se que os micro-organismos inoculados em
Baird-Parker apresentaram a maior formacao de halo,
seguidos dos meios PCA e BHI. O autor atribuiu essa
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diferenca a composic&do dos meios, uma vez que 0s meios
PCA e BHI possuem maior disponibilidade de nutrientes,
0 que permite maior velocidade de crescimento do micro-
organismo comparado a velocidade de difus&o da nisina
para o meio de cultura.

Com base nessas observagdes, pode-se concluir
que ndo ocorreu difusdo do aldeido cinamico em
quantidades suficientes para inibicdo do crescimento
da E. coli no agar utilizado, uma vez que nédo houve
crescimento no local de contato do filme.

Comparando as duas temperaturas de inibicéo
testadas, observou-se que nao houve diferenca entre
0s halos de inibicao obtidos com a temperatura de
refrigeracdo e a temperatura 6tima de crescimento
do micro-organismo. No entanto, a temperatura de
refrigeragcao o crescimento foi mais lento. Assim, a
visualizacao de células de S. aureus ocorreu apés dois
dias de incubacéo para a temperatura de 37 °C e apo6s
dez dias para a temperatura de 8 °C.

Na avaliacdo 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-positivas. Segundo Delaquis et al.
(2002), as razbes para a maior resisténcia das bactérias
Gram-negativas a compostos antimicrobianos naturais
hidrofébicos ndo estdo ainda totalmente esclarecidas,
no entanto, essa diferenca pode estar relacionada a
diferencas da membrana celular desses dois grupos de
bactérias. As bactérias Gram-negativas possuem uma
membrana externa constituida de lipopolissacarideos
que apresentam baixa permeabilidade e ndo permitem
a difusdo de compostos hidrofébicos (NIKAIDO, 1989).

3.1.2 Caracterizacdo dos filmes

Os resultados posteriores sao apresentados para
os filmes nas concentracdes de 0, 5% e 10%. Destaca-se
que as amostras com 20% de aldeido cinamico foram
excluidas como justificado no item 2.3.

Pode-se observar que a concentracéo de aldeido

cinamico nado afetou significativamente (p > 0,05) a
espessura dos filmes, os valores obtidos apresentaram

média de 32,47 um, e nédo afetaram também,
independentemente da temperatura, a sua deformacao
relativa (Tabela 1). No entanto, a carga maxima de
deformacéo (N) foi afetada em ambas as temperaturas
testadas, tendo sido observado que o filme adicionado
de 10% de aldefdo cindmico apresentou carga méaxima
de deformacao significativamente (p<0,05) menor (108,27
N) que a dos filmes 0% (122,07 N) e 5% (120,58 N), os
quais n&o apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
entre si (Tabela 1). A diminuicdo da carga maxima de
deformag&o com o aumento da concentragdo do aditivo
pode estar relacionada a alteracdes na plasticidade
do filme produzido, ou seja, o aldeido cinamico pode
estar exercendo a funcéo de um plastificante, alterando
as propriedades mecéanicas do filme. A diminuicéo
da carga maxima de deformacao com o aumento
da concentracdo do aditivo incorporado, apesar da
porcentagem de deformacao constante, também foi
verificada por Limjaroen et al. (2003) e Silveira (2005), e,
segundo Appendini e Hotchkiss (2002), as propriedades
do polimero séo influenciadas para cada combinacéo
antimicrobiano-polimero.

Atemperatura de determinacao das propriedades
mecanicas do filme, por sua vez, influenciou
significativamente (p < 0,05) os valores de deformacgéo
e os valores de carga maxima verificados para os trés
filmes. Os filmes a 8 °C apresentaram maior deformacéao
(%) e carga maxima (N) quando comparados aos filmes
avaliados a 25 °C (Tabela 2). Em geral, a elevacdo da
temperatura aumenta a flexibilidade dos filmes flexiveis
em funcdo de maior movimentagdo das cadeias, o
que diminui a forca necessaria para o seu rompimento
(ROBERTSON, 2005).

Os resultados observados de permeabilidade
ao vapor d’agua estdo representados na Tabela 3.
Observou-se diminuicdo da permeabilidade ao vapor
d’agua com o aumento da concentrac&o do aldeido
cindmico. A difusdo das moléculas de agua através do
filme ¢é dificultada pela presenca do aldeido cindmico e
pela sua hidrofobicidade. Diferenca significativa (p <0,05)
foi observada entre as amostras-controle (0%) e 10%.

Tabela 1. Deformagéo relativa na carga maxima e carga maxima de deformagéo de filmes com diferentes concentragbes de

aldeido cinamico.

Carga maxima de deformacao (N)

Temperatura Deformacao relativa na carga maxima (%)
Filme 8°C 25 °C
0% 2,02 a 1,65 a
5% 2,21 a 1,77 a
10% 1,93 a 1,76 a

125,18 a 118,97 a
123,96 a 117,19 a
109,60 b 106,93 b

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 2. Média dos valores de carga maxima e deformacao
relativa na carga méaxima dos filmes nas duas temperaturas
testadas.

Temperatura Carga maxima Deformacao
média (N) média (%)
8°C 119, 58a 2,05
25 °C 114,37b 1,73

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

Tabela 3. Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes
adicionados de 0%, 5% e 10% de aldeido cinamico.

Filme Taxa de permeabilidade c
(g-m=2dia™")
0% 10,48 a 0,89
5% 8,92 ab 0,78
10% 8,28 b 0,50

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

Il 4 Conclusdes

Os filmes apresentaram acdo 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 usaram o aldeido
cindmico em varios micro-organismos.

Os filmes incorporados com 0%, 5% e 10% de
aldeido cinamico né&o diferiram significativamente (p
> 0,05) quanto a espessura e deformacao relativa na
carga maxima. No entanto, o filme incorporado de
10% de aldeido cindmico apresentou carga maxima
de deformacédo significativamente menor (p < 0,05)
que 0s outros tratamentos testados nesse experimento,
assim como menor permeabilidade ao vapor d’agua,
provavelmente pela maior concentragdo de aldeido, seu
efeito plastificante e sua hidrofobicidade.

Observou-se também nesse experimento
que a temperatura de armazenamento influenciou
significativamente (p < 0,05) as propriedades mecanicas
do filme.

Por meio dos resultados, verificou-se que 0 uso
de filmes incorporados com aldeido cindmico é uma
alternativa como embalagem ativa para o controle do
crescimento de micro-organismos deterioradores e
patogénicos em produtos alimenticios.
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