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RESUMO 

COUTO, Hyrla Grazielle Silva de Araújo. Utilização de revestimento comestível contendo 

amido e nisina na conservação de salada de frutas minimamente processadas. São 

Cristóvão-UFS, 2016. 47p. (Dissertação-Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).* 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ação do revestimento comestível a base de amido 

de milho incorporado com a bacteriocina nisina, na conservação de salada de frutas 

minimamente processadas. As saladas foram compostas por manga, mamão e abacaxi. Após 

processamento o mínimo as saladas foram submetidas aos seguintes tratamentos: salada de 

frutas sem revestimento (controle); revestimento de amido de milho sem Nisina; e 

revestimento de amido de milho com nisina. Todos os produtos foram acondicionados em 

embalagens de tereftalato de polietileno (PET) por 12 dias a 5±1°C e 80% UR. Nos tempos 0, 

3, 6, 9,12 foram realizadas análises físico-químicas de teor de sólidos solúveis, pH, acidez 

titulável, teor de ácido ascórbico, compostos fenólicos, carotenoides, cor, perda de massa 

fresca e atividade da enzima polifenol oxidase. As análises microbiológicas incluíram 

contagem de aeróbios mesófilos, bolores e leveduras, e a análise da sobrevivência de Listeria 

monocytogenes, previamente inoculadas nas saladas de frutas minimamente processadas 

acrescida do revestimento comestível adicionado ou não de nisina. As saladas de frutas 

tratadas com revestimento comestível e nisina apresentaram perda de massa 

significativamente menor, e maior teor de vitamina C quando comparadas com as amostras do 

tratamento controle. Frutos revestidos apresentaram também, teores significativamente 

menores de sólidos solúveis e menor atividade da enzima polifenol oxidase. Não foi 

observada variação significativa em relação às análises de de pH, acidez, carotenoides e cor 

entre os tratamentos estudados. Foi verificado aumento na contagem de microrganismos 

aeróbios mesófilos em todas as amostras porém, em amostras revestidas com amido e nisina, 

verificou-se que população microbiana foi estatisticamente menor que nos demais 

tratamentos. Amostras de salada de fruta revestidas com amido de milho, apresentaram 

contagens significativamente menores de bolores e leveduras até o 6º dia de armazenamento. 

A presença da nisina resultou em redução significativa no número de células viáveis da 

bactéria L. monocytogenes inoculada em salda de frutas, comportamento não verificado nas 

amostras dos demais tratamentos durante os 12 dias de estocagem a 5±1ºC. Os resultados 

obtidos neste estudo demonstram que a utilização de  revestimento de amido de milho e 

nisina, associado a boas práticas de processamento mínimo e controle das condições de 

armazenamento (temperatura e umidade), foi eficiente na conservação de saladas de frutas 

minimamente processadas. Uma vez que interferiu positivamente nos parâmetros físico-

químicos avaliados, e obteve os melhores resultados em relação a manutenção da qualidade 

microbiológica das saladas por até 12 dias. 

Palavras-chave: bacteriocina, atividade antimicrobiana, L. monocytogenes, pós-colheita. 

_______________________________________________________________________ 

* Comitê Orientador: Marcelo Augusto G. Carnelossi – UFS (Orientador), Ana Andrea T. 

Barbosa – UFS (co-orientadora). 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

ABSTRACT 

COUTO, Hyrla Grazielle Silva de Araújo.Use of edible coating starch and nisin in the 

conservation of fresh cut fruit salad. São Cristóvão-UFS, 2016. 47p. (Dissertação-Mestrado 

em Agricultura e Biodiversidade).* 

 

The aim of this study was to evaluate the action of edible coating the corn starch-based 

embedded with the bacteriocin nisin in the conservation of fresh cut fruit salad. The salads 

were composed of mango, papaya and pineapple. After processing the minimum salads were 

submitted to the following treatments: uncoated fruit salad (control); Corn starch coating 

without Nisin; and corn starch coating with Nisin. All samples were packed in polyethylene 

terephthalate (PET) packages for 12 days at 5 ± 1 ° C and 80% RH. At 0, 3, 6, 9,12 

physicochemical analysis of soluble solids content were held, pH, titratable acidity, ascorbic 

acid content, phenolic compounds, carotenoids, color, loss of weight and Polyphenol oxidase 

activity of enzymes. The microbiological analysis included aerobic mesophilic count, molds 

and yeasts, and survival analysis of Listeria monocytogenes inoculated in minimally 

processed fruit salads plus the added edible coating or not nisin. The fruit salads treated with 

edible coating nisin and showed significantly less mass loss, and increased vitamin C content 

when compared with control treatment samples. Coated fruits showed also significantly lower 

levels of soluble solids and lower activity of polyphenol oxidase. There was no significant 

variation in relation to the analysis of pH, acidity, carotenoids and color among treatments. It 

was observed increase in mesophilic aerobic count in all samples but, on samples coated with 

starch and nisin, it was found that the microbial population was statistically lower than the 

other treatments. Samples of fruit salad coated with corn starch, had significantly lower 

counts of yeasts and molds until the 6th day of storage. The presence of nisin resulted in 

significant reduction in the number of viable cells of the bacterium L. monocytogenes 

inoculated in output of fruit, unchecked behavior in samples of other treatments during the 12 

days of storage at 5 ° C. The results of this study demonstrate that the use of corn starch 

coating and nisin combined with good processing practices and minimum control of storage 

conditions (temperature and humidity) was effective in preserving minimally processed fruit 

salads. Once a positive influence on the physical and chemical parameters evaluated, and 

obtained the best results in relation to maintaining the microbiological quality of salads for up 

to 12 days. 

 

Key-words: bacteriocin, antimicrobian activity, L. monocytogenes, postharvest. 

_______________________________________________________________________ 

* Comitê Orientador: Marcelo Augusto G. Carnelossi – UFS (Orientador), Ana Andrea T. 

Barbosa – UFS. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A preferência dos consumidores por produtos com maior facilidade de preparo tem 

aumentado nos últimos anos devido principalmente, aos compromissos do dia-a-dia e redução 

do tempo livre. Além disso, segundo dados do Censo 2010, cerca de 12% dos domicílios 

brasileiros são habitados por uma única pessoa, ou seja, são mais de 22 milhões de pessoas 

morando sozinhas no Brasil (IBGE, 2012). Dessa forma, há a necessidade de parte dessas 

pessoas otimizarem seu tempo, a fim de poder conciliar as atividades profissionais e pessoais 

com as demandas de sua moradia.  

A crescente busca pela melhoria da qualidade de vida tem sido evidenciada pelo 

aumento do consumo de serviços e produtos saudáveis (VENTURA, 2009). Grande parte da 

população tem buscado uma dieta mais equilibrada, produtos de sabor natural, sem adição de 

conservantes, e com aparência fresca (SOUZA, 2014). Por esta razão, nos últimos anos o 

consumo de produtos minimamente processados tem aumentado significativamente (SIROLI 

et al., 2015), diante desta nova preferência dos consumidores por frutas prontas para o 

consumo e com qualidade, a indústria de alimentos, tem investido na produção e na 

tecnologia de frutas minimamente processados.  

Os produtos minimamente processados são aqueles que passaram por operações como 

seleção, lavagem, classificação, corte (fatiamento), sanitização, centrifugação, embalagem e 

refrigeração, obtendo-se produtos comestíveis frescos e que não necessitam de preparo 

subsequente (TIRPANALAN et al. 2011; RICO et al., 2007). Uma definição mais precisa, 

descreve os métodos de processamento mínimo como técnicas que preservam os alimentos, e 

procura manter a qualidade nutritiva e as características sensoriais do produto (OLSEN et al., 

2012; RYBAUDI-MASSILIA et al., 2013).  

A praticidade, a qualidade e a aparência de frutas são fatores importantíssimos para os 

consumidores na hora de adquirir um produto minimamente processado. No entanto, devido 

ao processamento frutas minimamente processadas podem ter vida útil mais curta do que o 

produto intacto. Segundo RICO et al. (2007), os principais responsáveis pela redução da 

durabilidade são as reações bioquímicas nos tecidos cortados, e o crescimento microbiano, 

que podem ainda provocar o aumento do risco de surgimento de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA‟s). Além disso, o dano celular causado pelo descascamento e corte permite 

que a ação de enzimas (LIMBO e PIERGIOVANNI, 2007), como polifenoloxidase que está 

relacionada com o escurecimento e pectinametilesterase com a perda de firmeza (SAYYARI 

et al., 2011; BRAVO e OSÓRIO, 2016) 

O uso de revestimentos comestíveis tem sido reconhecido como um meio eficaz para 

evitar o escurecimento e aumentar a vida útil de produtos minimamente processados, pois 

protege a superfície do alimento cortado, diminuindo assim, o escurecimento e mantendo a 

aparência fresca do produto por mais tempo. Além disso reduz as trocas gasosas do produto 

com o meio. Além disso, a incorporação de agentes antimicrobianos reduz o crescimento 

microbiano garantindo a qualidade microbiológica do produto. Nos últimos anos o uso de 

revestimentos comestíveis é um dos métodos mais utilizados na conservação de produtos 

minimamente processados como, por exemplo, em melão (MIGUEL et al., 2008), kiwi 

(BENÍTEZ et al., 2013), maçã (PIZATO et al., 2013) e mamão (BESINELA JÚNIOR, 2010).  

A associação de revestimentos comestíveis a agentes antimicrobianos também tem se 

mostrado eficiente para a conservação de produtos minimamente processados. Dentre os 

antimicrobianos testados em revestimentos comestíveis, bacteriocinas tem se mostrado uma 

alternativa promissora (NARSAIAH et al., 2015; SÁNCHIS-ORTEGA et al., 2016). 

Bacteriocinas são substâncias antimicrobianas de natureza proteica (denominadas peptídeos), 

produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com espectro de ação variado 

(ZACHAROF et al., 2012). Quase todos microrganismos produzem algum tipo de 

bacteriocina, entretanto, as produzidas por bactérias lácticas tem sido mais estudas e mostrado 
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ampla aplicação industrial, reduzindo o crescimento de patógenos em alimentos (DEEGAN et 

al., 2006; TRIAS et al., 2008).  

Dentre as bacteriocinas conhecidas, a nisina possui autorização pela Food and Drug 

Administration EUA, para ser utilizada como aditivo alimentar seguro em mais de 50 países. 

A Nisina tem sido usada principalmente em produtos lácteos, alimentos enlatados, e produtos 

cárneos (FDA, 1988).  

O uso de bacteriocinas, como a nisina, foram eficientes na conservação de kiwis 

minimamente processados (LU et al., 2010), revestimento comestível a base de alginato de 

sódio incorporado com a bacteriocina pediocina inibiu o crescimento microbiano, e manteve 

as características físico-químicas de mamões minimamente processados (NARSAIAH et al. 

2015). Estudos tem demonstrado que bacteriocinas apresentam grande potencial para 

melhorar a segurança alimentar e estender a vida de prateleira destes produtos, inclusive para 

produtos minimamente processados como foi demonstrado por Barbosa et al. (2013). Estes 

autores verificaram que filmes de acetato de celulose incorporados com Nisina garantiram a 

qualidade microbiológica de manga minimamente processada. No entanto, o uso de 

bacteriocinas na conservação de produtos de origem vegetal ainda é incipiente. Portanto 

estudos para verificar os efeitos da incorporação de nisina em revestimento comestível, para a 

conservação de salada de frutas minimamente processadas são de suma importância. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1. Salada de frutas 

As frutas apresentam em sua constituição quantidades significativas de vitaminas, 

minerais, fibras e compostos antioxidantes contribuindo assim para uma dieta saudável 

(MARTINS, 2012). Além de saudáveis elas podem facilmente adquiridas pelos brasileiros, já 

que o Brasil é um grande produtor de frutas devido ao clima e solo favoráveis (ABIR, 2009), 

segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2012), o Brasil 

produz cerca de 40 bilhões de toneladas de frutas por ano. 

Diante da disponibilidade de frutas no Brasil, um estudo de mercado foi realizado para 

verificar o interesse dos consumidores pelo consumo de salada de frutas (ROSADO et al., 

2008). Segundo dados da pesquisa, 80% dos entrevistados consomem salada de frutas, por se 

tratar de um produto mais saudável comparativamente a outros alimentos. Ainda de acordo 

com esta pesquisa, as frutas mais frequentemente utilizadas para produção de salada de frutas 

são: banana (87,2%), laranja (86,2%); maçã (63,5%); mamão (56,1%), abacaxi (41,4%) e 

manga (22,2%).   

Com o aumento refeições fora de casa, produtos frescos prontos para consumo estão 

desempenhando um papel cada vez maior no setor de “food service” dos Estados Unidos. As 

vendas de produtos minimamente aumentaram em valor de US$ 3,3 bilhões em 1999 para 

US$ 15,5 bilhões em 2007 (COOK, 2009). Saladas de frutas e legumes cortados mostraram 

uma tendência de crescimento nos últimos anos, enquanto a venda de frutas frescas diminuiu 

(JAMES e NGARMSAK, 2010). 

A aceitação dos consumidores ao consumo de saladas de frutas, mostra uma 

alternativa viável para a cadeia de processamento mínimo, considerando a praticidade 

oferecida ao consumidor que pode adquirir uma diversidade de frutas prontas para consumo, e 

assim se beneficiar da mistura de sabores e componentes nutricionais em um só produto 

(MARTINS, 2012).  

Silva (2014) avaliou o tempo de vida útil de saladas de fruta minimamente 

processadas, composta por manga, mamão e abacaxi, armazenadas em embalagens de 

tereftalato de polietileno (PET) a 5±1ºC por 8 dias. De acordo com os parâmetros físico-

químicos, fisiológicos e bioquímicos avaliados, o tempo de vida útil estimado para a salada de 

fruta foi de até 4 dias. Dessa forma estudos visando o aumento da vida útil de salada de fruta 

minimamente processada contendo abacaxi, manga e mamão, tornam-se importantes uma vez 

que são frutas de grande aceitação popular, ricas em nutrientes e substâncias antioxidantes, 

porém como vida útil curta quando comparado a frutos inteiros. 

2.2.  Processamento mínimo de frutas 

Frutas minimamente processadas representam um componente importante para uma 

dieta saudável e são uma forma eficiente de aumentar o consumo de produtos frescos 

(SIROLI et al., 2014). O processamento mínimo de frutas no Brasil apresenta-se como um 

nicho de mercado em crescimento e consolidação para um perfil específico de consumidor. 

Um produto minimamente processado é um produto com maior valor agregado, quando 

comparado às frutas e hortaliças in natura. Apresenta ainda vantagens para o consumidor 

como a conveniência e 100% de aproveitamento do produto adquirido (EMATER, 2012).  

Segundo pesquisas de mercado, grande parte dos consumidores afirmam que gostam da 

conveniência e facilidade oferecida por produtos prontos para o consumo ou minimamente 

processados, desde que a qualidade percebida pelo consumidor seja maior ou igual à do 

produto inteiro (ROSADO, 2008).  

Devido as operações unitárias envolvidas na produção de produtos minimamente 

processados (MP), como lavagem, descascamento, e corte, estes produtos tendem a possuir 

em sua maioria menor vida de prateleira quando comparados a produtos inteiros 

(GOYENECHE et al., 2014). De acordo com Fontes et al. (2008), a vida útil pode ser 
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reduzida devido as alterações por deterioração fisiológica nos MP que ocorrem especialmente 

devido às injúrias nos tecidos vegetais, pois promovem contato maior entre as enzimas e 

substratos induzindo reações enzimáticas indesejáveis. Além disso, devido ao processamento 

estes produtos possuem maior susceptibilidade a contaminação e crescimento de 

microrganismos (MUKHERJEE et al., 2004; ABADIAS et al., 2008; BOTELHO et al., 

2010;) 

Dentre os efeitos bioquímicos, causados pelo processamento mínimo, destaca-se o 

aumento da atividade de enzimas do metabolismo vegetal, tais como: peroxidase (MATTOS 

et al., 2007; MEDEIROS, 2009), polifenol oxidase (SOUZA, 2010; MATTOS et al., 2007, 

MEDEIROS, 2009), e fenilalanina amônia-liase (CANTOS et al., 2002; MEDEIROS, 2009). 

A aceleração de reações bioquímicas é responsável por mudança de cor, odor, textura e 

qualidade nutricional dos produtos, reduzindo a sua vida útil (AMARO et al., 2012). 

A enzima polifenoloxidase (PPO) é responsável pelo escurecimento enzimático e está 

presente em muitas frutas e vegetais minimamente processados (LUPETTI et al., 2003; 

KIRALP et al., 2004). A peroxidase (POD) induz mudanças negativas de sabor durante o 

armazenamento de vegetais, esta enzima é do grupo das oxidoredutases, é capaz de catalisar 

um grande número de reações oxidativas em plantas usando peróxido como substrato, ou, em 

alguns casos, oxigênio como um aceptor de hidrogênio (FREITAS et al., 2008).  

Estas perdas de qualidade e de segurança em produtos minimamente processados reduzem 

drasticamente a vida de prateleira, aumentam os custos, além de afetar a aceitação do 

consumidor (OMS-OLIU et al.,2010). Assim, métodos adequados para estender a vida útil, e 

evitar efeitos prejudiciais à qualidade dos produtos minimamente processados, trazem 

benefícios para consumidores e produtores (MIGUEL et al., 2010). Métodos como o uso de 

temperaturas de refrigeração (SILVA et al., 2013), embalagens com atmosfera modificada 

(SANDHYA, 2010; MASTROMATTEO et al., 2011), sanitização (OLIVER et al., 2012), 

antioxidantes (GOYENECHE et al., 2014), e revestimentos antimicrobianos (BENÍTEZ et al., 

2013; SANCHÍS-ORTEGA et al., 2016) aliados a qualidade inicial do produto, tem sido 

utilizados com sucesso na manutenção da qualidade e prolongamento da vida útil de frutos 

minimamente processados (SOUZA et al.,2007).  

2.3. Uso de revestimentos comestíveis  

Revestimentos comestíveis tem como função cobrir o produto e atuar como uma 

barreira à perda de umidade, controlar a respiração e evitar contaminações microbiológicas e 

químicas (STULP et al., 2012). Além disso, podem ser usados para inibir a migração da 

aromas e lipídeos, e introduzir aditivos como antioxidantes e antimicrobianos, melhorando 

assim as características intrínsecas e a integridade mecânica dos vegetais recobertos 

(BOTREL et al., 2010). As películas comestíveis não devem interferir na aparência natural da 

fruta, devem possuir boa aderência a fim de evitar sua remoção facilmente no manuseio e não 

podem promover alterações no gosto ou odor original (LUVIELMO e LAMAS, 2012; ASSIS 

et al., 2009).  

A utilização de revestimentos comestíveis tem sido bastante explorada na conservaçao 

de frutas e hortaliças frescas, visando minimizar a perda de umidade e reduzir as taxas de 

respiração, além de conferir aparência brilhante e atraente (STULP et al., 2012). Os 

compostos mais utilizados na elaboração e revestimentos comestíveis são as proteínas 

(gelatina, caseína, ovo albumina, glúten de trigo, zeína e proteínas miofi brilares), os 

polissacarídeos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados, alginato e 

carragena), os lipídios (monoglicerídeos acetilados, ácido esteárico, ceras e ésteres de ácido 

graxo) ou a combinação destes compostos, o que permite utilizar vantajosamente as distintas 

características funcionais de cada classe (LUVIELMO e LAMAS, 2012).  
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Atualmente fécula de mandioca, alginato, pectina, caragena, quitosana e derivados da 

celulose, são os polissacarídeos mais utilizados na elaboração de revestimentos comestíveis 

em frutas. A película formada por revestimentos a base de polissacarídeos, por exemplo, 

possui baixa permeabilidade a gases, reduzindo assim a taxa de escurecimento enzimático, 

que ocorre devido à ação das enzimas polifenoloxidases.  (LUVIELMO e LAMAS, 2012). 

Pizato et al. (2013), avaliaram os efeitos da aplicação de diferentes gomas (tara, xantana e 

alginato de sódio) associado com ácido cítrico, ascórbico e cloreto de cálcio, em relação as 

características químicas, físicas e microbiológicas na conservação de maçãs „Royal Gala‟ 

minimamente processadas quando armazenadas a 4±1°C, e verificaram que os diferentes 

revestimentos utilizados neste trabalho foram eficientes na conservação de maçãs 

minimamente processadas, quando comparado a amostra controle.  

Além das tecnologias tradicionais para a conservação e segurança dos alimentos 

(secagem, aquecimento, resfriamento, acidificação, salga, adição de açúcar ou de substâncias 

antimicrobianas). Tecnologias alternativas têm sido desenvolvidas, como utilização de 

embalagens ativas, aditivos antimicrobianos naturais e biopreservação também tem sido 

empregadas na conservação de produtos alimentícios (MELO et al., 2005).  

O termo biopreservação refere-se à extensão da vida de prateleira e melhoria da 

segurança dos alimentos, utilizando microrganismos e/ou seus metabólitos (ROSS et al., 

2002). Bacteriocinas de bactéria do ácido láctico, como a nisina, tem sido amplamente 

propostas para serem ultilizadas na biopreservação de alimentos, uma vez que são 

conservantes naturais, evitando assim a adição de compostos sintéticos e prejudiciais à saúde 

em alimentos (COTTER et al., 2005; CARVALHO et al., 2007a ; CARVALHO et 

al.,2007b ). 

O amido também tem sido muito estudado no desenvolvimento de revestimentos 

comestíveis nos últimos anos (SILVA et al., 2011; FURTADO, 2013; ALVES et al., 2011). O 

revestimento comestível a base de amido pode ser uma alternativa viável para uso, devido a 

seu baixo custo, alta produção, biodegradabilidade, comestibilidade e fácil manipulação 

(MALI et al., 2010). Além disso, são insípidos e inodoros e transparentes, não alterando o 

sabor, aroma e aparência do produto (CHIUMARELLI et al., 2010; GARCIA et al., 

2010  e  PARETA e EDIRISINGHE, 2006 ). Mangas tratadas com as concentrações de 2% de 

fécula de mandioca e 4% de amido de milho apresentaram qualidades mais satisfatórias com 

relação à conservação pós-colheita (DOS SANTOS et al., 2011).  

 Em um estudo da ação de revestimento comestível a base de amido e antioxidantes na 

conservação de inhame minimamente processado foi verificado, por exemplo, que em até 12 

dias de armazenamento os produtos dos tratamentos com revestimento comestível obtiveram 

menor perda, e que o revestimento comestível foi eficaz em reduzir a taxa respiratória do 

produto durante o período de armazenamento (FURTADO, 2013).  Botrel et al. (2010) 

também avaliaram a influência do revestimento de amido na conservação pós-colheita de pera 

Williams minimamente processada, e verificaram que amostras de pêra revestidas 

permaneceram significativamente mais firmes que as amostras controle e com inibição do 

escurecimento enzimático. Dessa forma, os autores afirmam que a vida de prateleira de pêra 

minimamente processada pode ser mantida por mais tempo com o uso desse revestimento.  

A alta aplicabilidade do amido na produção de filmes e revestimentos se baseia nas 

propriedades, químicas, físicas e funcionais da amilose para formar géis e filmes(MALI et al., 

2010). As moléculas de amilose em solução, devido a sua linearidade, tendem a se orientar 

paralelamente, aproximando-se e formando ligações de hidrogênio entre hidroxilas de 

polímeros adjacentes (MALI et al., 2010). Devido ao caráter hidrofílico, os filmes ou 

revestimentos a base de amido apresentam baixas propriedades de barreira ao vapor de água, 

por isso, é necessário o desenvolvimento de estratégias para melhorar a estabilidade destes 

filmes e revestimentos (PETERSEN et al., 1999).  

Plastificantes estão sendo incorporados a revestimentos a base de amido nos últimos 

anos a fim de melhorar o efeito de barreira a gases (SOUZA et al., 2000; GODBILLOT et al., 
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2006; ALVES, 2007). Os plastificantes mais indicados para serem empregados em filmes de 

amido são os polióis, como o glicerol e o sorbitol, que vão proporcionar a estes materiais uma 

melhoria nas suas propriedades mecânicas. Assim, quanto maior a concentração do 

plastificante nos revestimentos menor a permeabilidade ao vapor de água (MALI et al., 2010).  

O uso de amido e plastificante para a elaboração de revestimentos comestíveis em 

frutos inteiros é usual (AMARIZ et al., 2008; SOARES, 2011). A influência de revestimentos 

de fécula de mandioca no amadurecimento foi avaliada em de mamões inteiros, tipo Carica 

papaya L., durante 14 dias de armazenamento, onde formulações de 1%, 3% e 5% de fécula 

de mandioca foram utilizadas, foi verificado que os revestimentos de 3% e 5% reduziram a 

perda de massa fresca mantendo a coloração verde durante o armazenamento (CASTRICINI 

et al., 2012). O uso de revestimento de fécula de mandioca na manutenção da qualidade pós-

colheita de goiabas Psidium guajava imersas nas concentrações de 2%, 3% e 4% foram 

estudadas por Vila et al. (2007). Segundo os autores, o biofilme nas concentrações de 3% e 

4% mostrou-se efetivo em retardar o amadurecimento de goiabas proporcionando maior teor 

de vitamina C e menores teores de açúcares totais, açúcares redutores, pectina solúvel, 

percentual de solubilização e também menor atividade das enzimas pectinametilesterase e 

poligalacturonase (VILA et al., 2007).    

Neste contexto, o uso de revestimento a base de amido também pode ser uma opção 

para aumentar a vida de prateleira de frutos minimamente processados, pois, podem atua 

como barreira a gases e vapor de água, diminuindo a degradação do produto. Além disso, 

compostos com ação antimicrobiana podem ser incorporados a sua formulação, como por 

exemplo, a nisina (UKUKU, et al., 2005; RANDAZZO et al., 2009), garantindo também a 

qualidade microbiológica.  

Dessa forma, torna-se importante verificar o efeito da aplicação de revestimento 

comestível, a base de amido, em salada de frutas minimamente processadas, pois o mesmo 

poderá proporcionar melhor conservação do produto, prolongando a sua vida útil e mantendo 

o estado fresco do produto. 

2.4. Nisina 

A carga microbiana total tem sido usada por departamentos de controle de qualidade 

na indústria de alimentos, como um indicador da qualidade de produtos frescos intactos, e de 

frutas minimamente processadas (BARTH et al., 2009). Isto se deve ao fato que, esses 

possuem grande risco de contaminação devido às operações de corte e fatiamento, nas quais 

patógenos presentes na superfície da matéria-prima ou nas mãos dos manipuladores migram 

para o produto. Além disso, o aumento da superfície de contato devido ao processamento e a 

disponibilidade de nutrientes celulares favorece o crescimento microbiano (PINTO, 2007). 

A nisina é uma bacteriocina produzida por certas linhagens de Lactococcus lactis, cujo 

nome é derivado do termo "N-inhibitory substances"(NiS) adicionado ao sufixo INA 

(DAVIES, et al. 1998; CLEVELAND, et al. 2001). De acordo com Harris et al. (1992), essa 

bacteriocina foi descrita pela primeira vez por Rogers (1928), como uma substância inibidora 

do crescimento do Lactobacillus bulgaricus. Posteriormente, chegou-se à conclusão de que a 

nisina inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas e o crescimento de esporos de 

Clostridium e Bacillus (KLAENHAMMER, 1988; KLAENHAMMER, 1990). Atualmente é 

encontrada comercialmente como Nisaplin™ (SETTANNI, 1998) entre outras. 

A nisina é a única bacteriocina aprovada para utilização como conservante em 

alimentos pelo FDA Food and Drug Administration (FDA, 1988), e nos últimos anos a única 

bacteriocina comumente usada, como substância purificada, na preservação de alimentos 

(GÁLVEZ et al., 2007). No Brasil, a nisina é aprovada para uso em todos os tipos de queijo 

no limite máximo de 12,5 mg/kg (ANVISA, 1996), na superfície externa de salsichas o 

MAPA autorizou em 1998 a utilização do produto comercial Nisaplin (200ppm de nisina em 

solução de ácido fosfórico) (MARTINS, 2012). 
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Altamente ativa contra bactérias Gram-positivas tais como Listeria monocytogenes, 

Staphylococus aureus, Bacillus cereus, Lactobacillus plantarum, Micrococcus luteus, e 

Micococcus flavus, a nisina é inodora, incolor, sem sabor, e possui uma baixa toxicidade 

(HAMPIKYAN, 2009; PERIAGO e MOEZELAR, 2001; SEVERINA et al., 1998). Além 

disso, a nisina é resistente a altas temperaturas, suportando assim autoclavagem (121ºC/15 

min) em pH 2,5, sem perder atividade (MELO et al.,2005). 

Após testes toxicológicos e estudos de resistência cruzada, a nisina foi considerada 

aditivo seguro, pois é digerida pelo sistema digestivo humano pela enzima α-quimotripsina 

(CLEVELAND, 2001). Estudos de toxicidade em ratos revelaram que o valor de dose letal 

para 50% (LD50) é comparável ao de sais comuns, ou seja, cerca de 7g.kg
-1 

de peso corpóreo 

(TOLEDO, 2000). Quanto à ingestão diária aceitável (IDA), há controvérsias entre os autores, 

pois Cleveland et al. (2001) citam 2,9mg/pessoa/dia e Moreno et al. 1999 citaram valores 

cerca de vinte vezes maior como IDA. Menezes et al. (2013), ao avaliar a influência da 

ingestão regular em humanos de 5.62mg/dia de nisina por seis semanas, verificaram que o 

consumo regular da nisina melhorou o funcionamento intestinal, e não foram observadas 

modificações negativas nos parâmetros bioquímicos de voluntários humanos saudáveis, 

confirmando que a nisina é segura para a saúde humana. 

A nisina apresenta ação eficaz contra muitos microrganismos gram-positivs, porém 

não é eficaz contra microrganismos gram-negativos (FRANCO et al., 2006). A resistência de 

bactérias gram-negativas à ação da nisina é atribuída a sua parede celular, que apresentam 

menor permeabilidade em relação ás bactérias gram-positiva por apresentar composição mais 

complexa. Porém, a utilização de agentes quelantes, choque osmótico ou congelamento, pode 

tornar a parede celular permeável a esta bacteriocina (DELVES-BROUGHTON,2005). 

Vários trabalhos na literatura mostram a eficiente ação microbiana da nisina em 

queijos e carnes (MEIRA et al.,2016; LU et al., 2010), porém poucos estudos exploram esta 

ação em vegetais minimamente processados (CÉ et al., 2012; RANDAZZO et al., 2009). A 

nisina e natamicina foram utilizadas em revestimento de quitosana em kiwis e morangos 

minimamente processados, e verificou-se que os filmes de revestimento com quitosana, com a 

adição de natamicina e de nisina foram úteis para a proteção contra infecções bacterianas e 

fúngicas em kiwis minimamente processados para armazenamento até 14 dias (CÉ, 2009). Em 

mangas minimamente processados Barbosa et al. (2013) verificaram também, que a nisina 

inibiu o crescimento de L. monocytogenes e S. aureus sem interferir nas características 

organolépticas e físico-quimicas do produto por até 12 dias a 5±1 ºC.  

Dessa forma, observa-se que a nisina apresenta potencial para ser utilizada na 

conservação de frutas minimamente processadas. Portanto torna-se importante verificar o 

efeito desta bacteriocina incorporada a um revestimento comestível para inibir o crescimento 

de microrganismos patogênicos e deteriorantes em salada de frutas minimamente processadas.  
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4. ARTIGO: Efeito de nisina incorporada a revestimento comestível a base de 

amido na conservação de salada de frutas minimamente processadas. 

Periódico a ser submetido: Applied Microbiology and Biotechnology 

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do uso de revestimento comestível a base de 

amido de milho com adição de nisina nas características físico-químicas, e microbiológicas de 

saladas de frutas minimamente processadas compostas por manga, mamão e abacaxi. O uso 

de revestimentos de amido e nisina em saladas de frutas minimamente processadas, 

resultaram em menor perda de massa, e maior teor de vitamina C quando comparadas com 

amostras dos demais tratamentos. O revestimento a base de amido de milho e nisina mostrou 

atividade antimicrobiana contra Staphylococccus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus 

cereus, e Escherichia coli. As saladas de frutas minimamente processadas foram inoculadas 

com L. monocytogenes (10
6
 UFC/g). Amostras revestidas com amido de milho e nisina 

apresentaram redução de até 75% no número de células viáveis de L. monocytogenes, 

enquanto amostras revestidas com amido sem nisina apresentaram redução de apenas 3% e 

amostras controle aumento de 34% no número de células viáveis desta bactéria. Em amostras 

revestidas com amido e nisina, verificou-se população microbiana de microrganismos 

aeróbios mesófios estatisticamente menor que nos demais tratamentos durante os 12 dias de 

armazenamento. Amostras de salada de fruta revestidas com e sem nisina, apresentaram 

contagens significativamente menores de bolores e leveduras até o 6º dia de armazenamento, 

quando comparadas a amostras do tratamento controle. Nisina incorporada a revestimento a 

base de amido de milho aplicados em salada de frutas minimamente processadas, possui 

atividade antimicrobiana e não interfere negativamente nas características físico-químicas do 

produto.  

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, bacteriocina, L. monocytogenes, pós-colheita. 
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ABSTRACT 

Título: Effect of nisin incorporated into the coating edible starch based on the 

conservation of minimally processed fruit salad. 

The aim of this study was to evaluate the effects of using edible coating the corn starch base 

with the addition of nisin on the physicochemical characteristics and microbiology of 

minimally processed fruit salads composed of mango, papaya and pineapple. The use of 

starch coatings and nisin in minimally processed fruit salads, resulting in less loss of mass, 

and higher content of vitamin C when compared to samples of other treatments. The coating 

corn starch base and nisin showed antimicrobial activity against Staphylococccus aureus, 

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, and Escherichia coli. The minimally processed fruit 

salads were inoculated with L. monocytogenes (10
6
 CFU / g). Samples coated with corn starch 

and nisin showed 75% reduction in the number of viable cells of L. monocytogenes, whereas 

the samples coated with starch without nisin decreased only 3% and the control sample 34% 

increase in the number of viable cells of this bacterium. In samples coated with starch and 

nisin, there was microbial population of aerobic microorganisms mesófios statistically lower 

than the other treatments during 12 days of storage. Samples of fruit salad coated with and 

without nisin, showed significantly lower counts of yeasts and molds to the 6th day of storage 

when compared to control treatment of samples. Nisin incorporated into the coating of corn 

starch-based applied to fresh-cut fruit salad, has antimicrobial activity and not interferering 

negatively on the physicochemical characteristics of the product. 

Key-words: antimicrobial activity, bacteriocin, L. monocytogenes, postharvest. 

 

4.1.  Introdução 

As frutas apresentam em sua constituição quantidades significativas de vitaminas, 

minerais, fibras e compostos antioxidantes contribuindo assim para uma dieta saudável 

(MARTINS, 2012). Frutas minimamente processadas representam uma opção para uma dieta 

saudável pois, são uma forma eficiente de aumentar o consumo de produtos frescos (SIROLI 

et al., 2014). Os consumidores compram geralmente frutas minimamente processadas pela 

facilidade, frescor, nutrição, segurança. A demanda dos consumidores por estes atributos tem, 

de fato, levado a considerável inovação e diversificação na indústria de minimamente 

processados. Além de apresentar ao consumidor uma gama de opções de cortes frescos em um 

único pacote, as saladas de frutas reduzem o desperdício a medida em que permitem ao 

consumidor obter apenas a quantidade de frutas necessária para consumo (JAMES e 

NGARMSAK, 2010). 

O aumento do consumo de saldas de frutas minimamente processadas, está associado à 

busca por conveniência na vida atual o que conduziu à produção de amplo número de 

produtos, que são oferecidos para consumo imediato (PAULA et al., 2009; BEUCHAT,2002). 

No processamento mínimo, as barreiras para eliminação de microrganismos incluem, 

principalmente, a lavagem, o uso de sanitizantes, as embalagens em atmosfera modificada e a 

refrigeração (PAULA et al, 2009).  

Apesar dos benefícios derivados de uma alimentação rica em frutas e vegetais, a 

segurança desses produtos frescos e minimamente processados tem sido discutida, em razão 

da incidência de casos de microrganismos patogênicos como veículos de algumas doenças 

(BASTOS, 2006). O consumo desses produtos já foi associado a casos de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA‟s) (BEUCHAT, 2002; MUCKHERJEE et al., 2006; 

OLAIMAT & HOLLEY, 2012; ROSA & CARVALHO, 2000). Segundo dados, doenças 
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transmitidas por alimentos são responsáveis por cerca de 55 mil hospitalizações e quase 1,5 

mil mortes por ano nos Estados Unidos (SCALLAN et al., 2011). No Canadá a presença de 

patógenos em alimentos são responsáveis por cerca de 4 milhões de doenças a cada ano 

(THOMAS et al., 2013).  

Um dos métodos de prolongar a vida útil de frutas é o uso de revestimentos 

comestíveis (NARSAIAH et al., 2015). Atualmente fécula de mandioca, alginato, pectina, 

caragena, quitosana e derivados da celulose, são os polissacarídeos mais utilizados na 

elaboração de revestimentos comestíveis para vegetais (MASTROMATTEO et al., 2011; 

CASTRICINI et al., 2010; PIZATO et al., 2013). A película formada por revestimentos a base 

de polissacarídeos, por exemplo, possui baixa permeabilidade a gases (LUVIELMO e 

LAMAS, 2012), reduzindo as trocas gasosas do alimento com o meio externo e promovendo 

uma atmosfera menos favorável ao crescimento de microrganismos. 

A fim de prolongar a vida útil de frutas, e manter a segurança microbiológica, aos 

revestimentos comestíveis podem ser incorporados compostos de interesse como agentes 

antioxidantes, e agentes antimicrobianos naturais (VALENCIA-CHAMORRO et al., 2011; 

SIPAHI et al., 2013; SIROLI et al., 2015). Dentre os agentes microbianos naturais encontram-

se as bacteriocinas como a nisina, que são proteínas ou complexos proteicos biologicamente 

ativos que apresentam atividade antimicrobiana, e não interferem nas características físico-

químicas e organolépticas do alimento (BARBOSA et al., 2013; DE OLIVEIRA JUNIOR et 

al., 2015). A nisina possui autorização pela Food and Drug Administration EUA, para ser 

utilizada como aditivo alimentar seguro em mais de 50 países, e tem sido usada 

principalmente em produtos lácteos, alimentos enlatados, alimentos de proteína vegetal e 

carnes curadas (FDA, 1988).  

Vários trabalhos na literatura mostram a eficiente ação microbiana da nisina em 

queijos e carnes (MEIRA et al.,2016; LU et al., 2010), porém poucos estudos exploram esta 

ação em vegetais minimamente processados (CÉ et al., 2012; RANDAZZO, 2009).Dessa 

forma, o presente estudo teve por objetivo verificar a ação da nisina incorporada a 

revestimentos comestíveis a base de amido de milho, na conservação físico-química e 

microbiológica de salada de frutas composta por manga, mamão e abacaxi minimamente 

processados.  

4.2. Material e Métodos 

4.2.1. Processamento mínimo da salada de frutas 

As saldas de frutas minimamente processadas compostas por manga (Mangífera índica 

L.) cv. Tommy Atkins, abacaxi (Ananas comosus) cv. pérola, e mamão (Carica papaya L.) cv. 

formosa obtidos com 1/3 da maturação completa.  O processamento mínimo foi realizado de 

acordo com metodologia descrita por DONADON et al. (2007) com alterações de SILVA 

(2014) seguindo as seguintes etapas: Recepção; seleção; lavagem em tanque com e detergente 

neutro (20 mL.L
-1

) por 3 minutos; sanitização com 200 ppm de cloro ativo em água a 10±1ºC 

por 10 minutos; descasque e corte em cubos de aproximadamente 1cm de espessura; enxágüe 

com 3 mg L
-1

 de cloro ativo durante 10 minutos e em seguida escorridas em peneiras.  

As amostras de saladas de frutas minimamente processadas foram imersas nos dois 

tipos de revestimentos a base de amido de milho com e sem nisina por três minutos, em 

seguida drenadas em peneiras e secas a temperatura ambiente (17±2°C) por dez minutos. Para 

o tratamento controle não foram utilizados revestimentos. Em seguida cerca de 100g de salada 

de frutas foram acondicionados em embalagens de polipropileno atóxico (PP) com tampa e 

com capacidade para 220mL.  Após embaladas as amostras foram armazenadas em expositor 

vertical a 5±1ºC por 12 dias, e a cada três dias (0, 3, 6, 9,12) foram realizadas análises físico-

químicas e microbiológicas. 
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4.2.2. Atividade antimicrobiana de diferentes revestimentos comestíveis  

Foi realizado um teste preliminar com dois revestimentos comestíveis amido de milho 

e alginato de sódio, a fim de verificar a atividade antimicrobiana destes revestimentos quando 

incorporados com nisina em diferentes formulações. Foram testadas 12 formulações de 

revestimentos a base de alginato de sódio e amido e duas soluções de água destilada e nisina, 

conforme listados na Tabela 1. A atividade antimicrobiana dos revestimentos foi testada 

contra quatro microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 8095, Bacillus cereus ATCC 

4504, Escherichia coli ATCC 23226 e Listeria monocytogenes ATCC 4504.  

Soluções aquosas com os componentes de cada formulação (Tabela 1) dissolvidas em 

água destilada, foram gelatinizadas em forno micro-ondas com 700W de potência por 10 

minutos, para a dissolução completa do amido e obtenção de uma solução de revestimento 

comestível com aspecto gelatinoso e homogêneo, que em seguida foi resfriada até a 

temperatura de 19±1°C.  

Tabela 1: Formulações dos revestimentos a base de alginato de sódio e amido de milho. 

 Amido Alginato EDTA Gliecrol Nisina 

1 4% --- 0,15µg/mL 2% 500mg/100mL 

2 4% --- --- 2% 500mg/100mL 

3 4% --- 0,15µg/mL 2% ---- 

4 4% --- --- 2% --- 

5 --- 4% 0,15µg/mL ---- 500mg/100mL 

6 --- 4% --- --- 500mg/100mL 

7 --- 4% 0,15µg/mL --- --- 

8 --- 4% --- --- --- 

9 4% --- 0,15µg/mL 2% 5mg/100mL 

10 4% --- --- 2% 5mg/100mL 

11 --- 4% 0,15µg/mL --- 5mg/100mL 

12 --- 4% --- --- 5mg/100mL 

13 --- --- --- --- 500mg/100mL 

14 --- --- --- --- 5mg/100mL 

* (---) componente não adicionado na formulação. 

Para a avaliação da atividade antimicrobiana dos revestimentos foi utilizado o método 

de difusão descrito por Barbosa et al., (2013). Células dos microrganismos das linhagens de S. 

aureus ATCC 8095, B. cereus ATCC 4504, L. monocytogenes ATCC 7644 e E. coli ATCC 

23226 foram cultivadas por aproximadamente 16 horas em meio de crescimento próprios para 

cada cultura. Aproximadamente 10
6
 UFC/mL dessas culturas foram inoculadas em meio sólido 

fundido e vertido em placas de Petri. Após a solidificação do meio, foram adicionadas às placas 

microgotas (30µL) do revestimento antimicrobiano. As placas foram encubadas em 

temperatura de refrigeração por 12 h para difusão da bacteriocina, e depois na temperatura de 

crescimento dos microrganismos (37ºC) por 24 horas. Após a incubação, as placas foram 

avaliadas quanto à presença de zonas de inibição ao redor das microgotas.  

4.2.3. Estabilidade da nisina no revestimento 

De acordo com os resultados obtidos no teste preliminar descrito no item anterior, foi 

testada a estabilidade da nisina apenas no revestimento comestível a base se amido de milho 

(formulação 1-Tabela1), os mesmos foram mantidos sob temperatura de refrigeração, e testados 

quanto a sua atividade antimicrobiana após 0, 5, 10, 15 e 30 dias de incubação. Nos dias de 

avaliação, alíquotas dos revestimentos (30µL) foram assepticamente retiradas e submetidas ao 
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teste de atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar, descrito no item 4.2.2. 

utilizando Listeria monocytogenes ATCC 7644 como microrganismo indicador. 

4.2.4. Produção de revestimentos 

Em virtude dos resultados obtidos no teste preliminar, foram preparadas soluções 

aquosas de revestimento comestível contendo 4% de amido de milho e 2% de glicerol 

(FURTADO, 2013), e 0,15 µg/mL do agente quelante EDTA (LU et al., 2010) dissolvidos em 

água destilada. A concentração de nisina nos revestimentos, seguiu a legislação brasileira para 

queijos que é de até 12,5mg/kg de produto, já que ainda não existe legislação vigente no 

Brasil para alimentos de origem vegetal (BRASIL, 1997). Foram preparados revestimentos 

com e sem nisina, para o tratamento controle não foram utilizados revestimentos. Os 

revestimentos foram preparados segundo metodologia descrita no item 4.2.2.  

4.2.5. Crescimento de microrganismos deteriorantes em saladas de frutas 

A cada três dias, a qualidade microbiológica das saladas de frutas minimamente 

processadas foi avaliada pela determinação de bactérias mesófilas, e de fungos e leveduras. 

Para isso, 25g da salada de fruta minimamente processada foram retiradas assepticamente da 

embalagem, e homogeneizada em 225mL de solução salina (0,85%), e em seguida foram 

realizadas diluições decimais seriadas. Após obter as diluições, as mesmas foram submetidas 

ao teste de atividade antimicrobiana pelo método “drop plate” (MORTON, 2001) plaqueadas 

em meio PCA (Platee Count Agar) para análise de mesófilos.  Para a análise de bolores e 

leveduras, foi utilizada a técnica “pour plate”. Alíquotas de 1 mL de cada diluição foram 

adicionadas em para placas de Petri estéreis, e um volume aproximado de 15 mL de meio 

BDA (Batata Dextrose) fundido e resfriado foi vertido sobre a amostra, e em seguida 

homogeneizado. As placas foram incubadas a 30ºC por 3-5 dias e os resultados foram 

expressos em log10 UFC(unidade formadora de colônia) g
-1

 de amostra. Todas as contagens 

foram realizadas em três repetições e cada repetição em triplicata. 

4.2.6. Inoculação de patógenos em salada de frutas  

Após o processamento descrito no item 4.2.1., as amostras foram esterilizadas por 

exposição em lâmpada UV em câmara de biossegurança por 3 minutos de cada lado, em 

seguida foram imersas por 5 minutos em solução de peptona a 1% contendo aproximadamente 

10
6 

células/mL de L. monocytogenes (Barbosa et al., (2013). Após a inoculação as saladas de 

frutas dos tratamentos foram revestidas, e em seguida armazenadas em embalagens de 

polipropileno atóxico (PP) com tampa, e previamente esterilizadas. O tratamento controle foi 

inoculado com a bactéria e em seguida armazenado em embalagens sem aplicação de 

revestimento.  

As análises microbiológicas foram realizadas após 0, 3, 6, 9, e 12 dias de estocagem 

das amostras a 5±1ºC. Para isto foram realizadas diluições seriadas obtidas como descrito no 

item 4.2.5. Alíquotas de 30µL de cada diluição foram assepticamente retiradas, e plaqueadas 

em meio BHI (Brain Heart Infusion) para o crescimento de L. monocytogenes, e em seguida 

incubadas em estufa a 37ºC por 48 horas, os  resultados foram expressos em log10 UFC g
-1

 de 

amostra.  

4.2.7. Análises físico-químicas 

As características físico-químicas das saladas três tratamentos durante o período de 

armazenamento foram realizadas por meio das análises de pH, acidez total titulável (ATT) 

(met. 942.15 B da A.O.A.C., 1995). O teor de sólidos solúveis (°Brix), Teor de vitamina C 

(A.O.A.C 39.051 com adaptações de Carnelossi 2000). A perda de massa (%) realizada por 

meio da diferença entre a massa das amostras no dia do processamento e durante o período de 

armazenamento, mensurada em balança digital analítica. As análises de cor foram realizadas 



21 

 

 

utilizando-se um colorímetro (Minolta CR-10) calibrado com a cor branca.  Os parâmetros 

a*,b* e L* obtidos foram utilizadas para calcular o Índice de escurecimento (CARNELOSSI, 

2000). Os Carotenoides totais foram avaliados segundo métodos descritos por Lichtenthaler 

(1987) e os resultados expressos em µg/g de amostra. Atividade da enzima Polifenoloxidase 

(PPO) foi obtida de acordo com COELHO (2001), e a atividade expressa em unidades de PPO 

minˉ¹ mLˉ¹ gˉ¹ massa fresca. Todas as análises foram realizadas em intervalos de três dias 

durante o período de armazenamento, e em triplicata. 

4.2.8. Análise estatística 

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5 

sendo três tratamentos (2 revestimentos e 1 controle), cinco tempos (0,3,6,9,12 dias) e com 

três repetições. Todos os dados foram expressos como médias ± erros padrão das medias em 

triplicata e analisados pelo SISVAR versão 5.6. Análise de variância (ANOVA) foi realizada 

para testar diferenças significativas, e foi aplicado teste de Tuckey a 5% de significância 

(p <0,05). 

4.3. Resultados e Discussão  

4.3.1. Atividade e estabilidade da nisina nos revestimentos  

Em relação as doze formulações de revestimentos utilizadas, foi verificado que 

nenhuma das formulações do revestimento alginato de sódio apresentou halo de inibição 

contra os microrganismos. Para as formulações testadas a base de amido de milho, verificou-

se halo de inibição nas formulações que continham nisina (Tabela 2).   

Os resultados mostraram que atividade antimicrobiana foi observada apenas para as 

formulações acrescidas de nisina (Tabela 2). A formulação 1 foi eficiente na inibição tanto de 

bactérias gram-positivas quanto gram-negativas devido a presença de EDTA e a formulação 2 

apenas bactérias gram-positivas (Tabela 2). Este resultado foi confirmado pelo teste realizado 

com solução de água destilada acrescida de 500mg/100g de nisina (formulação 13, Tabela 1 e 

2), esta resposta confirma que a atividade antimicrobiana observada foi devido a presença da 

bacteriocina, e reafirma a eficiência da nisina na inibição de bactérias gram-positivas. A 

nisina apresenta atividade antimicrobiana para uma vasta gama de bactérias patogênicas 

gram-positivas de origem alimentar, incluindo Listeria monocytogenes, S aureus, 

Enterococcus, Clostridium e Bacillus spp. (RODRIGUEZ, 1996; THOMAS et al., 2002). 
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana das formulações de revestimentos comestíveis listadas na 

Tabela 1 contra diferentes microrganismos.    

FORMULAÇÕES 
MICRORGANISMOS 

E. coli B. cereus S. aureus L. monocytogenes  

1 + + + + 

2 - + + + 

3 - - - - 

4 - - - - 

5 - - - - 

6 - - - - 

7 - - - - 

8 - - - - 

9 - - - - 

10 - - - - 

11 - - - - 

12 - - - - 

13 - + + + 

14 - - - + 

(-) Ausência de halo de inibição 

(+) Presença de halo de inibição 

 

Para os tratamentos de revestimento a base de amido de milho com menor teor de 

nisina em sua constituição 5mg/100g (formulações 9 e 10 respectivamente), verificou-se 

inibição para bactérias gram-positivas apenas no local da microgota plaqueada, sem 

apresentar halo de inibição (Tabela 2). Comportamento semelhante foi observado na solução 

contendo água destilada e 5mg/100g de nisina (formulação 14), o que evidencia que a 

concentração utilizada não foi suficiente para inibir o crescimento dos microrganismos 

testados. 

Somente a formulação 1 que continha amido de milho, EDTA, e 500mg/100g de 

nisina, apresentou halo de inibição para a bactéria gram-negativa E. coli (Tabela 2). A solução 

que continha apenas água destilada e 500mg/100g de nisina (formulação 13), não apresentou 

halo de inibição para esta bactéria, evidenciando a potencialização da nisina com a presença 

do EDTA (STEVENS et al. 1991; UKUKU e FETT, 2004). O efeito sinérgico na combinação 

de EDTA e nisina onde também foram verificados por Kran et al. (2015) e Branen et al. 

(2004), onde a incorporação de EDTA melhorou a atividade antimicrobiana da nisina contra 

L. monocytogenes e E. coli, como observado no presente trabalho. O que pode ser explicado 

pelo fato que a nisina possui resíduos hidrofóbicos responsáveis por sua ação antimicrobiana, 

estes resíduos rompem a membrana citoplasmática bactérias gram-positivas pela formação de 

poros na membrana (SHAI, 1999). Nas bactérias gram-negativas a estrutura exterior de 

lipopolissacarídeos hidrofílica atua como barreira para a penetração de moléculas 
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hidrofóbicas (KHAN et al., 2015). Quando presente, o EDTA substitui os cátions divalentes 

dos sítios de ligação e reduz as interações entre moléculas da camada de lipopolissacarídeos 

(LPS), com a perda de LPS os fosfolipideos ficam disponíveis na membrana externa e 

formam canais por onde podem ser difundidas moléculas hidrofóbicas como a nisina 

(STEVENS et al., 1991; VAARA, 1992; GILL E HOLLEY, 2003). 

Com relação à estabilidade da nisina na formulação 1, podemos verificar que o 

revestimento apresentou potencial inibitório crescente em todo o período avaliado (Figura 1). 

Desta forma, é possível estabelecer uma relação linear entre a quantidade de dias e o tamanho 

dos halos de inibição apresentados pelo revestimento a base de amido de milho e nisina da 

formulação 1 quanto a inibição da bactéria L. monocytogenes, pois o revestimento apresentou 

halos de inibição desta bactéria quase três vezes maiores no final do período de 

armazenamento de 30 dias a 5±1ºC (Figura 1-2). A nisina também manteve-se ativa quando 

incorporadas em filmes de acetato de celulose por até 70 dias a 4±2ºC e temperatura ambiente 

de 30±2ºC (BARBOSA et al. 2013) e dissolvida em sucos de 8 tipos de frutas estocados por 

até 70 dias a 4±2ºC (DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015).   

 

Figura 1: Estabilidade da atividade antimicrobiana da nisina no revestimento comestível 

acrescido de nisina e EDTA (formulação 1). A formulação foi preparada e após 0,5,10,15 e 30 

dias de armazenamento (7±1ºC) amostras foram retiradas e testadas quanto a atividade 

antimicrobiana utilizando L. monocytogenes como microrganismo indicador. 

 

 

Figura 2: Atividade antimicrobiana de revestimentos comestíveis a base de amido de milho e 

nisina (formulação 1) contra L. monocytogenes ATCC7644. A atividade dos revestimentos foi 

avaliada pelo método de difusão em ágar em placas inoculadas previamente com 10
6
 

CFU/mL, nos intervalos de 0,5,10,15 e 30 dias de armazenamento dos revestimentos a 7±1ºC 

e as placas encubadas a 37ºC por 24h. 

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

0 5 10 15 30

h
al

o
 d

e
 in

ib
iç

ão
(m

m
) 

Tempo (dias) 



24 

 

 

4.3.2. Crescimento de microrganismos deteriorantes em saladas de frutas  

A contagem total de microrganismos aeróbios mesófilos das saladas de frutas 

minimamente processadas durante o período de armazenamento, é mostrada na Figura 3. 

Amostras revestidas com amido de milho e nisina, apresentaram aumento na população de 

microrganismos aeróbios mesófios menor que 1 cilo logarítimico, enquanto amostras 

revestidas com amido sem nisina e amostras do tratamento controle (sem revestimento) 

apresentaram aumento de até dois ciclos logarítmicos na contagem de células viáveis destes 

microrganismos.  Verificou-se aumento na contagem de mesófilos em todas as amostras, 

porém, amostras revestidas com amido e nisina apresentaram menor população microbiana, e 

diferiram estatisticamente das amostras dos demais tratamentos (p<0.05). Portanto o uso da 

bacteriocina nisina no revestimento a base de amido de milho inibiu significativamente 

(p<0,01) o aumento da contagem de bactérias mesófilas em salada de frutas minimamente 

processadas em 12 dias de armazenamento a 5±1ºC (Figura 3).   

 

Figura 3: Efeito do uso de revestimentos a base de amido de milho e nisina na contagem total 

de microrganismos aeróbios mesófilos. Tratamento controle sem imersão em revestimento 

(barras brancas), aplicação de revestimento de amido de milho sem nisina (barras cinzas), 

aplicação de revestimento de amido de milho com nisina (barras pretas), em saladas de frutas 

minimamente processadas armazenadas por 12 dias a 5±1ºC. Amostras retiradas a cada 3 dias, 

para realização de diluições seriadas e posteriormente plaqueadas em meio PCA.    

Foram verificadas contagens máximas de 10
2
 UFC/g para amostras revestidas com 

amido de milho com nisina, e de até 10
3
 UFC/g para amostras controle e revestidas com 

amido de milho sem nisina. Menores populações de bactérias mesófilas em produtos 

minimamente processados com revestimentos incorporados com bacteriocinas, também foram 

reportadas em frutas como kiwi e morango, pera, mamão e caqui (CÉ, 2009; CÉ et al., 2012; 

NARSAIAH et al., 2015; SANCHIS et al., 2016). A inibição do crescimento microbiano em 

revestimentos incorporados com bacteriocinas evidencia a estabilidade destas em 

revestimentos, e a manutenção da atividade antimicrobiana (NARSAIAH et al., 2013).  

 Devido a questões ligadas a saúde humana, a segurança microbiológica é um dos 

aspectos mais importantes da qualidade de alimentos (NARSAIAH et al., 2015). Frutas com 

pH>4,5 são reportadas como alimentos com alto risco de contaminação microbiológica e além 

disso, frutas minimamente processadas são mais susceptíveis a deterioração microbiológica, 

quando comparadas a frutas inteiras, principalmente devido aos danos causados durante o 

processamento expondo partes internas das mesmas (ROJAS-GRAU et al., 2009). 
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Microrganismos como aeróbios mesófilos, fazem parte da microbiota normal e têm pouca 

relação com a qualidade ou a segurança da matéria-prima (SANTOS et al., 2010). O limite 

internacional de aceitação de contagem total de microrganismos aeróbios mesófilos para 

vegetais prontos para consumo é de até10
6 

UFC/g (NZFSA, 2005; LEGNANI e LEONI, 

2004), porém busca-se populações destes cada vez menores a fim de aumentar a vida de 

prateleira do produto e oferecer segurança microbiológica aos consumidores.  

Amostras de salada de fruta revestidas com amido de milho com e sem nisina, 

apresentaram contagens significativamente menores de bolores e leveduras em relação as 

amostras do tratamento controle (sem revestimento), até o 6º dia de armazenamento (Figura 

4). A partir do 6º dia houve um aumento significativo na contagem de bolores e leveduras em 

todos os tratamentos e estes não diferiram entre si até o final do período de armazenamento. 

Apesar deste aumento nas contagens de bolores e leveduras em todas as amostras a partir do 

6º dia, as contagens finais em todos os tratamentos ficaram entre 4,6 e 4,7 LogUFC.g
1
, 

contagem abaixo da máxima 6 LogUFC.g
-1

, considerada como limite de aceitação para 

produtos à base de frutas durante um estudo de vida de prateleira (BIERHALS et al., 2011).  

 

Figura 4: Efeito do uso de revestimentos a base de amido de milho e nisina na contagem de 

bolores e leveduras. Tratamento controle sem imersão em revestimento (barras brancas), 

aplicação de revestimento de amido de milho sem nisina (barras cinzas), aplicação de 

revestimento de amido de milho com nisina (barras pretas), em saladas de frutas 

minimamente processadas armazenadas por 12 dias a 5±1ºC. Amostras retiradas a cada 3 dias, 

para realização de diluições seriadas e posteriormente plaqueadas em meio BDA.    

Menores contagens de bolores e leveduras também foram verificados por BENÍTEZ et 

al. (2013) em kiwis minimamente processados revestidos com aloe vera, e armazenados a 4ºC 

por até 11 dias, e em maçãs minimamente processadas revestidas com alginato de sódio e 

goma tara em relação ao tratamento controle nos primeiros 7 dias de armazenamento 

(PIZATO et al., 2013). Segundo os autores, estes resultados indicam que o revestimento não 

se tornou substrato para o desenvolvimento de microrganismos, retardando assim o 

crescimento destes, como observado nos primeiros 6 dias de armazenamento nas amostras 

revestidas com amido com e sem nisina. 

4.3.3. Inibição de bactérias patogênicas inoculadas em salada de frutas  

Revestimentos comestíveis a base de amido de milho incorporados com nisina, 

inibiram o crescimento e reduziram o número de células viáveis de L. monocytogenes em 
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saladas de frutas minimamente processadas por até 12 dias a 5±1ºC (Figura 5).  Amostras 

revestidas com amido de milho e nisina apresentaram redução de 75% no número de células 

viáveis de L. monocytogenes, enquanto amostras revestidas com amido sem nisina 

apresentaram redução de apenas 3% ao final do período de armazenamento. Em amostras do 

tratamento controle (sem revestimento), foi verificado aumento de 34% no número de células 

viáveis de L. moconytogenes após 12 dias de armazenamento, resultado significativamente 

maior quando comparado a amostras dos demais tratamentos no número de células viáveis de 

L. monocytogenes. 

 

Figura 5: Atividade antimicrobiana de revestimento de amido de milho incorporado com 

nisina (barras pretas), contra L. monocytogenes inoculadas em saladas de frutas minimamente 

processadas. Tratamento controle sem imersão em revestimento (barra branca), e tratamento 

com revestimento de amido de milho sem nisina (barra cinza), também foram realizados. As 

amostras foram armazenadas por 12 dias a 5±1ºC, e acontagem de células viáveis em meio 

sólido foi realizada a cada 3 dias.  

L. monocytogenes é uma bactéria capaz de sobreviver em frutas frescas e sucos 

(BARBOSA et al., 2013; BURNETT e BEUCHAT, 2001; MUTAKU et al., 2005), e surtos de 

listeriose tem sido responsáveis por vários casos de internação, e chegou a causar a morte de 

20 canadenses (WARRINER e NAMVAR, 2009). A eficiente ação da nisina incorporada em 

revestimentos comestíveis contra este tipo de bactéria tem sido citada em caquis revestidos 

com pectina de maçã e nisina (SANCHÍS et al., 2016), filmes de acetato de celulose e nisina 

em mangas minimamente processadas (BARBOSA et al, 2013), alfaces minimamente 

processadas cobertas com solução contendo nisina (RANDAZZO et al., 2009), e peras 

minimamente processadas revestidas com quitosana e nisina (CÉ et al., 2012). 

Surtos de listeriose ocorrem geralmente em populações superiores a 10
3
 UFC/g ou 

UFC/mL (TOMPIKIN, 2002).  Neste estudo, em amostras revestidas com amido e nisina, a 

partir do 9º dia de armazenamento foram verificadas populações menores que o limite seguro 

estipulado, mesmo após a inoculação de 10
6
UFC/mL desta bactéria. Enquanto em amostras 

dos tratamentos controle e revestidas com amido sem adição de nisina, foram verificados 

números de células viáveis de L. monocytogenes maiores que a dose infecciosa, durante todo 

período de armazenamento.   
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4.3.4. Análises físico-químicas  

Houve aumento da perda de massa durante o período de armazenamento em todos os 

tratamentos estudados (Figura 6-A). Verificou-se valores de perda de massa 

significativamente menores (p<0.01) que os demais tratamentos para amostras do tratamento 

revestido com amido e nisina, a partir do 6º dia (Figura 6-A). A perda de massa é um 

parâmetro importante para a avaliação da vida útil de produtos minimamente processados 

(NARSAIAH et al., 2015) pois, cortes ocasionados durante o processamento mínimo, 

aumentam a produção de etileno, atividade de água e a superfície de contato, levando a perda 

de água (WAGHMARE e ANNAPURE, 2013). Além disso, durante a estocagem frutas e 

hortaliças permanecem metabolicamente ativos ou seja, continuam ocorrendo reações de 

respiração e transpiração dentre outras reações bioquímicas, assim estão susceptíveis a perda 

de água e consequentemente a perda de massa.   

 

Figura 6: Efeito do uso de revestimentos na perda de peso (A), teor de sólidos solúveis (B), e 

Vitamina C (C) em salada de frutas minimamente processadas estocadas a 5ºC por 12 dias.

Controle) sem revestimento, ( ) revestimento de amido sem nisina, ( ) 

revestimento de amido com nisina. 

Verificou-se também aumento nos teores de sólidos solúveis (SST) nas amostras em 

todos os tratamentos, amostras dos tratamentos revestidos com e sem nisina, apresentaram 

menores teores de sólidos solúveis que amostras do tratamento controle, durante todo o 

período de armazenamento. Amostras revestidas com amido e nisina apresentaram valores de 

sólidos solúveis significativamente menores até o final do tempo de armazenamento (Figura 

6-B). Comportamento semelhante foi verificado em mamão minimamente processado 
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revestido com alginato incorporados com a bacteriocina pediocina, entre as amostras 

analisadas as revestidas com alginato incorporado com bacteriocina apresentaram menor teor 

de sólidos solúveis e perda de massa em relação ao controle (não revestidos) (NARSAIAH et 

al., 2015). Este aumento no teor de sólidos solúveis totais nas amostras do tratamento 

controle, reflete o amadurecimento das frutas devido à solubilização dos hidratos de carbono 

em estruturas mais simples (Waghmare e Annapure de 2013). 

Em relação ao teor de vitamina C, verificou-se perdas de vitamina C estatisticamente 

menores (p<0.05) para amostras revestidas com amido e nisina, seguidas por amostras 

revestidas com amido sem nisina e amostras controle respectivamente (Figura 6-C). Perdas de 

vitamina C ocorrem devido ao fato que o ácido ascórbico pode ser degradado pelo processo 

oxidativo, que é estimulado na presença de luz, oxigénio, calor, peróxidos e enzimas (PLAZA 

et al., 2006). No presente estudo, a película formada pelo revestimento pode fornecer proteção 

ao fruto e barreira a permeabilidade de gases, o que pode ter levado a redução perda de ácido 

ascórbico (Figura 6-C).   

Durante o período de armazenamento não foi verificada variação significativa para os 

parâmetros de pH e acidez total titulável das amostras de salada de frutas minimamente 

processadas, submetidas aos diferentes tratamentos (Tabela 3). A mudança dos níveis de 

acidez do produto é um bom indicador para o monitoramento dos estágios de maturação, uma 

vez que durante os estágios de amadurecimento e senescência, a teor de ácidos tendem a 

diminuir por serem importantes substratos para a respiração (VALERO et al., 2013). Porém, 

taxa respiratória e produção de etileno podem ser controladas pelo uso de baixas temperaturas 

como utilizadas neste trabalho, em torno de 5ºC.
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Tabela 3: Efeito de revestimento comestível a base de amido de milho e nisina, nas características físico-químicas de salada de frutas minimamente 

 processadas. Tratamento controle (sem revestimento), revestimento a base de amido de milho sem nisina, e revestimento a base de amido de milho  

com nisina.  

 Tratamento Dias de armazenamento (dias) 

0 3 6 9 12 

       pH Controle 4.49 ± 0.03
Aab

 4.51 ± 0.04
Aa

 4.54 ± 0.04
Aa

 4.27 ± 0.01
Ac

 4.29 ± 0.04
Ac

 

S/nisina 4.51 ± 0.02
Aa

 4.52 ± 0.03
Aa

 4.56 ± 0.07
Aa

 4.37 ± 0.06
Ab

 4.38 ± 0.04
Ab

 

C/nisina 4.39 ±0.01
Bb

 4.53 ± 0.08
Aa

 4.49 ± 0.02
Aa

 4.27 ± 0.04
Ab

 4.36 ± 0.03
Ab

 

Acidez (% de ácido 

cítrico) 

Controle 0.25 ± 0.02
Aa

 0.19 ± 0.01
Ab

 0.23 ± 0.02
Ab

 0.29 ± 0.01
Aa

 0.25 ± 0.02
Aa

 

S/nisina 0.23 ± 0.01
Aa

 0.20 ± 0.02
Ab

 0.19 ± 0.03
Bb

 0.26 ± 0.02
Aa

 0.21 ± 0.02
Aab

 

C/nisina 0.26 ± 0.01
Aa

 0.19 ± 0.02
Ab

 0.24 ± 0.01
Aab

 0.29 ± 0.04
Aa

 0.23 ± 0.02
Ab

 

Carotenoides Controle 1.55±0.12
Aa

 1.32±0.03
Bb

 1.28±0.05
Ab

 1.31±0.06
Bb

 1.18±0.07
Ab

 

 S/nisina 1.56±0.04
Aa

 1.38±0.04
Aab

 1.34±0.02
Ab

 1.45±0.09
Aa

 1.12±0.03
Ac

 

 C/nisina 1.31±0.10
Bab

 1.46±0.09
Aa

 1.21±0.03
Ab

 1.23±0.17
Bb

 1.15±0.13
Ab

 

IE (índice de 

escurecimento) 

Controle 106.75±7.87
aA 

110.83±2.04
aAB

 99.94±5.3
aA

 112.28±8.01
aA

 117.00±6.30
aA

 

S/nisina 118.12±4.38
abA

 93.92±3.75
cB

 101.71±6.15
bcA

 118.85±3.91
abA

 132.57±4.12
aA

 

C/nisina 110.97±3.24
aA

 113.39±4.65
aA

 95.96±4.11
abA

 82.33±4.35
bB

 116.78±10.54
aA

 

PPO Controle 0.0464±0.00
Aab

 0.0594±0.00
Aa

 0.0573±0.00
Aa

 0.0348±0.01
Aab

 0.0306±0.02
Ab

 

 S/nisina 0.0154±0.00
Bb

 0.0377±0.00
Bab

 0.0131±0.00
Bb

 0.0263±0.00
Aab

 0.0420±0.01
Aa

 

 C/nisina 0.0165±0.001
Bb

 0.0122±0.00
Cb

 0.0441±0.00
Aa

 0.0385±0.00
Aab

 0.0264±0.00
Aab

 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tuckey a 5% de  

probabilidade. 
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Verificou-se em todos os tratamentos avaliados redução no teor de carotenoides, 

porém amostras dos diferentes tratamentos não diferiram (p>0.05) entre si após 12 dias de 

armazenamento. Amostras do tratamento controle e revestidas com amido sem nisina 

apresentaram maiores perdas de carotenoides, 37 e 38 % respectivamente, enquanto em 

amostras revestidas com amido e nisina foram verificadas perdas de 12% de carotenoides 

após o período de armazenamento (Tabela 3). A utilização de revestimento de amido 

submetido a altas temperaturas durante a produção, ocasiona a obtenção de um filme mais 

uniforme e com melhor aderência a superfície do alimento, diminuindo assim a exposição do 

produto ao oxigênio e consequentemente minimizando a degradação dos carotenoides 

(LAGO-VANZELA et al., 2013). A incorporação de nisina no revestimento a base de amido 

de milho pode ter ocasionado uma película ainda menos permeável, resultando em menores 

perdas de carotenoides. 

Verificou-se também que amostras revestidas com amido e nisina apresentaram menor 

índice de escurecimento, em relação aos demais tratamentos (Tabela 3). Estas amostras 

apresentaram um aumento de apenas 5,45% no índice de escurecimento, enquanto amostras 

dos tratamentos controle e revestimento sem nisina apresentaram aumentos de 10,57 e 

11,86% respectivamente, ao final do período de armazenamento (Tabela 3). Estes resultados 

estão de acordo com aqueles verificados na atividade da enzima polifenol oxidase (PPO), 

onde amostras revestidas com amido e nisina apresentaram menor atividade desta enzima, 

consequentemente menor escurecimento (Tabela 3). PPO é considerada a principal enzima 

relacionada a perda de qualidade de produtos minimamente processados, pois sua atividade 

está diretamente relacionada com o escurecimento enzimático (SANCHIS et al., 2016).  

4.4. Conclusões  

Os resultados obtidos neste estudo, sugerem que revestimentos comestíveis a base de 

amido de milho e nisina podem ser usados como estratégia para aumentar a segurança 

microbiológica e a vida de prateleira de saladas de frutas minimamente processadas. Pois, 

nisina incorporada a este revestimento inibe o crescimento de microrganismos patogênicos e 

deteriorantes, e contribui para a manutenção da qualidade de salada de frutas minimamente 

processadas conservado seu teor de vitamina C e diminuindo a perda de massa.  
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