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1. INTRODUCAO

Hoje o mercado alimenticio estd cada vez mais recebendo consumidores que exigem
produtos de alta qualidade e seguranga e que se assemelham ao in natura, que estejam prontos
para o consumo ou que sejam facilmente preparados, contendo menos conservante. Esses
alimentos, quer sejam industrializados ou ndo, mantém-se em constante atividade bioldgica,
manifestada por alteracdes de natureza quimica, fisica, microbioldgica ou enzimatica,
podendo levar a perda de qualidade e diminui¢do da vida de prateleira (SILVEIRA, 2005).

O controle das alteracdes ndo se dd somente com uma boa matéria-prima ou aplica¢ao
das boas préticas de fabricacdo, e sim em todo elo da cadeia produtiva, ressaltando o
acondicionamento do produto em embalagens adequadas para proteger e conservar o alimento
durante as fases de estocagem e comercializacio (MORAES, 2007). Assim, existe uma
demanda por novos métodos para reduzir ou eliminar microrganismos indesejaveis presentes
nos alimentos, possivelmente, em combinagdo com outros ja existentes, aplicando o principio
da tecnologia de barreira (LEISTNER, 1978).

O polimero de acetato de celulose € um composto biodegraddvel, amorfo, ndo téxico,
inodoro, estdvel em 6leos minerais, permedvel a vapor de dgua e, dependendo do grau de
substituicdo, solivel em acetona (OLIVEIRA, 2002). A partir deste polimero € possivel
formar filmes transparentes (CERQUEIRA et al., 2010), essencialmente rigidos, ou seja, que
suportam alta tensdo a temperatura ambiente, e com certa flexibilidade (PUC-RIO, 2010).
Esses filmes a base de acetato de celulose tém sido produzidos e utilizados em alimentos,
visto que ja se mostraram eficientes na tecnologia de embalagem ativa.

Segundo OLIVEIRA (2002), nos ultimos anos, os pesquisadores se dedicaram ao
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estudo de embalagens capazes ndao s6 de proteger, mas também de interagir com o produto.
Assim surgiram as embalagens ativas, que sdo embalagens que exercem algum outro papel na
preservacdo de alimentos, além o de promover uma barreira inerte a influéncias externas
(ROONEY, 1995). Nestas embalagens podem ser incorporados aditivos ou outros compostos
cuja funcdo ativa pode ser de absor¢do de oxigénio, etileno, umidade, diéxido de carbono e/ou
sabores/odores; antioxidante e agentes antimicrobianos (VERMEIREN et al., 1999).

Dentre os antimicrobianos utilizados em filmes de acetato de celulose estdo alguns
Oleos essenciais como alecrim, cravo, canela, orégano, noz-moscada, manjericao, dentre
outros condimentos. Uma vez incorporados nos polimeros € em contato com o alimento, pode
ocorrer uma migracdo lenta e constante dos agentes bactericidas e/ou bacteriostaticos, por
difusdo ou separacgdo, para a superficie do produto, de modo que a atividade antimicrobiana
ocorra com maior intensidade onde se faz necessario (COMA, 2008).

Origanum vulgare L., conhecido como orégano, é um dos condimentos mais utilizados
na culindria brasileira no preparo de carnes, ovos, peixes, panificagdo e frutos do mar. Estudos
sobre o potencial antimicrobiano de especiarias mostram que o orégano apresenta resultados
de destaque como agente habil de inibi¢do de bactérias e fungos contaminantes de alimentos
(SOUZA et al., 2005).

Um dos alimentos com grande potencial de utilizacdo de filmes ativos antimicrobianos
€ a massa fresca, sendo muito consumida no Brasil e em diversos paises. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2000), a massa alimenticia imida ou fresca é o
produto que pode ou ndo ser submetido a um processo de secagem parcial, de forma que o
produto final apresente umidade maxima de 35% b.u. A contaminagdo dessas massas pode ser
proveniente dos ingredientes utilizados na formulacdo, que incluem farinha de trigo, ovos,
dgua, bem como dos equipamentos, do ambiente de processamento e dos manipuladores
(MAYOU e MOBERG, 1992), caso nao sejam observadas as Boas Praticas de Fabricacgao.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes antimicrobianos de base celuldsica
incorporados com 6leo essencial de orégano e avaliar sua eficiéncia antimicrobiana em massa

de pastel, bem como suas propriedades mecanicas e Opticas.

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios do Setor de Tecnologia de
Alimentos da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de

Goias, Goiania, GO. O dleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.), de grau alimenticio,



foi adquirido da empresa Petite Marie (Itaquaquecetuba — SP), o acetato de celulose da
empresa Rhodia (Freiburg — Alemanha) e a massa de pastel de uma industria localizada na

cidade de Inhumas — GO.

2.1 Producdo dos filmes ativos

Os filmes foram produzidos pelo método casting, segundo metodologia descrita por
SOARES (1998), com algumas modificacdes. Flocos de acetato de celulose e acetona (10%
p/v, acetato de celulose/acetona) foram colocados em frascos com tampa e submetidos a
agitacdo mecanica em agitador de tubos (Phoenix, AP-22) a temperatura ambiente, até
dissolucdo completa da resina. Diferentes concentragdes de dleo essencial de orégano, 30 e
60 % em relacdo ao peso do acetato de celulose, foram adicionadas a mistura. Esta foi
espalhada em placas de vidro e, apds completa evaporacdo da acetona, os filmes foram
removidos e estocados em temperatura ambiente para andlises posteriores. Foram produzidos
filmes controles sem a incorporacao de 6leo essencial.

A espessura de cada filme foi obtida pela média de medidas tomadas em trés pontos

dos filmes, ao acaso, utilizando micrdmetro Instrutemp (0-25 mm).

2.2 Teste do halo

Para avaliagdo da eficiéncia antimicrobiana dos filmes in vitro realizou-se o teste do
halo. Filmes controle e com 30 e 60% de dleo essencial de orégano, foram cortados com 1 cm
de diametro e expostos a luz ultravioleta (UV) por 2 minutos em ambas as faces. Placas de
petri com meio de cultura batata dgar dextrose (BDA) foram inoculadas com 0,1 mL de uma
suspensao de fungos isolados da massa de pastel e os filmes foram colocados assepticamente
sobre a superficie do meio de cultura. As placas foram incubadas a 25 °C, por 3 a 5 dias, e os

halos avaliados para defini¢ao dos filmes que seriam testados em massa de pastel.

2.3 Eficiéncia antimicrobiana dos filmes ativos em massa de pastel

As massas de pastel foram produzidas sem conservante e conduzidas da industria ao
Laboratério de Embalagem em caixas de isopor, sob resfriamento, sendo cortadas com 10 cm
de didmetro. Filmes controle e com 60% de 6leo essencial de orégano, previamente
esterilizados com luz UV por 2 minutos em ambas as faces, foram intercalados nas massas de
pastel, formando ‘“sanduiches” (filmes/massas), com trés repeticdes. Esses ‘“‘sanduiches”
foram acondicionados em sacos de polietileno de baixa densidade (PEBD) e estocados sob
refrigeracdo (7 £ 1°C). As massas submetidas aos referidos tratamentos foram analisadas

quanto a contagem de fungos filamentosos e leveduras, psicrotréficos e coliformes totais e



fecais, nos tempos 0, 5, 10, 20 e 30 dias de estocagem, segundo metodologia de Vanderzant
& Splittstoesser (1992), sugerida no Manual de Métodos de Andlise Microbiolégica de
Alimentos (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).

2.4 Determinagdo da atividade de dgua e pH da massa

Durante a retirada dos “sanduiches” procedeu-se a determinacdo da atividade de dgua
(aw) no aparelho Aqualab-CX2T a 25 + 2°C. O pH foi determinado pelo método eletrométrico
(pHmetro de bancada, marca HANNA Instruments, HI 9224) diluindo uniformemente 10g de
amostra em 100ml de dgua a 25°C, segundo metodologia do INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(2008).

2.5 Anadlise das Propriedades mecdnicas dos filmes

Os filmes controle e com 60% de 6leo essencial de orégano foram cortados em corpos
de prova de 10 mm x 175 mm e condicionados a temperatura de 23°C + 2°C e umidade
relativa de 50% % 10%, por 48h, em dessecador, contendo solu¢do saturada de nitrato de
calcio (MEDEIROS, 2006) e mantido em B.O.D. (MA 415 — Marconi, Piracicaba, Brasil), de
acordo com a norma D618-08 da American Society for Testing Materials (ASTM, 2008).

As propriedades de tensdo maxima (MPa), médulo de elasticidade (M6dulo de Young)
(Mpa) e elongacdo (%) foram determinadas em texturOmetro TA-XT Plus (Stable Micro
System Texture Technologies, Godalming, Surrey, Inglanterra), com velocidade de 12,5
mm/min, distancia entre garras de 150 mm e geometria Trigger Type, conforme a norma

D882 - 09 (ASTM, 2009).

2.6 Andlise de cor e opacidade dos filmes

Para avaliacdo da cor, os valores de L*, a* e b* foram determinados em aparelho
ColorQUEST II (Hunterlab, série 6553), com Universal Software Versions 3.6, operando no
padrao CIE L* a* b*, onde L* varia de O (preto) a 100 (branco). O sistema operou com
iluminante D65 e as afericOes foram feitas nas pecas. As andlises foram feitas com trés

repeticoes, em triplicata.
2.7 Anadlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, com teste F, com auxilio do programa

Statistical Analysis System 6.0 (SAS,1996).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste do halo

O filme controle ndo apresentou eficiéncia antimicrobiana in vitro. Quanto aos filmes
com 30% e 60% de 6leo essencial de orégano, o halo de inibi¢do, apds 4 dias a 25°C, foi
maior no filme com 60% de 6leo essencial, como mostrado na Figura 1. Tal fato pode ser
explicado pela eficiéncia e migracdo lenta e constante dos agentes bactericidas e/ou
bacteriostdticos do orégano para o meio, inativando, assim, os microrganismos ao redor do
filme.

Baydar et al. (2004) analisando a efetividade antibacteriana do O6leo essencial de
orégano em diferentes concentragdes (1/50, 1/100, 1/200, 1/300 v/v) sobre 15 bactérias
envolvidas na deterioracdo e/ou como agentes causadores de doengas veiculadas por
alimentos, observaram que na concentracdo de 1/50 (v/v) tal produto foi eficaz na inibicdo de
todas as cepas bacterianas testadas. Assim, pode-se esperar o mesmo aplicando o orégano em
filme, mas com menor efici€ncia, visto que Botre et al. (2010), realizando teste do halo com
filmes ativos incorporados com 6leo essencial de orégano, 25% e 50% (v/p), observaram acao
inibitdria, in vitro, sobre Penicillium spp. e S. aureus, do filme com maior concentracdo de

6leo, apresentando maior halo.

Figura 1- Teste do halo para fungos isolados da massa de pastel. (A) filme controle; (B) filme
com 30% de 6leo essencial de orégano; (C) filme com 60% de 6leo essencial de
orégano.

Eficiéncia antimicrobiana dos filmes ativos em massa de pastel

Observou-se, visualmente, o aparecimento de fungos nas massas de pastel intercaladas
com filme controle a partir do 16° dia de estocagem. As massas com filme ativo (60% de 6leo
essencial de orégano) permaneceram sem crescimento aparente de fungos até o final do
experimento.

As contagens de fungos filamentosos e leveduras, psicrotréficos e coliformes a 35°C

na massa de pastel durante o tempo de estocagem estdo apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1- Anélise microbioldgica de massas de pastel intercaladas com filmes controle e
filmes com 60% de 6leo essencial de orégano nos tempos 0, 5, 10, 20 e 30 dias de
estocagem sob refrigeracdo (7 £ 1°C).

Tempo (dias)
Microrganismo
Tratamento 0 5 10 20 30
(filme)
Fungos Controle <1,0x10° <1,0x10° 1,0x10° 4,0x10* 74x10°
filamentosos e
leveduras . 2 2 2 2 3
(UFC.g") Ativo (60%) <1,0x10° <1,0x10° <1,0x100 <1,0x10 1,0x 10
2 3 5 6 6
Psicrotréficos Controle <1,0x 10 43x 10 6,8 x 10 846x10° >25x10
(UFC.g™h

Ativo (60%) <1,0x10° <1,0x10* 1,54x10° 797x10° 23x10°

, Controle  <3,0x10° <3,0x10° <3,0x10° 23x10" 6,4x 10"
Coliformes a

35°C (NMPg")  Ativo (60%) <3,0x10° <3,0x10° <3,0x10° 23x10' 2,3 x 10!

A contagem de fungos filamentosos e leveduras até o 5° dia de estocagem permaneceu,
praticamente, a mesma para os dois tratamentos. Entretanto, no 10°, 20° e 30° dia de
estocagem, observou-se que a contagem desses microrganismos na massa intercalada com
filme ativo foi, aproximadamente, 1, 2 e 2 ciclos log abaixo da determinada para a massa com
filme controle, respectivamente. Isso mostra a efetividade do 6leo essencial de orégano sobre
esses microrganismos. Botre ef al. (2010), trabalhando com filmes ativos com 25 e 50% de
Oleo essencial de orégano aplicado em massa de pizza, ndo observaram crescimento de fungos
filamentosos, apenas leveduras, até os 15 dias de estocagem do produto.

Os resultados mostraram que, aos 30 dias de estocagem, a contagem de psicrotréficos
nas massas de ambos os tratamentos apresentou aumento de 4 ciclos log em relagdo ao tempo
inicial. SILVEIRA (2005) observou que a contagem de psicrotréficos aumentou cerca de 1
ciclo log na massa de pastel com 4cido sérbico, e que houve uma redugdo de 1,5 ciclo log na
contagem desses microrganismos nas massas intercaladas com filmes de 70um/3% de acido
sorbico, porém, nas massas intercaladas com filmes de 25um/7% de acido sorbico ndo houve
diferencga significativa em relacdo ao controle.

As contagens de coliformes a 35°C nas massas de ambos os tratamentos foram < 3,0 x
10° NMP.g, até 10 dias de estocagem, porém a partir do 20° dia houve um aumento de 1 ciclo
log. Quanto aos coliformes a 45°C, independente do tratamento, as massas de pastel
apresentaram contagens < 3,0 x 10° NMP.g”', durante todo o periodo de estocagem, mostrando

a importancia dos cuidados higi€nicos durante a fabricacdo das massas.



Os dados obtidos relacionam com o que QUATTARA et al. (2000) relatam, que o
emprego de filmes antimicrobianos pode ser mais eficiente do que o uso direto de
antimicrobianos no alimento, pois o antimicrobiano migra lenta e gradualmente da
embalagem para a superficie do alimento, onde mantém em concentracdo necessdria para
inibir o desenvolvimento de microrganismos. Na maioria dos alimentos frescos ou
processados, a contaminacdo microbiana ocorre, em maior intensidade, na superficie dos
mesmos, requerendo assim um controle efetivo do crescimento microbiano neste local

(PADGETT et al., 1998).
Determinacao da atividade de dgua e pH da massa

Os efeitos dos tratamentos, dos tempos de estocagem e da interagdo entre eles nao
foram significativos (p > 0,05) para atividade de dgua e pH das massas (Figura 2). Observou-
se que a atividade de 4gua foi, aproximadamente, 0,95 e o pH 5,0. SILVEIRA (2005),
trabalhando com filme ativo incorporado com &cido sérbico aplicado na massa de pastel,
também ndo encontrou diferenca significativa para atividade de dgua, durante o tempo de

estocagem do produto.
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Figura 2. Atividade de dgua (Aw) e pH das massas de pastel, nos tempos 0, 5, 10, 20 e 30 dias
de estocagem sob refrigeracao (7 £ 1°C).

Propriedades mecanicas dos filmes

Segundo Oliveira et al. (1996), os materiais plasticos diferem entre si quanto a
resposta a deformacao por tracdo, apresentando diferentes comportamentos.

Os filmes controle e com 60% de 6leo essencial de orégano apresentaram espessuras
de 27,5 £ 5 um. Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de tensdo maxima, médulo de

elasticidade (Mddulo de Young) e elongacgdo dos filmes.



Tabela 2. Tensao maxima(MPa), Médulo de Young (MPa) e elongacao (%) dos filmes
controle e com 60% de 6leo essencial de orégano.

Propriedades Filme controle Filme ativo (60%)
Tensdo maxima 551490 £ 701,85 b 312492 £312,36 a
(MPa)
Moédulo de Young 4,78 £0,72 b 337+043 a
(MPa)
Elongagao (%) 0,55+0,20 a 1,07 £0,36 b

Nas linhas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p > 0,05).

A incorporacdo de 6leo essencial de orégano em filmes de acetato de celulose promoveu
variagdes significativas (p < 0,05) na tensdo méxima, isto €, na resisténcia maxima oferecida
pelos filmes quando submetidos a tragdo, visto que a tensdo maxima diminuiu em relagdo ao
tratamento controle. O moédulo de elasticidade (Mddulo de Young), rigidez dos filmes,
também variou significativamente (p < 0,05). O filme com 60% de 6leo essencial apresentou
valores menores que o controle, sendo caracterizado como um filme de menor rigidez. Quanto
a elongacdo, que mostra a capacidade do filme esticar antes de romper, os resultados
mostraram diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. MELO (2010), trabalhando
com filmes ativos incorporados com 10, 20, 30, 40 e 50% de 6leo essencial de alecrim,
encontrou resultados semelhantes para a tensdo médxima e mddulo de elasticidade, que

variaram significativamente, porém, elongacdo ndo apresentou diferenca significativa.
Andlise de cor e opacidade dos filmes

Observou-se diferenga significativa (p < 0,05) entre os parametros de cor avaliados
(Tabela 3). Os filmes ativos apresentaram maior opacidade, sendo o filme controle mais
transparente. LIPORACCI (2005) relatou que alguns fatores podem influenciar o grau de
opacidade dos filmes como: teor de amilose, cinzas do amido utilizado, concentracdo de
lipidios, entre outros. Assim, provavelmente, a diferenca entre os tratamentos se deu pela

presenca de lipidios, devido a incorporagdo do 6leo essencial.



Tabela 3. Cor e opacidade dos filmes controle e com 60% de 6leo essencial de orégano.

Cor Opacidade

Tratamento

Filme Controle 93,54 +£0,21b -0,88 +0,03b 0,58 +0,02a 0,65+0,21a 12,85+0,31a

Filme Ativo (60%) 92,51 +£0,31a -1,22+0,08a 2,83+£0,76b 290+0,79b 20,48 +2,55b

Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste F (p > 0,05).
Os parametros de cor, L e a*, foram menores no filme ativo e o paradmetro b* maior,
indicando tendéncia de avermelhamento desses filmes pela adicdo do 6leo essencial de

orégano.

4. CONCLUSAO

O filme incorporado com 60% de O6leo essencial de orégano apresentou maior
atividade antimicrobiana in vitro em relacdo aos outros filmes testados e foi eficiente no
controle de fungos filamentosos e leveduras em massa de pastel.

Os valores de pH e atividade de dgua da massa ndo foram afetados significativamente
pelo uso do filme ativo, mostrando uma possivel substitui¢do do polietileno de baixa
densidade e conservantes utilizados no produto comercial.

As propriedades mecéanicas e Opticas do filme ativo apresentaram diferenca

significativa em relagdo ao filme controle.
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