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RESUMO

Embalagens ativas, especialmente os filmes antimicrobianos vém sendo
estudados e avaliados como método auxiliar de conservacdo de alimentos,
principalmente por aumentar a vida-de-prateleira e reduzirem os niveis de
conservantes adicionados diretamente ao alimento. Neste trabalho, foram
desenvolvidos filmes antimicrobianos de Polietileno de Baixa Densidade
(PEBD), preparados por extrusdo industrial, adicionados de antimicrobiano a
base de prata (AlphaSan®) a concentragdes de 0, 0,1, 0,5 e 1,0% (m/m). Os
filmes extrusados foram avaliados quanto a espessura, distribui¢do da particula
de prata nos filmes e propriedades de tragdo, resisténcia a perfuragio e barreira
ao oxigénio (TPO2). O potencial antimicrobiano in-vitro de cada filme em
relagio aos microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus spp.e
Salmonella spp. foi testado. Amostras de carne bovina (contrafilé) foram
acondicionadas em embalagens a vacuo elaboradas com os filmes nas
concentragdes citadas, para verificacdo da agfo antimicrobiana em relagdo a
Contagem Bacteriana Total-CBT e bactérias do género Pseudomonas por 10
dias, em condicdes de refrigeragdo comercial (3+1°C). Adicionalmente, foi
realizada a andlise de cor utilizando colorimetro e metodologia digital, além da
avalia¢do do teor de prata no alimento. O aditivo a base de prata inserido nos
filmes de PEBD ndo modificou de forma significativa as propriedades de
tracdo, resisténcia a perfuracdo e barreira ao oxigénio, mostrando dispersio
homogénea das particula de prata nos filmes. As embalagens com as trés
concentragdes de antimicrobiano estudadas mostraram-se eficientes na inibigao
do crescimento in-vitro de Staphylococcus aureus., porém, apenas o filme com
maior concentrag@o de prata (1%) apresentou inibi¢do de Salmonella spp. Este
filme também mostrou melhor desempenho na reducdo de microrganismos
Contagem bacteriana total-CBT e contagem de Pseudomonas, apresentando, ao
final de um tempo de avaliagdo de 10 dias, uma redugdo de 2 ciclos
logaritmicos para CBT e 1 ciclo para Pseudomonas, em relacio a carne
acondicionada no filme sem adi¢do de agente antimicrobiano. A cor da carne
acondicionada nos filmes antimicrobianos contendo 0,5 e 1% adquiriu
coloragdo vermelho-cereja, enquanto que as amostras acondicionadas a 0,1% de
prata e no filme controle mostraram intensificagio da coloragdo marrom
referente a formagao de metamioglobina, cor tipica de carne embalada a vécuo.
O método digital para obtencdo dos pardmetros de cor mostrou ser mais fiel a
observacdo visual do produto quando comparado com os resultados obtidos
pelo colorimetro. Foi observado um teor maximo de prata presente no alimento
de 0,0375 + 0,0028 mg de Ag.kg-1, correspondente ao filme com adi¢do 1% de
prata. Este valor, porém, ndo excedeu a quantidade determinada pela legislacio
vigente, que € de 0,05 mg.kg-1.






ABSTRACT

Active packages, specially antimicrobial films, are being studied and evaluated
as auxiliary methods of food conservation, mainly for increasing shelf-life and
reducing the levels of addictives added directly in the foods. In this work,
antimicrobial films made of Low Density Polyethylene Films (LDPE), prepared
by industrial extrusion with silver addition (AlphaSan®). The films produced
were evaluated regarding to thickness, silver particle distribution and traction
properties, resistance to perforation and oxygen barrier (O2PT). The in-vitro
microbial potential of each film related to the pathogenical microorganisms
Staphylococcus aureus spp.and Salmonella spp. were tested. Samples of beef,
Striploin (m. Longissimus dorsi) were packed for microbial action verification
on Total Bacterial Counting (TBC) and growth of Pseudomonas for 10 days in
chilled commercial conditions (3+1 °C). Additionally, a meat color study in
each treatment was done by traditional colorimetric methods, using a
colorimeter, and by digital and computational method. Determination of the
silver content was evaluated in the meat. The addition of the silver-based
addictive has not significantly modified (p>0,05) the traction properties,
perforation resistance and oxygen barrier, showing also a good homogeneity in
the silver particle distribution and thickness of the film. The antimicrobial films
in the three concentrations were evaluated and considered efficient on the in-
vitro growth inhibition of Staphylococcus aureus. Considering the other
microorganisms tested, just the 1% silver-based film F3 film (film with greater
concentration of silver (1%)) showed inhibition against Salmonella spp. It The
F3 film also had a better performance on the psychotrophic microorganism
reduction and counting of Pseudomonas reducing 2 logarithmic cycles for TBC
and 1 cycle for Pseudomonas in ten days, the end of the evaluation time. The
color of meat packaged using 0,5% and 1% antimicrobial films showed to keep
the bright red coloration, while the samples packed in the Control or 0,1%
silver films showed a brownish color,characteristic of the metamioglobina
formation, a typical compound found in vacuum packed meat. The digital color
meter method gave better informations about the meat color in the storage time.
Colorimetric measures given by a colorimeter did not correspond to the meat
color as observed by eyes. Silver maximum contents detected in meat packed
using films with 0,5 and 1% m:m silver amount was 0,0375 + 0,0028 mg
Ag.kg-1, and.did not exceeded that one determined by Brazilian Food Law
(0,05mg.kg-1), in the evaluated times.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o estilo de vida dos consumidores estabelece desafios
aos pesquisadores das mais diferentes dreas. Neste contexto, a industria
alimenticia ndo poderia tomar um rumo diferente. Nos ultimos anos, pode
ser percebida uma brusca mudancga a nivel mundial nos hébitos e costumes
alimentares. O ndmero de consumidores que buscam alimentos “prontos
para o consumo” tem crescido a cada ano, fato este que se deve,
possivelmente, ao pouco tempo por parte da populacdo para o preparo
culindrio minimo doméstico.

Por outro lado, a busca pela alimentacdo prdtica e rapida ndo
eliminou por completo a exigéncia de alimentos sensorialmente similares
aos alimentos in natura, além da manutencdo quanto aos valores
nutricionais e a seguran¢a do alimento (AHVENAINEM et al., 1998). Os
organismos mundiais de atencdo a sadde e qualidade de vida, dentre eles a
World Health Organization (WHO), enfocam constantemente em suas
campanhas a preocupagdo com a qualidade nutricional e, principalmente,
com as questdes ligadas a satide puablica, ou seja, a qualidade
microbioldgica.

Waurlitzer (2007) relata que os grandes volumes de alimentos
industrializados pdem em evidéncia a ocorréncia de doencgas veiculadas
pelos mesmos. Estimativas do Centro de Controle e Prevengdo de Doengas
(CDC) dos Estados Unidos indicam 76 milhdes de casos de doencas
alimentares por ano, com aproximadamente 5000 6bitos (CLEVELAND et
al., 2001). Na Unifo Européia foram relatados 42.447 casos de doencas de
origem alimentar (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2005),
com maior nimero de casos causados por Salmonella e Campylobacter,
seguidos por Yersinia, E.coli e Listeria monocytogenes, sendo reportadas
107 mortes por listeriose, em 2004. No Brasil, em levantamento realizado
pelo Sistema Unico de Saide (SUS), foram constatados que 4,5 e 4,8% das
infeccdes hospitalares diagnosticadas como infecgBes intestinais sdo
causadas pela ingestdo de alimentos microbiologicamente alterados.

Para os casos citados de veiculagdo de doengas por alimentos, o
abuso da exposi¢cdo do alimento ao bindmio de tempo e temperatura se faz
presente na grande maioria dos casos, juntamente com a presenca de
microrganismos pertencentes a classe dos patogénicos. Mas a classe dos
microrganismos patogénicos ndo € a unica que afeta a integridade de um
produto alimenticio.
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Os microrganismos deteriorantes nio transmitem doencas mas, em
contrapartida, sdo responsdveis por alteragdes indesejaveis nas propriedades
organolépticas, influenciando na vida de prateleira do alimento. Um
exemplo é o sistema de acondicionamento de carne in-natura para
comercializacdo no Brasil, cujas embalagens a vdcuo possuem, em sua
constitui¢do, envoltérios com filmes de alta barreira ao oxigénio. Este
sistema, embora seja eficiente como barreira aos microrganismos
pertencentes a flora aerdbia, e que sdo associados a patogenicidade, ndo
impede, de forma significativa, o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes. Estes tltimos sfo tipicamente microaer6filos, ou mesmo
anaerdbios, e neste conceito a embalagem exerce apenas o papel de barreira
contra o oxigénio.

O crescimento de microrganismos deteriorantes acarreta na carne
resfriada odores indesejdveis e, também, a formacdo da “limosidade
superficial’, popularmente chamada “mela”, fator este que exerce
influéncia negativa na escolha do produto por parte dos consumidores.
Além da limosidade e odores indesejdveis, o sistema a vicuo, por conta da
baixa disponibilidade de oxigénio, acarreta a mudanca de coloragdo
vermelha tipica de carne fresca, levando-a a tonalidades de vermelho escuro
intenso, por vezes quase marrom, que muitas vezes € associada a produtos
deteriorados.

Na busca por alternativas que minimizem os efeitos do sistema a
véacuo, surge a possibilidade de aplicacdo de sistemas de embalagens ativas.
Embalagens ativas tém como conceito ndo apenas atuar como barreira ao
oxigénio e/ou demais fatores externos, mas também de controlar um ponto
critico de conservacdo por meio de interacdes entre a propria embalagem e
o alimento acondicionado. Para este caso especifico de acondicionamento
de carne, o tipo de embalagem ativa adequada envolve os filmes com
capacidade antimicrobiana.

Embora a proposta do sistema apresente indmeras vantagens,
diversos pontos devem ser avaliados na aplicacio de filmes antimicrobianos
em escala industrial. Por se tratar de estudos relativamente recentes, muitos
trabalhos t€m sido desenvolvidos a respeito da verificagdo da eficiéncia de
agentes antimicrobianos, especialmente aqueles que contém prata (Ag),
sobre microrganismos emergentes in vitro e, em alguns casos, incorporacao
da prata em biofilmes. No entanto, poucos estudos estdo voltados a
incorporagdo da prata em filmes poliméricos com potencialidade de
aplicacdo em situacdes comerciais.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Com foco no estudo de aplica¢des de filmes ativos em alimentos,
este trabalho apresenta, como proposta, a incorpora¢do de um aditivo
antimicrobiano a base de prata, diretamente ao processo de extrusdo de
filmes comerciais de polietileno. Dos filmes produzidos, pretende-se avaliar
possiveis alteracdes sofridas pelo filme devido a incorporacdo do aditivo,
bem como as potencialidades de aplicacdo em cortes de carne bovina.

1.2.2 Objetivos especificos

a)Produzir, por sistema de extrusdo industrial, filmes de PEBD em
trés diferentes concentragdes do agente antimicrobiano AlphaSan®;

b)Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro dos filmes em relagio
aos microrganismos de referéncia em carne bovina acondicionadas
a vacuo (Staphylococcus aureus spp., Salmonella spp.);

c¢)Avaliar o efeito da incorporacdo do aditivo antimicrobiano sobre as
propriedades mecanicas e de barreira dos filmes produzidos;

d)Analisar a distribuicio da particula do aditivo antimicrobiano
inserido nos filmes;

e)Caracterizar o potencial microbiolégico do filme utilizado como
embalagem a vicuo de cortes de carne bovina durante a estocagem
em sistema de refrigeracdo comercial, no que diz respeito a
microrganismos psicrotréficos e Pseudomonas;

f) Verificar o efeito do filme com agente microbiano a base de prata
sobre a cor da carne ao longo do tempo de estocagem;

g)Detectar a contamina¢do do alimento por liberacdo da prata
oriunda da embalagem.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Conservaciao de alimentos e seguranca alimentar

Mudangas nos hébitos e costumes alimentares tém acompanhado o
homem durante toda sua trajetéria. A necessidade de armazenamento
durante os periodos de escassez impOs a ele a busca por alternativas de
conservacdo para sustento de seus dependentes, gerando, mesmo que por
instinto, técnicas de conservacio de alimentos que muito contribuiram para
a ciéncia aplicada hoje. Como exemplos de sucesso tem-se a salga, a
secagem e o resfriamento (WURLITZER, 2007).

O estilo atual de vida dos consumidores tem gerado desafios aos
fabricantes de alimentos pois, a cada dia, cresce a procura por alimentos
que sejam cada vez mais convenientes, com curto tempo de preparo e longa
vida de prateleira. A vida de prateleira de um alimento depende de uma
série de fatores ligados a alteracdes de ordem quimica, fisica e
principalmente microbiolégica. As alteracdes de ordem fisica e quimica
estdo fortemente associadas a fatores externos, como presenca de luz e
temperaturas de transporte e armazenamento (OLIVEIRA, 2004).

Embora as alteracdes de ordem microbioldgica tenham também
relacdo com fatores ambientais, os alimentos apresentam, em sua maioria,
uma diversidade de fatores tal que se tornam excelentes meios de
crescimento para microrganismos. Dentre os alimentos comercializados, a
carne, especialmente a bovina, é merecedora de atencdo. A principal
propriedade que explica o rapido crescimento microbiano na carne bovina
consiste em sua prépria composi¢do: 75% de dgua e 25% de vérios outros
metabodlitos, como aminodcidos, peptideos, nucleotideos e agucares
(LAWRIE, 1979). A temperatura é um dos fatores de grande importancia,
mas ndo o Unico. A propor¢cdo de bactérias presentes na superficie dos
cortes bovinos €, em grande parte, oriunda da manipulacdo nas mesas
frigorificas, da dgua utilizada no processo e das camaras frigorificas de
armazenamento. Com tantas fontes contaminantes possiveis, a carne torna-
se um foco de grande importincia no ambito da seguranca alimentar.

Segundo levantamento realizado por Silveira (2005), ja é conhecido
que mais de 200 doencas sdo transmitidas através do alimento. Muitos
patégenos que causam sérios problemas hoje, como por exemplo
Campylobacter cavatenesis, ndo eram reconhecidos como causadores de
doengas veiculadas por alimentos, hd 25 anos (MEAD et al., 1991). Em
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1996, 46% dos casos confirmados e reportados pelo Center for Disease
Control (CDC) e Food and Drug Administration (FDA), foram causados
por Campylobacter cavatenesis, sendo seguidas por Salmonella (28%),
Shigela (17%) e Escherichia coli O157: H7 (5%) (ALTEKRUSE et al.,
1999). Os sintomas variam de moderada gastroenterite a sindromes renais,
hepadticas e neuroldgicas.

De 1995 a 1999, 22 paises latino-americanos enviaram informacdes
ao Sistema Regional de informagdes Epidemioldgica das doencas
veiculadas por alimentos, indicando a ocorréncia de 3.577 surtos, 113.349
casos e 210 mortes. Para os surtos o alimento associado foi identificado em
2.540 ocorréncias (74,5%). Os alimentos de origem animal foram os que se
apresentaram com maior freqiiéncia (1.457 surtos), o que representa 61,7%
do total. Os agentes etioldgicos foram identificados em 1.939 surtos, sendo
que a Salmonella spp. e Staphylococcus aureos foram os que contribuiram
em maiores proporc¢des (SILVEIRA, 2005 apud OPAS, 2000).

Dados disponiveis pelo Sistema Unico de Saide (SUS), no periodo
de 1998 a 2001, mostraram que 4,5 e 4,8% das infeccdes hospitalares
diagnosticadas como infec¢des intestinais, como a cdlera, febre tiféide,
shigelose, amebiase e gastrointerite, foram, em 90% dos casos, causadas
pela ingestdo de alimentos microbiologicamente alterados. Foi o grupo de
maior ndmero de internagdes em relacdo a outras doengas infecciosas.

Além dos problemas relacionados a seguranca alimentar causados
por microrganismos patogénicos, existe ainda a populacdo dos
microrganismos deteriorantes. Estes, por sua vez, muito embora nio sejam
protagonistas de doencas, sdo responsaveis por grandes perdas industriais
de matéria-prima, com énfase acentuada aos produtos de origem animal
(SILVEIRA, 2006).

2.2 embalagens ativas: conceitos, tipos de sistemas ativos e aplicacoes
2.2.1 Conceitos de embalagens ativas

A funcdo mais antiga e primordial da embalagem é preservar ao
maximo a qualidade do produto, criando condi¢cdes que minimizem
alteracdes quimicas, bioquimicas e microbiolégicas. Contudo, o conceito
tradicional de que esta fun¢@o deve ser exercida por meio de uma interagio
minima entre a embalagem e o produto estd superada frente as vdrias
tecnologias que vém sendo desenvolvidas nas ultimas décadas, e que t€m,
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por principio, uma interagdo embalagem/produto como forma de preservar
a qualidade e a seguranca do alimento (OLIVEIRA, 2004).

Yan et al. (2005) e Miltz et al (2006) definem embalagens ativas
como sendo um sistema que propicia uma interagdo do préprio material de
embalagem, sua atmosfera interna e o alimento, com propdsito de aumentar
a vida de prateleira. Uma embalagem ativa deve atuar sobre um ponto
critico de controle para conservacdo, ou seja, a reagdo indesejivel que
ocorre levando o produto ao estado impréprio para consumo. Em alimentos,
indmeras reacdes sdo indesejaveis, podendo estas ser de ordem quimica,
fisica e principalmente de ordem microbioldgica.

Um conceito similar também pode ser visto nos trabalhos de
WURLITZER (2007) apud APPENDINI e HOTCHKISS (2002):
embalagem ativa é aquela que interage com o produto nos pontos de
contato embalagem-alimento, para restringir o crescimento de
microrganismos ou entio reduzir processos de deteriora¢do da qualidade.

Soares (1998) conceituou como embalagens ativas aquelas que
interagem com o alimento, modificando alguma propriedade de forma a
proporcionar seguranga, melhoria de qualidade sensorial e ampliar a vida de
prateleira do produto.

Segundo Rooney (1995) a sistemdtica da embalagem ativa € definida
como aquela que ndo apenas separa o alimento do meio ambiente, mas que
interage com o alimento para manter suas propriedades. De acordo com
Scannel et al. (2000), embalagem ativa é um conceito inovador que
combina avangos em tecnologia e seguranca dos alimentos, embalagens e
materiais, em um esforco para atender e melhorar as demandas dos
consumidores por alimentos mais frescos e seguros.

2.2.2 Tipos de sistemas de embalagens ativas
a) Embalagens com sistemas absorvedores de oxigénio

A alteracdo indesejdvel de um produto alimenticio, sendo esta de
ordem quimica, fisica ou microbiolégica, normalmente encontra-se ligada a
um fator condicionado ao meio ao qual o produto € exposto, tecnicamente
chamado de “fator de sensibilidade”. A maioria dos alimentos apresenta
alta sensibilidade ao oxigénio, particularmente o grupo das carnes e
produtos derivados, devido a natureza aerdbia de um grande niimero de
microrganismos deteriorantes e patogénicos (WURLITZER, 2007).
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Para controlar a disponibilidade de oxigénio no interior de um
sistema, substincias com capacidade de absor¢do do gds podem ser
incorporadas diretamente ao préprio material de embalagem, embora esta
adi¢@o possa promover altera¢des nas propriedades do material em questdo
(OLIVEIRA, 2004).

Outra maneira para proporcionar contato entre a substincia com
capacidade de absor¢do de Oxigénio e o alimento é colocar a substincia
absorvedora acondicionada em um sachet, onde sofrerd reducdo pelo
Oxigénio e que serd consumido gradualmente. Consequentemente ocorrerd
uma diminui¢do da concentra¢do de Oxigénio residual na embalagem ao
nivel exigido para uma situacdo especifica. Estudos mostram que € possivel
diminuir a concentragio de Oxigénio residual a valores menores que 0,1 %
no espaco livre (SUPPAKUL et al., 2003).

As substincias comumente utilizadas nos estudos de absorcdo de
Oxigénio residual sdo sais de ferro, dcido ascérbico, pigmentos
fotossensiveis, enzimas (glicose-oxidases e etanol oxidase) bem como
dcidos graxos insaturados. A forma mais comum de utilizacio de
absorvedores de oxigénio é a de sachet. Diversos produtos estdo
disponiveis comercialmente, e, alguns deles também podem ser
incorporados em polimeros como polietileno e polipropileno, através da
oxida¢do da cadeia polimérica ou de grupos laterais, sendo a reacdo
catalisada por sais metdlicos, em geral a base de cobalto (OLIVEIRA,
2004). Alguns exemplos de filmes absorvedores de Oxigé€nio e sachets
absorvedores sdo mostrados na Figura 2.1.

Dentre os filmes disponiveis comercialmente, a CryoVac possui a
linha OS-FilmsTM®, onde o filme capaz de ligar-se ao oxigénio é composto
por 90 % de terpolimero oxiddvel (etileno metacrilato ciclohexenil metil
acrilato) e 10 % de catalisador metalico a base de sais de cobalto e
fotoiniciador. Este filme € utilizado como camada interna na fabricacdo de
embalagens flexiveis destinadas a alimentos. Como o polimero tem
capacidade limitada em absorver oxigénio residual interno da embalagem, é
necessdrio que a camada externa do filme apresente uma barreira ao
oxigénio, como um filme de poliamida ou etileno vinil-dlcool, EVOH
(BUTLER, 2002; OLIVEIRA, 2004; WURLITZER, 2007).

A Crevron-Phillips Co. possui um filme com mesma composi¢éo, o
OSP®, cujo mecanismo de ativacio ocorre através da aplicacdo de luz UV
na linha de embalagem. Este filme tem sido aplicado em carnes, queijos e
massas frescas, e como ndo necessita de umidade para ativacdo, pode ser
aplicado também a produtos secos como café, nozes ou misturas de
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panificacio (MARKARIAN, 2004). Outro exemplo, o filme o
ShelfplusTM02® da Ciba Chemicals, a base de sais ferrosos, € ativado por
umidade, aplicado a produtos tmidos (OLIVEIRA, 2004). A empresa
Wipak Walsrode desenvolveu um filme com barreira a oxigénio que é
aplicado a tripas artificiais de produtos cdrneos, o Combitherm O,
Absorber®, sendo que a camada ativa de poliamida é interna a outras
camadas plasticas, ndo entrando em contato com o alimento e sendo isolada
do ambiente externo. A ativagdo ocorre na linha de embalagem do produto
e acredita-se que a retirada de oxigé€nio seja um pouco mais lenta, sendo
necessdrio que este primeiro permeie a barreira interna passiva
(OLIVEIRA, 2004 apud WURLITZER, 2007).

Figura 2.1 - (a) embalagens com substancias absorvedoras de oxigénio
incorporadas ao material polimérico. (b) Sachet absorvedor de oxigénio em contato

com alimentos.
(SARANTOPULOS e MORAES, 2006)
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b) Embalagens com absorvedores de umidade

Além do Oxigénio, outro fator critico na conservacio de alimentos é
a umidade do produto. Os alimentos que devem ter como sua propriedade a
baixa umidade, sofrem rea¢des de alteracdo quando uma pequena parcela
da 4agua de constitui¢do € condensada no interior do sistema, podendo levar
o produto a um estado impréprio, principalmente sob o ponto de vista
sensorial. Em contrapartida, alimentos de alta umidade, como € o caso de
carnes frescas, produtos do mar, cortes de frango, sofrem, inevitavelmente,
exudagdo da dgua de composicdo. O conteido da dgua exudada, além de
causar um aspecto visual indesejdvel, pode atuar como acelerador de
crescimento dos microrganismos de superficie (WURLITZER, 2007).

Para casos onde a dgua no interior de um sistema deve ser
aprisionada, filmes poliméricos contendo sais de poliacrilato e copolimeros
de amido auxiliam na absor¢do de pequenas fragdes de dgua pelo préprio
material de embalagem (ROONEY, 1995). Outro fator negativo € a
deturpacdo da visibilidade e translucidez provocada pela condensacdo de
dgua na embalagem em alimentos nio expostos a refrigeracdo. Alimentos
embalados que sdo expostos a variacdes de temperatura, nos quais ocorre
condensacio de umidade sobre a superficie do filme e reducdo da
transparéncia, podem utilizar aditivo antifog, tendo como exemplos vinilon
orientado biaxialmente e polietileno de alta densidade orientado em rolos de
compressdo (OZDEMIR e FLOROS, 2004). Estes materiais reduzem a
tensdo interfacial entre o condensado e o filme, contribuindo para a
transparéncia e permitindo ao consumidor visualizar o produto, apesar de
ndo afetar a quantidade de dgua presente no interior da embalagem.

Absorvedores de umidade podem ter sua ac¢do potencializada quando
se combina seu poder de absor¢io de umidade com um agente
antimicrobiano, como descrito em patente registrada por SOARES (2004),
em que pesquisas demonstraram a efetividade de sachets absorvedores de
umidade antimicrobianos na inibicdo de microrganismos. Alimentos
desidratados ou secos, nos quais pequenas quantidades de vapor de dgua
provocam alteragdes sensoriais, podem se beneficiar da adi¢do de um
sachet contendo agente dessecante (silica gel, 6xido de cdlcio, silicatos de
aluminio, potéssio, sédio e cdlcio, entre outros), como ja usado em pipocas,
batata chips, doces e condimentos. A Figura 2.2 mostra embalagens com
sistemas de absor¢cdo de umidade.
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Figura 2.2 - sistemas de embalagens com absorgéo de umidade
(SARANTOPULOS e MORAES, 2006)

2.2.3 Embalagens com liberacdo ou absorcdo de CO2 e etanol ou SO,

O diéxido de carbono, em niveis de 60 % a 80 %, tem capacidade de
inibir o crescimento microbiano em superficies de alimentos e, assim,
colabora para aumentar a vida de prateleira, ou entdo para reduzir o colapso
da embalagem pela diminui¢ao do volume gasoso em seu interior. A adi¢do
de substancias geradoras de CO, em embalagens de alimentos pode ser
efetuada na forma de sachet ou por adi¢do a estrutura do polimero plastico
(WURLITZER, 2007). Como a permeabilidade de polimeros pldsticos ao
CO2 € 3 a 5 vezes maior que ao O, em muitos plésticos, € necessdrio que o
CO2 seja gerado continuamente, para manter a concentracdo desejada no
interior da embalagem (SUPPAKUL et al., 2003). Geradores de CO2
podem ser aplicados em carne fresca, frango, pescado e embalagem de
queijos, sendo que altas concentracdes de CO2 podem provocar alteragdes
sensoriais em produtos e desenvolvimento de glicSlise anaerdbica
indesejdvel em frutas. Outro ponto importante a ser observado no uso de
CO; é aquele que diz respeito a mudanca de cor da carne, provocada pela
auséncia de oxigénio, tornando-a de coloragdo marrom indesejdvel
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(FRANCO, 1996). Um exemplo de composto gerador de CO2 ¢ a mistura
seca de bicarbonato de sédio e 4cido citrico, que em contato com a umidade
do alimento, reage e libera CO2 no interior da embalagem (BRODY et al.,
2001).

No caso de embalagens geradoras de etanol, segundo descrito por
Wourlitzer (2006), os primeiros sachets com esta funcdo foram constituidos
de etanol grau alimenticio encapsulado em p¢ inerte fino, sendo a taxa de
liberacdo de etanol controlada pela permeabilidade do filme. Ao final do
periodo de estocagem, o teor de dlcool pode ser inaceitivel para o
consumidor, podendo ser evaporado por aquecimento antes do consumo do
produto (SUPPAKUL et al., 2003). OZDEMIR e FLOROS (2004) indicam
a possivel adicdo de aromatizantes como baunilha ou outro, com objetivo
de reduzir a percepcao do odor de dlcool na embalagem.

Sarantépulos e Moraes (2006) mostraram que saches de Na,;S,0s (P-
sulfado de sédio), quando em contato com a umidade do alimento, ocasiona
a liberagcdo de SO,, eficiente na inativag@o bactérias e fungos indesejaveis
em uvas, preservando-as por até 140 dias (Figura 2.3).

a B a
o s
o == = e ]
s B o
N L]
L] L]
a®  a
B o
Na,S,0; + umidade = SO, gasoso

Figura 2.3 - Sachés geradores de gids SO, GRAPEGE®
(SARANTOPULOS; MORAES, 2006)

2.2.4 Embalagens antimicrobianas

A embalagem antimicrobiana atua reduzindo, inibindo ou retardando
a microbiota presente, principalmente na superficie do alimento embalado,
ponto onde ocorre a maior parte das reacdes de deterioracdo, ou mesmo o
crescimento de patégenos. Essas embalagens podem apresentar-se de varias
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formas: adicdo de sachés no interior da embalagem contendo substincias
antimicrobianas volateis e ndo volateis; adicdo direta da substincia
antimicrobiana no polimero de diferentes maneiras, sendo estas maneiras:
(a) recobrimento, (b) incorporacio do agente antimicrobiano direto no
polimero, (c) imobilizacdo do antimicrobiano no polimero, e (d)
modificacdo da superficie. (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002, apud
SILVEIRA, 2006; WURLITZER, 2007), conforme mostrado na Figura 2.4.

a) Na Figura 2.4.a, a adi¢d@o, por recobrimento na forma de spray, de
um agente antimicrobiano sobre a embalagem antes do contato com o
alimento, € uma barreira adicional aderida ao préprio alimento, como é o
caso dos filmes comestiveis aplicados em frutas. Além do beneficio devido
ao fato de ser comestivel e biodegraddvel, tem simples manuseio, podendo
ser aplicada a seco ou com cobertura imida (HAN, 2003). Publicacdes de
OLIVEIRA e OLIVEIRA (2004) e SUPPAKUL et al. (2003) mostraram a
possibilidade de agregar nisina as coberturas como agente antimicrobiano,
porém, a dificuldade de retirada da cobertura no momento do consumo
pode deixar residuos indesejdveis ao alimento.
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Figura 2.4 - Métodos de incorporagdo de agente antimicrobiano em embalagens
(QUINTAVALLA, S., VICINI, 2002)
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b) A Figura 2.4.b mostra uma metodologia que consiste na
alternativa mais vidvel e com melhores resultados até o momento. Trata-se
da adi¢do de um aditivo antimicrobiano diretamente na mistura de
polimeros, com obtencdo de pellets, os quais serdo destinados a extrusao.
Este processo também pode ser chamado de aditivagdo antimicrobial.
Embora exista uma infinidade de aditivos com possiveis potencialidades
antimicrobianas (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002), o aditivo a se
utilizado deve ser resistente as mesmas condicdes processuais do polimero
em questdo, o qual, em geral, € submetido a condi¢des de temperatura
bruscas. Para a efici€éncia do processo e posterior atua¢do antimicrobiana,
faz-se necessario um estudo da estabilidade do aditivo frente as condigdes
processuais. BUONOCORE (2005) estudou a extrusdo de filmes de PEBD
enriquecidos com extrato de alecrim, observando a ineficiéncia dos filmes
devido a desestabilizacdo do aditivo pela temperatura processual de
extrusdo.

¢) Em 2.4.c, a imobilizacio do agente no polimero é realizada
quando existe, ja no préprio polimero, atividade bioldgica, ou grupamento
lateral que permita a covaléncia dos fons com efeito antimicrobiano, nio
permitindo desta forma a migracdo dos componentes ao alimento
acondicionado, como € o caso do polimero de quitosana. A imobilizacdo da
substincia antimicrobiana pode ser efetuada por ligacdo covalente,
adequada para os casos em que a legislacdo ndo permita migracdo, devendo
a inibicdo acontecer apenas na interface embalagem-produto. Um dos
métodos para ligar agentes bioativos a polimeros € o uso de glutaraldeido,
agente eficiente na formacdo de ligacdes cruzadas entre proteinas ou outras
moléculas bioldgicas a polimeros. Exemplo desta tecnologia é dada pela
enzima naringinase (SOARES, 1998). Também sdo usados métodos que
utilizam carboimidas e ésteres ativos de succinimidil succinato (STEVEN e
HOTCHKISS, 2003).

d) A Figura 2.4.d mostra que a acdo antimicrobiana se deve a
modificacdo das caracteristicas fisicas da superficie. PAIK et al. (1998)
efetuaram estudos com uso de irradiacdo ultravioleta (UV) sobre filmes de
poliamida (nylon 6,6), provocando a transformacdo do grupo amida do
filme em aminas, atuando estes grupos como sitios de superficie com agdo
antimicrobiana. O filme foi testado contra Staphylococcus aureus
promovendo trés reducdes decimais apdés 6 horas, a partir de uma
concentracio inicial de 8x103 UFC.mL-1.

Na maioria dos alimentos sélidos e semi-solidos, o crescimento
microbiano € superficial, até mesmo porque a maior parte da carga
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microbiana dos alimentos € adquirida na manipulacdo durante o
processamento dos alimentos. Na industria frigorifica, por exemplo, um dos
microrganismos mais indesejaveis € o Staphylococcus dureos, que
normalmente impregna o produto nas mesas de preparacdo (LAWRIE,
1979).

Para o controle da carga microbiana superficial, um intenso contato
entre o agente antimicrobiano € necessario, logo, alimentos acondicionados
a vicuo apresentam grande potencial do wuso desta tecnologia
(VERMEIREN et al.,, 2002). Para que haja contato eficiente entre o
alimento e o agente antimicrobiano, o sistema que apresenta maior
viabilidade sdo os filmes, devido a flexibilidade fisica e facilidade do
contato direto. Em alimentos acondicionados a vacuo, estes pré-requisitos
sdo facilmente cumpridos (QUINTAVALLA e VICINI, 2002).

Além de carne e produtos derivados de leite, que sdo os de maior
atengdo por parte dos Orgdos de seguranca alimentar, as embalagens
antimicrobianas vém sendo utilizadas em uma variedade de produtos como
paes, bolos, biscoitos, pizza, massa fresca, queijo, carnes frutas entre
outros. Cada um destes produtos tém mecanismos diferentes de
deterioracdo, que deverdo ser entendidas para que se possa definir uma
embalagem antimicrobiana apropriada para cada caso em particular
(VERMEIREN et. Al, 2002-a).

2.2.4.1 Tipos de agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos a serem considerados para possivel uso
em materiais de embalagens destinadas a alimentos devem,
obrigatoriamente, ser quimicamente classificados como aditivos de grau
alimenticio, ou entdo como substincias naturais presentes em alimentos
(Tabela 2.1).

Considerando que os alimentos possuem diferentes caracteristicas
quimicas e bioldgicas tais como pH, atividade de dgua, fontes de carbono e
nitrogénio, pressdo parcial de oxigénio e temperatura, alimentos diferentes
oferecem condi¢Ges ambientais distintas para microrganismos e agentes
antimicrobianos (BRODY et al., 2001). Por exemplo, o pH do alimento
altera a ioniza¢do da maioria das substincias quimicas ativas afetando a
atividade antimicrobiana e a taxa de crescimento; a atividade de dgua afeta
a atividade antimicrobiana e a estabilidade quimica de substincias
incorporadas, entre outras caracteristicas.
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Tabela 2.1 - Resumo de agente antimicrobiano versus microrganismo
alvo/suporte polimérico

Antimicrobiano Sl}po’rt‘e Microrganismo Referéncias
polimérico
Acidos Guilbert (1988), Baron e
P e Flmes Sumner (1993)
organicos/anidridos: Lo
A - comestiveis, Torres e Karel (1985)
Propionico, benzdico, bolores . X
sorbico. acético. l4tico EVA, Devlieghere, Vermeiren,
e mélicé) ? PELBD Bockstal e Debevere, (2000)
Weng e Hotchkiss (1993)
Gases inorganicos: Virias bt;‘;gf; CSIRO (1994)
SO,, diéxido de cloro poliolefinas ’ Wellinghoff (1995)
fungos
Metais: Prata Virias bactérias Ishitani (1995)
poliolefinas
Funglczda: benomil, PEBD fungos Weng (1992)
imazil
L Fllm,es . . Padgett, Han e Dawson (1998)
Bacteriocinas: nisina, comestiveis,  Bactérias Gram- ; .
. L o Siragusa, Cutter e Willett
pediocinas, lacticinas celulose, positivas (1999)
PEBD
Acetato de
Enzimas: Lizosima, ce.llulp S¢, Bactérias Gram- Appendini e Hotchkiss (1997)
X Poliestireno, ..
glucose-oxidase . positivas Padgett et al. (1998)
filmes
comestiveis
Agentes quelantes: Fimes Bactérias Gram- Padgett et al. 1998
EDTA comestiveis negativas
E iarias: cancla Hoshino, lijima, Hayashi e
Speciarias: ’ Nylon/PE,  fungos, bolores, Shibata (1998)
cafeina, raiz forte . . .
RIS celulose bactérias Anon (1995) , Nielsen e Rios
(alisiotiocinato)
2000
. Lee, Hwang e Cho(1998)
Oleos essenciais, Imakura, Yamada e
extrato de plantas: PEBD, fungos, bolores, Fukazawa (1992)
oleo de sementes de celulose bactérias Oki (1998) , Chung, Cho e Lee
uva, bambu-seco (1998)
Hong et al. (2000)
Parabenos: propll— Clay-cout, Katz (1998)
parabeno, etil- celulose e fungos Dobias et al. (1998)
parabeno PEBD ’
Combinagoes: bolores,
goes: . PEBD anaerdbios e Devlieghere et al. (2000)
Hexametil n-tetramina o
aerdobios

(QUINTAVALLA e VICINI, 2002).

Entre as substincias antimicrobianas, as de maior potencial parecem
ser aquelas que contém sais de prata pois sdo capazes de liberar fons do
metal. lons de cobre também podem destruir microrganismos, mas siao
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considerados téxicos quando em contato com alimentos, além de serem
catalisadores de reacdes de oxidacdo e outras reacdes de degradacdo
(OLIVEIRA, 2004). A prata nio produz ions tdo facilmente quanto o cobre,
mas € considerada segura e relativamente inerte, sendo utilizada como
agente antimicrobiano na industria farmac€utica e em tratamento de dgua.

2.3 Uso dos compostos a base de metais como agentes antimicrobianos

No caso de incorporacdo de agentes antimicrobianos em filmes,
aquele que tem sido mais discutido nos dltimos tempos € a Prata. Sabe-se,
que nos tempos antigos, a dgua era armazenada em recipientes de prata e
cobre pois, jd naquela época, as pessoas notaram que os vasilhames de
metal conservavam melhor o sabor e a qualidade da 4gua para beber. O
mercurio e seus derivados tém uma longa histéria no controle de infeccdes,
incluindo a sifilis. O cloreto de mercirio (HgCl,) era amplamente usado no
século XX como um desinfetante geral, mas desde entdo, tem sido
substituido por outros agentes menos toxicos e corrosivos (PELCZAR,
1997). Solucdo a 1% de nitrato de prata (AgNO;) era amplamente
empregada para prevenir infeccdes oculares por gonococos em recém-
nascidos; atualmente, solugdes de AgNO; sdo utilizadas na prevencdo de
infeccdes por queimaduras (PELCZAR, 1997).

A capacidade de quantidades extremamente pequenas de certos
metais, particularmente a prata, de exercer efeito letal sobre as bactérias é
denominada acdo oligodindmica, termo que se origina do Grego: oligos
(pequeno) e dinamokés (poder). No mecanismo oligodindmico, a prata
exerce for¢a quimica sobre os componentes, arrastando, por efeito indutivo
mesomérico, enzimas da superficie do microrganismo. A desconformidade
quimica das enzimas superficiais do microrganismo sofrem uma diferenca
da conformagdo espacial enzimdtica, interrompendo o metabolismo do
microrganismo, e causando a morte (KAMPMANN et. al. 2007).

Este fenomeno pode ser demonstrado em laboratério, colocando-se
uma moeda de prata (previamente limpa) sobre a superficie de um meio de
cultura previamente inoculado. Apds a incubagdo, uma zona de inibi¢do
(sem crescimento) é observada ao redor da moeda. Acredita-se que a
atividade destes fons metélicos se deve a inibicdo de certas enzimas que se
combinam com o metal (PELCZAR, 1997). Uma foto do halo de inibi¢do
de uma moeda em meio de cultura pode ser visto na Figura 2.5.
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Figura 2.5 - Halo de inibi¢@o ao redor de uma moeda de prata
(PELCZAR, 1997)

2.3.1 Agente antimicrobiano AlphaSan®

O aditivo AphaSan® ¢ um compdsito cerdmico a base de Zirconio—
Fosfato contendo na superficie da particula um revestimento de fon Prata
(Ag) apto a ser substituido (KAMPMANN et. al. 2007).

A prata contida na superficie do aditivo AlphaSan® (3,8%) atua
como doadora de elétrons para os grupamentos contendo Enxofre, Oxigénio
ou Fosforo. As proteinas de sistemas enzimaticos, ou que revestem a parede
celular de microrganismos sdo ricas em grupamentos sulforados e oxido-
fosforados (KAMPMANN et. al. 2007).

Pelczar et. al. (1997) afirmam que os metais pesados e seus
derivados inativam as proteinas celulares combinando-se com alguns de
seus componentes, como o ataque nos grupamentos sulfidrilas. A troca de
fons prata do aditivo por grupamentos da superficie celular de um
microrganismo € esquematizada na Figura 2.6.
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Figura 2.6 - Troca i6nica do elemento prata por grupamentos dos microrganismos
(KAMPMANN et. al., 2007)

2.4 Panorama das pesquisas e aplicacoes de filmes

JUNG at al. (1992) observaram a existéncia da interacdo de
emulsificantes de dcidos graxos de leite com nisina, reduzindo sua atividade
antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes. GUILBERT et al. (1997),
observaram em suas pesquisas que o dcido sorbico apresentou maior
atividade antimicrobiana sobre o crescimento de fungos, quando
incorporado em filmes a base de pectina/glitem/monogliceridios do que
quando adicionado diretamente no alimento.

Para determinar a eficacia de um filme antimicrobiano, Mauriello et
al (2005) revestiu com nisina o filme para observar a inibicdo de
Micrococcus luteus ATCC 10240 na microbiota do leite cru durante o
armazenamento. Verificou que os filmes revestidos com nisina foram
eficazes em inibir o Micrococcus luteus ATCC 10240 da flora bacteriana
no leite, e a liberacdo da nisina era dependente do pH e da temperatura
podendo, por isso, controlar a qualidade de alimento e aumentar o tempo de
conservagdo do mesmo.

Estudos realizados por Cooksey (2005) centraram-se no
estabelecimento de métodos para revestir filmes de polietileno de baixa
densidade com celulose metilica para aplicagdo de nisina. Estas peliculas
reduziram significativamente a presenca de Listeria monocytogenes nos
acondicionamentos. Os mesmos autores também testaram em outra
pesquisa o uso da chitosana juntamente com saches de di6xido de cloro a
fim de inibir Listéria monocytogenes, obtendo como resultado uma reducio



35

significativa do microrganismo.

Pires et al. (2008) observou que 4cidos orginicos ou seus sais como
agentes antimicrobiais, incluindo o 4cido propidnico, o dcido benzdico e o
dcido sérbico, incorporados em filmes de polietileno de baixa densidade
(PEBD) ndo t€m sua atividade antimicrobiana inibida pela extrusdo do
polimero. Além disso, os filmes em que o anidrido benzdico foi
incorporado exibiram a atividade antimicrobiana quando em contato com
queijo.

Weng e Hotchkiss (1993) incorporaram 1% de anidro benzdico em
filmes de polietileno de baixa densidade, inibindo completamente o
crescimento de Rhyzopus stolonifer, Penicillium spp. e Aspergillus
toxicarius em meio de cultura. Na concentracdo de 2% houve uma inibi¢ao
do crescimento dos fungos em queijo.

Lactato de s6dio mostrou eficiéncia antimicrobiana em salsicha,
quando incorporado em filmes de base celulésica (MELO, 2003). Também
Soares et al. (2002), trabalhando com propionato de sédio incorporado em
filmes de base celulésica, observaram uma inibi¢do do crescimento
microbiano em pdes. Melo (2003) observou reducdo de 2 ciclos
logaritmicos na contagem de Staphylococcus sp. em queijo coalho coberto
com filme incorporado com nisina.

Soares e Marques (2007), estudando um filme para a conservacdo de
manteiga, concluiu que o filme incorporado com acido sérbico apresentou
maior resisténcia e alongamento, além de ter sido eficiente na reducdo de
fungos filamentosos e leveduras em manteiga. Os resultados indicaram que
filmes ativos incorporados com antimicrobiano sdo desenvolvimentos
inovadores com grande potencialidade de aplicagdo na drea de alimentos
para desenvolvimento de novas embalagens, e de um novo nicho no
mercado alimenticio, o de uso de filmes ativos incorporados com
antimicrobianos.

Lee et al. (1998) incorporou uma combinacdo de agentes
antimicrobiais que incluiram extratos naturais, dcido sérbico e prata em
LDPE. A incorporagio destes aditivos naturais e inorganicos no LDPE niao
afetou a for¢ca mecénica do filme. As peliculas, que foram usadas para
embalar vegetais, mostraram o crescimento reduzido de bactérias aerdbias
totais comparadas com uma pelicula sem aditivo. Além disso, a presenca do
agente no LDPE ndo afetou outros atributos da qualidade dos vegetais
durante o armazenamento.

A resisténcia antimicrobiana de S. aureus e de E. coli foi avaliada em
leite cru e seus derivados (ADESIYUN, 2007; RUEGG, 2003). Foi relatado
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que o emprego de agentes antimicrobiais poderiam conduzir a resisténcia
das bactérias (HATCHKISS, 1995). Hong et al. (2000) incorporou
compostos antimicrobiais naturais derivados de extratos de prépolis e
cravo-da-india no LDPE. Os compostos foram misturados diretamente ao
filme durante o processo de extrusdo da pelicula. A incorporagado direta dos
aditivos no LDPE produziu uma matriz uniforme do filme. A incorporacio
destes agentes naturais ndo afetou significativamente as propriedades
mecdnicas ou a permeabilidade das peliculas. Além disso, as peliculas
incorporadas de agentes naturais mostraram a habilidade no controle de L.
plantarum.

Estudos mostraram que a incorporacdo de 1% de Ag-zedlito em
polietileno foi suficiente para reduzir, na superficie do pldstico, a contagem
microbiana de 10° a 10° células/mL para menos de 10 células/mL em 24
horas. O aumento da espessura do filme ndo aumentou a atividade
antimicrobiana devido a dificuldade encontrada para a migracdo do fon
prata para a superficie, ja que sua efetividade depende de um contato direto
com o microrganismo. Com elevada resisténcia térmica, o Ag-zedlito
resiste as temperaturas de extrusdo dos filmes pldsticos, podendo ser
incorporados, por exemplo, ao polietileno e ao polipropileno. A quantidade
de Ag-zedlito incorporada ao filme e o didmetro das particulas podem ter
efeitos adversos nas propriedades de termossoldagem e outras propriedades
fisicas, a exemplo da transparéncia. Vdrios materiais incorporados de
agentes antimicrobianos, particularmente Ag-zedlito, estdo disponiveis
comercialmente, principalmente no Japdo (BRODY, STRUPINSK, KLINE,
2001).

Chung et al. (1998) incorporaram 1% (w/w) de agentes
antimicrobiais de extratos orgnicos e inorganicos, como zedlito de prata,
no LDPE, para a preservacdo de morangos. Os estudos foram conduzidos
sob atmosfera modificada para manter as concentragdes de oxigé€nio e
diéxido de carbono. A pelicula do LDPE retardou com sucesso o
crescimento de bactérias aerdbias totais, bactérias do acido lactico e
fermentos, conduzindo a uma taxa de deterioragdo significativamente mais
baixa, e ndo apresentando nenhum efeito negativo nas qualidades fisicas ou
quimicas dos morangos.

Wang et al. (2005) investigaram a atividade antimicrobiana de filmes
de LDPE contendo nanoparticulas de 6xido de titdnio. Os polimeros de
LDPE enriquecidos da nanoparticulas ndo demonstraram a atividade
aantimicrobiana. J4 Padgett et al (1998), estudaram a atividade
antimicrobiana de filmes de proteina isolada de soja e milho incorporados
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com lisozima e nisina. Os resultados demonstraram potencial
antimicrobiano para aplica¢do em produtos de panificacio.

Silveira et al. (2005) desenvolveram filmes de base celuldsica por
solubiliza¢@o em solvente e incorpora¢do com dcido sérbico. Filmes de 25 e
70um de espessura com 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6% de acido sérbico foram
produzidos e intercalados com a massa de pastel sem conservantes para
avaliar sua eficiéncia antimicrobiana. Apds 40 dias de estocagem a 8+1° C,
as massas embaladas com filmes de 70um contendo 3, 4, 5 e 6% de dcido
sorbico apresentam, estatisticamente, crescimento microbiano menor ou
igual ao da massa controle.

2.5 Fundamentos sobre as propriedades fisicas de filmes

Na elaboragio de wum filme polimérico para fins de
acondicionamento de alimentos, faz-se necessdrio a observacdo de algumas
propriedades fundamentais para uma boa adaptacdo do polimero a situacio
onde deve ser aplicado. Dentre estas propriedades, devem ser consideradas
principalmente as propriedades mecanicas de tracdo, as propriedades de
barreira do filme (taxa de permeabilidade ao vapor de dgua, permeabilidade
aos gases CO, e O,), além da transparéncia e temperatura de trabalho
(SARANTOPOULOS, 2002).

2.5.1 Propriedades mecdnicas

As propriedades mecanicas de um filme flexivel monocamada estdo
associadas principalmente a dois fatores: caracteristicas quimicas do
material polimérico e tipo de processo. Como caracteristicas quimicas,
entende-se estrutura quimica do material, da composi¢do de blendas, da
aditivacdo, da estrutura molecular, peso molecular, densidade, temperatura
de transicdo e do tipo de copolimero. O processo de fabricacdo, por sua vez,
determina propriedades associadas a orientacdo das moléculas, como
ocorréncia ou ndo de defeitos superficiais. De maneira geral, as
propriedades que sdo influenciadas pela orientacio das moléculas na
fabricacdo diferem em relagdo a direcdo do filme como, por exemplo, as
propriedades de tracdo e a resisténcia ao rasgamento, que devem ser
determinadas separadamente para cada uma das dire¢des do filme,
longitudinal e transversal (SARANTOPOULOS, 2002). As caracteristicas
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sdo avaliadas por meio de ensaios técnicos que fornecem respostas, quando

estes materiais sdo submetidos a diversas condi¢des de tensdo-deformagao
(SEBIO, 2003).

2.5.2 Propriedades de tragdo

As propriedades de tragdo expressam a resisténcia do material a
deformagdo por alongamento. O corpo-de-prova ¢é submetido ao
alongamento, a uma velocidade constante e controlada, registrando-se ao
longo do ensaio a forca, ou resisténcia que o material oferece a deformagao
até a completa ruptura, conforme demonstrado na Figura 2.7. Deste grifico,
podem ser retiradas as demais propriedades mecanicas de interesse, como
descrito por Sarantopoulos (2002).

A
Fmax
Frup Ruptura
Ponto de escoW
Fesc
©
2
o
o
Calculg do Mddulo de Elasticidade
Aesc Alongamento
Amax
Alon
Fméx = forga maxima Alon = alongamento no ponto de ruptura
Frup = forgca na ruptura Améx = alongamento na maxima forga
Fesc = forca no ponto de escoamento Aesc = alongamento no ponto de escoamento

Figura 2.7 - Curva de tracdo em funcio da deformagao
(SARANTOPOULOS, 2002)

a) Resisténcia maxima a tra¢io (nominal):

Trata-se da resisténcia mdxima oferecida pelo material quando
submetido a tragdo, ou relacdo entre a forca medida pela drea transversal
inicial do corpo-de-prova, é expressa em MPa ou N/m’, ou ainda Kgf/cm®.
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b) Resisténcia a tracio na ruptura:
E a resisténcia oferecida pelo material no ponto de ruptura, expressa
em MPa ou N/mz, ou ainda Kgf/cmz.

¢) Tensao de tracao no ponto de escoamento
A tensdo de tracdo no ponto de escoamento € a resisténcia oferecida
pelo material correspondente a deformag¢do no ponto de escoamento,
2 : 2
expressa em MPa ou N/m”, ou ainda Kgf/cm”.

d) Porcentagem de alongamento

E a relacdo percentual entre o alongamento do corpo de prova e seu
comprimento inicial, podendo ser determinada para a situagcdo de ruptura ou
no ponto de escoamento.

e) Médulo de elasticidade ou de Young

Relagdo entre a tragdo e a deformacdo na regido linear da curva
versus deformag¢do (T x d), conhecida como regido eldstica. Para a
determinacdo do médulo de elasticidade, deve-se tragar uma tangente a
curva T x d na regido linear inicial, e escolher qualquer ponto desta
tangente, calculando-se a razdo entre a tensdo e a deformacgdo
correspondente, Este resultado € um indicador de rigidez do filme, e deve
ser expresso em MPa ou N/m’, ou ainda Kgf/cm”.

f) Médulo secante

Na impossibilidade de determinagéo exata da regido eldstica da curva
de T x d € utilizado um ponto especifico de alongamento desde que
localizado bem antes do ponto de escoamento, para o qual é determinada a
relacdo entre a tensdo de tracdo e deformagdo. Para filmes pldsticos, é
utilizado como referéncia 1% de alongamento. Expresso em MPa ou N/m”,
ou ainda Kgf/cmz, este parAmetro € considerado um indicativo de rigidez.

g) Energia de tracio para a ruptura ou Tenacidade

Tenacidade ou energia de tracdo para a ruptura (tensile energy to
break — TEB ou Tensile energy absorption — TEA) é a energia total
absorvida por unidade de volume do corpo-de-prova até o ponto de ruptura.
Calculada a partir da integral da forca de tragdo versus alongamento,
dividida pelo volume original do corpo-de-prova; é expressa em MJ/m’.
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2.5.3 Propriedades de barreiras

A permeabilidade de um material de embalagem é de fundamental
importincia para a manutengdo da vida de prateleira de um produto
alimenticio. Na realidade, muitas das reagdes quimicas, bioquimicas ou
microbiolégicas podem ser evitadas quando for possivel evitar a passagem
de gases ou vapor de dgua através das paredes da embalagem, pois vdrias
destas reagdes podem ser aceleradas quando houver entrada de dgua ou
gases, provocando uma espécie de “respiracdo” do alimento acondicionado
(POUZADA e GOMES, 2003).

Nas embalagens destinadas ao acondicionamento de cortes de carne
resfriados, a propriedade de barreira de maior importancia ¢ Taxa de
Permeabilidade ao Oxigénio (TPO,). A entrada do Oxigénio para o interior
de uma embalagem atua diretamente na velocidade de crescimento de
microrganismos deteriorantes contidos no produto, diminuindo de forma
direta a vida 1til do produto, sendo percebida nas caracteristicas
organolépticas. Determinadas quantidades de Oxigénio de uma embalagem
pode também atuar como catalisador de crescimento de microrganismo
patogénico, comprometendo, além das propriedades organolépticas, a
seguranga alimentar (JAY, 1992). No sentido inverso, quantidades de dgua
podem ser perdidas por este mesmo fendmeno (transferéncia de massa),
ocasionando perdas de massa ou alteragcdes na integridade fisica do
alimento (POUZADA e GOMES, 2003).

Em sistemas de acondicionamento de alimentos por uso da
tecnologia de atmosfera modificada (AM), determinadas concentracdes
(variando de 30 a 60%) de géds carbdnico sdo adicionadas no interior da
embalagem. Nestas concentracdes, o gds carbdnico atua como
bacteriostdico ou fungistdico, alongando de forma significativa a vida util
do produto e a seguranca do alimento. Para esta situagfo, a propriedade de
barreira de maior interesse é da taxa de Permeabilidade ao CO, (TPCO,).
Esta tecnologia vem sendo aplicada com sucesso em vegetais e produtos de
panificacdo (FERNANDES, 2001).

2.6 Polietileno de baixa densidade (PEBD)
O polietileno é um dos materiais termopldsticos mais utilizados para

embalagem. E obtido pela polimerizacio do mondmero de etileno, e pode
ter estrutura molecular linear ou ramificada (Figura 2.4). Dependendo do
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processo de sintese, em reatores com controle da temperatura e pressido, na
presenca de catalisadores, vdrios tipos de polietilenos e seus derivados
podem ser obtidos, constituindo-se uma ampla classificagao, a saber: cadeia
ramificada/homopolimeros  (baixa e média densidade), cadeia
ramificada/copolimeros  (acrilatos, acetatos e vinilicos), cadeia
linear/homopolimero (alta densidade e alto peso molecular, baixa
densidade, ultra-baixa densidade) (SARANTOPOULOQS, 2002).

Como pode ser constatado, através do tipo de estrutura molecular,
grau de polimerizacdo, tamanho molecular e caracteristicas dos mondmeros
utilizados na polimerizacdo, obtém-se os diversos polimeros do grupo dos
polietilenos (HANLON, 1971). Quando se usa alta temperatura e alta
pressdo, produz-se o polietileno de baixa densidade ramificado e, quando se
usa catalisador estereoespecifico, obtém-se o polietileno de alta densidade
em condicdes de pressdo e temperatura relativamente menores (POUZADA
e CASTRO, 2003).

Com base na densidade final do polimero, os polietilenos recebem as
seguintes denominagdes: polietileno linear de ultra baixa densidade -
PELUBD (0,890 — 0,915g/mL), polietileno linear de baixa densidade —
PELBD (0,916 — 0,940g/mL), polietileno de média densidade — PEMD
(0,925 — 0,940g/mL); polietileno de alta densidade — PEAD (0,940 —
0,965g/mL), polietileno de alta densidade e alto peso molecular - PEAPM
(0,940 — 0,965g/mL) (GARCIA, PADULA ¢ SARANTOPOULOS, 1989).
A densidade estd relacionada com a disposi¢do molecular, portanto quanto
maior a ramificacdo menor a densidade, tal como acontece com o PEBD.
Essa propriedade fisica depende também do grau de cristalinidade; por
exemplo, o PEAD que apresenta mais de 70% de sua estrutura molecular na
forma cristalina, aumentando desta forma a opacidade e as propriedades de
barreira (OSWIN, 1975).

A sintese dos polietilenos de baixa densidade ¢ feita pela
polimerizacdo em massa do etileno a altos valores de temperatura e pressao,
na presenca de tracos de oxigénio. O processo mais utilizado para a
obten¢do de filmes € a extrusdo de um tubo de polimero, que € expandido
com pressdo interna de gds inerte (FERNANDES, 2001). As caracteristicas
e propriedades dos polietilenos de baixa densidade (Figura 2.8) sdo a
adequacdo para producdo de filmes com alta flexibilidade, boa
transparéncia dos filmes de baixa espessura; boa barreira ao vapor de dgua,
alta permeabilidade aos gases e faixa de temperatura de termoselagem
ampla (POUZADA & CASTRO, 2003).
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Figura 2.8 - Polietileno de baixa densidade com estrutura ramificada
(FERNANDES, 2001)

O PEBD ¢ um dos polimeros mais usados para a producdo de filmes
destinados a embalagens em geral devido a alta elasticidade (obtida sem
plastificante), elasticidade, alta resisténcia a ruptura, resisténcia quimica,
resisténcia a propagacdo de corte, boas caracteristicas Opticas, alta
permeabildade a gases, boa barreira a vapor de dgua e baixo custo
(FERNANDES, 2001).

Sao exemplos de aplicacdes dos polietilenos:

e producdo de filmes para uso diverso;

¢ filmes esticados e/ou encolhiveis;

¢ embalagens convertidas por laminacdo ou extrusio;
¢ sacolas para supermercados (PEAD e PEAPM);

e embalagens rigidas (garrafas, bombonas, bandejas, caixas)
(SARANTOPOULOS, 2002).

2.7 Efeito da adicao de agentes antimicrobianos em polimeros aplicados
a alimentos

Substincias antimicrobianas, ao serem incorporadas em materiais de
embalagem, podem afetar as propriedades fisicas (HAN, 2000;
QUINTAVALLA e VICINI, 2002) e mecanicas (HAN, 2000) do filme
obtido. Segundo APPENDINI e HOTCHKISS (2002), as mudangas nestas
propriedades s@o especificas para cada combinagdo antimicrobiano-
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polimero.

Han e Floros (1997) observaram um decréscimo na transparéncia do
filme de polietileno de baixa densidade com a adi¢do de sorbato de
potdssio, porém ndo houve mudanca significativa nas propriedades de
tensdo. GROWER et al. (2004), trabalhando com filme de polietileno de
baixa densidade incorporado com nisina, observaram aumento da tensdo
com o aumento da concentrac¢do de nisina no filme.

Ahvenainen (2003), estudando filmes antimicrobiais incorporados
com nisina, natamicina e uma combinacdo de ambos em polimero de
celulose, verificou que a incorporacio de compostos antimicrobiais
diminuiu a resisténcia e a elasticidade dos filmes devido a mudangas em sua
conformacdo molecular.

Mistry (2006) estudou o desenvolvimento de filmes eficazes
contendo agentes antimicrobiais e a reducdo das perdas desses agentes
ativos. Foram avaliados filmes de polietileno glicol (PEG) e do acetato de
vinil etileno (EVA) na diminui¢do da perda de agente ativo durante a
fabricacdo do filme do polietileno de baixa densidade (LDPE), medindo-se
a liberacdo do agente antimicrobial no alimento. Os resultados apontaram
que a incorporacdo do agente antimicrobiano nio afetou as propriedades
mecanicas do filme LDPE/EVA e os filmes rettm 75% dos agentes
antimicrobiais apds a extrusao.

2.8 Deterioracio de carne por aciao dos microrganismos

Além dos problemas relacionados a seguranca alimentar causados
por microrganismos patogénicos, existe ainda uma populagdo de
microrganismos de acdo deteriorante. Estes, por sua vez, muito embora nio
sejam protagonistas de doencgas, sdo responsdveis por grandes perdas
industriais de matéria-prima, principalmente em produtos de origem animal
(JAY, 1979).

2.8.1 Conceitos gerais sobre microbiologia da carne

Dependendo do tipo de interagdo existente entre microrganismo e o
alimento, pode-se classificd-los em trés grupos distintos: aqueles que
contribuem beneficamente na tecnologia de producdo, aqueles causadores
de alteracdes quimicas prejudiciais, e aqueles que apresentam risco a saude
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(FRANCO, 1996). Independentemente do grupo no qual o microrganismo
se encontra inserido, a carne € um excelente meio para crescimento e
desenvolvimento para praticamente todos eles. A principal propriedade que
explica o rdpido crescimento microbiano na carne bovina consiste em sua
propria composicdo: 75% de 4dgua e 25% de vdrios outros metabdlitos,
como aminodcidos, peptideos, nucleotideos e acucares (LAWRIE, 1979). A
temperatura € um dos fatores de grande importancia, mas nao o tnico.

A proporg¢do de bactérias presentes na superficie dos cortes bovinos é
oriunda de diferentes fontes, como a pele do animal, que agrega
contaminag@o no processo de esfola, os de origem do trato gastrintestinal e

do ar, que sdo agregados a carne durante a as operagdes processual e na
manipulacio para elaboracio dos cortes (JAY, 1992).

2.8.2 Principais microrganismos patogénicos em carnes

Os microrganismos do género coliformes sdo utilizados para avaliar
as condi¢Oes higi€nicas, contamina¢do apds o processamento, limpeza e
sanitizagdo deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicagéo
durante processamento ou estocagem (SILVA, 2000). Incluem-se nesta
classe as bactérias na forma de bastonetes Gram-negativos, ndo
esporogénicos, aerdbios ou anaerébios facultativos. No mecanismo de
crescimento, fermentam a lactose produzindo 4cido, aldeido e gis, em 24
horas a 35°C (SILVA, 1997) e (BRASIL, 2004). Este grupo é composto por
bactérias da familia Enterobacteriaceae. Fazem parte, predominantemente,
bactérias pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella. Destes, apenas a Escherichia coli tem como habitat primério o
trato intestinal do homem e dos animais. Os demais, além de serem
encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros ambientes como
vegetais e solo, onde persistem por tempo superior ao de bactérias
patogénicas de origem intestinal como Salmonella e Shigella.
Consequentemente, a presenca de coliformes totais no alimento ndo indica,
necessariamente, contaminagdo fecal recente ou ocorréncia de
enteropatégenos (FRANCO 1996).

Para os microrganismos patogé€nicos possivelmente contidos em
alimentos, a Legislacdo da RDC-12, ANVISA (1994), determina auséncia
em 25 gramas da amostra de alimento avaliada.
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2.8.3 Principais microrganismos deteriorantes em carnes

Carnes acondicionadas a vicuo possuem meio atmosférico
microaer6filo ou anaerébico. Deste modo, favorece-se apenas o
crescimento de microrganismos anaerdbios ou aerdbios facultativos de
carga superficial. As bactérias laticas estdo presentes em quase todo o tipo
de produtos cdrneo fresco ou mesmo os curados, com crescimento também
em temperaturas de refrigeracdo (JAY, 2005).

O crescimento de bactérias laticas no interior de uma embalagem
provoca influéncia direta na vida de prateleira do produto, pois o
mecanismo de formagdo de dcidos organicos como fdérmico, acético e
propidnico, que sdo os principais metabdlitos destes microrganismos, sao
responsaveis pela formacdo do “limo” superficial, que € uma secrecio
viscosa destes microrganismos. Isto ocorre principalmente se houver niveis
significativos (maior que 10°UFC/ 2) de bactérias 14ticas. Além da formagao
do “limo”, a agdo desta classe de microrganismo pode acarretar o processo
de esverdeamento (FRANCO,1996). A carne bovina tem como microbiota
natural aproximadamente 10* UFC/g de bactérias laticas. Normalmente,
quando alteracdes em relacdo a viscosidade e limosidade sdo detectadas,
significa que populagdes superiores a 10° UFC/g estdo presentes no
alimento. Entretanto ha aqueles que so necessarios 10’ ou até mesmo 10
UFC/g do alimento (JAY, 1992) para haver alteragdes perceptiveis em
relacdo a viscosidade, odor e cor da carne.

Em termos prdticos, a legislacdo brasileira recomenda que seja
realizado o controle bacteriano total (CBT-Contagem Bacteriana Total) a
um nivel maximo de 10’ UFC/g de alimento. Este valor compreende a soma
de células de microrganismos liticos e formadores de “limo” RDC-12,
ANVISA (1994).

2.9 Legislacao para embalagens ativas

O uso de agentes antimicrobianos como aditivos em embalagens para
contato com alimentos deve seguir as recomendacdes e aprovagdes de
agéncias reguladoras. Assim, o uso de substincias ja4 autorizadas para
contato com alimentos, aditivos grau alimenticio e o uso de antimicrobianos
naturais, como extratos de plantas ou condimentos, € alternativa promissora
no que diz respeito as pesquisas em embalagens ativas devido ao seu apelo
de produto natural, preferéncia por parte do consumidor e menores conflitos
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com as legislacdes vigentes (YAMADA, 2004). O agente antimicrobiano
deve ser classificado como um aditivo de embalagem, substancia de contato
com alimentos ou como ingrediente ou aditivo alimentar (HAN, 2003).

Até 2008 a legislagdo brasileira ndo se pronunciava com relacdo as
embalagens ativas, devendo a producdo deste material ser considerada
juntamente com a lista de aditivos aprovados para uso em alimentos, a
legislacdo de materiais de embalagens, e a migracdo de substancias e
possiveis contaminantes.

Apés reunides conduzidas por especialistas em embalagens ativas e
seguranca alimentar, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria)
publicou no didrio Oficial da Unido (DOU), em 14 de Agosto de 2008, a
lista positiva de aditivos para materiais pldsticos destinadas a elaboracdo de
embalagens e equipamentos em contato com alimentos, bem como o0s
limites mdximos para cada finalidade.

De acordo com SUPPAKUL et al. (2003), diversas substincias
receberam autorizacdo de uso do FDA (Food and Drug Administration)
para uso em embalagens ativas em contato com alimentos. Na Comunidade
Européia, até 2004, Diretiva 89/109/EEC, que trata da legislacdo de
embalagens de alimentos, estabelecia o limite de 60 mg.Kg™"' de substincias
de embalagens totais migradas para o alimento. Isto era impeditivo para
embalagens ativas, jd que a finalidade das mesmas € liberar a substancia
adicionada ao material de embalagem para o alimento (FABECH et al.,
2000).

No periodo de 1999 a 2001, foi realizado, na Unido Européia, o
projeto “Actipak”, com a finalidade de avaliar a segurancga, efetividade,
impacto econdmico-ambiental e aceitagdo pelo consumidor de embalagens
ativas e inteligentes, FAIR-Project PL 98-4170 (van Beest, 2004). Obteve-
se como resultado o Regulamento CE 1935/2004 do Parlamento Europeu
(2004), que regula e permite a utilizacdo de embalagens ativas, admite a
migracdo de substincias de embalagens e regulamenta o registro destas
substancias, indicando ainda uma rotulagem especifica. Todos os novos
sistemas de embalagens ativas e inteligentes necessitam avaliacdo da
Autoridade Européia de Seguranga dos Alimentos (JONG et al., 2005).

Embalagens ativas tém um grande potencial de aplica¢do futura na
tecnologia de alimentos, entretanto mais informagdes sdo necessdrias em
relac@io aos efeitos quimicos, microbioldgicos e fisioldgicos destes sistemas
sobre os alimentos acondicionados, especialmente sobre a qualidade
nutricional e seguranca dos consumidores (HAN e FLOROS, 1997).



3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e metodologias utilizadas,
tanto na elaboracio como para caracterizagdo analitica dos filmes
desenvolvidos. Os procedimentos para realizacdo dos testes de medida da
efici€ncia antimicrobiana e influéncia dos filmes sobre a coloracio da carne
também serdo descritos. Ao final do capitulo, é apresentada a metodologia
analitica utilizada para detecc¢do de prata migrada do filme para o alimento
(contaminacdo por elemento prata).

O seguinte procedimento geral foi seguido:

Foram elaborados filmes poliméricos de PEBD com diferentes
concentracdes de agente antimicrobiano a base de prata, os quais foram
submetidos a testes de determinagdo das propriedades mecanicas,
microscopia de varredura (MEV) e propriedade de barreira ao oxigénio. Os
filmes foram testados quanto a capacidade antimicrobiana in-vitro, para
dois microrganismos patogénicos: Staphylococcus aureos spp. (padrdo
Gram positivo anaerébio alimenticio) e Salmonella spp. (padrio Gram
negativo aerébio alimenticio). Testes em cortes bovinos foram
desenvolvidos através da fabricagdo de embalagens a vacuo destes filmes, e
o produto foi submetido a armazenagem em condi¢des idénticas aquelas
praticadas por postos de venda e distribuicio de carne. A eficiéncia
antimicrobiana dos filmes sobre a carne foi determinada com base na
Contagem Bacteriana Total — CBT e crescimento de Pseudomonas spp. por
10 dias. A cor e teor de prata nos cortes de carne também foram
determinados. A Figura 3.1 ilustra a seqiiéncia dos procedimentos
experimentais utilizados.
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| Producao dos Filmes |

PEBD

[ I I
Adicao 0,1% de Adicao 0,5% de Adicao 1,0% de
AlphaSan® AlphaSan® AlphaSan®

Determinacao das Propriedades Mecanicas e de Barreira

)

| Avaliacao dos Filmes por MEV |

A 4
| Testes antimicrobianos in-vitro |

Acondicionamento a vacuo de cortes de carne

|

| Avaliacéo da cor e eficiéncia antimicrobiana |

|

| Determinacao do teor de Prata na carne acondicionada |

Figura 3.1 - Tlustragio detalhando o panorama dos procedimentos experimentais.

3.1 Material
3.1.1 Agente antimicrobiano

O agente antimicrobiano testado foi escolhido considerando,
primordialmente, questdes legais que norteiam o uso de aditivos para
polimeros em contato com alimentos. O aditivo antimicrobiano a base de
sais de fosfatos-zirconio (suporte) contendo fons prata, com o nome
comercial AlphaSan®, foi fornecido pela empresa Milliken Chemical
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(USA), e usualmente vém sendo utilizado como agente antimicrobiano em
tecidos destinados a confec¢do de vestimentas para préticas esportivas.
Recentemente, o 6rgdo FDA - USA (Food and Drug Administration)
reconheceu o aditivo como agente antimicrobiano passivel para uso em
materiais de embalagens, utensilios e equipamentos em contato com
alimentos. Segundo informagdes do fabricante, suas caracteristicas sdo
apresentadas abaixo:

aparéncia: p6 branco cristalino;

tamanho médio de particula: 1,3 microns;

quantidade de fon prata: 3,8%

Impurezas: <0,5%;

densidade: 0,25 — O,3g/cm3 ;

estabilidade térmica: > 800°C;

maxima concentracdo de uso: 1.0% (m/m);

Nk WD =

Além da liberacdo pelo FDA, o uso deste aditivo contendo prata é
aceito perante a “lista positiva de aditivos para materiais pldsticos destinas
a elaboragdo de embalagens e equipamentos em contato com alimentos” da
ANVISA, publicada no didrio Oficial da Unido (DOU) em 14 de Agosto de
2008 — ANVISA. A concentra¢do méxima permitida para incorporacido em
polimeros € de 1% em rela¢do a massa da resina.

3.1.2 Polietileno de baixa densidade, PEBD

O polietileno de baixa densidade foi fornecido pela Braskem SA,
sendo denominado PEBD HS150, e cujas especificagdes sdo:

a) ponto de fusdo: 116°C

b) indice de fluidez: 1 a 2,5g/10 min

¢) cristalinidade parcial: 50 a 60%

d) densidade: 0,915 g/cm’

3.1.3 Elaboracao dos filmes

3.1.3.1 Desenvolvimento dos masterbatches

O Masterbatch foi obtido pela mistura mecanica da resina de PEBD
com agente antimicrobiano a concentracdo de 30% m/m, pesados em
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balanca analitica (MARTE-5000). A temperatura do processo de extrusao
foi de 130°C (extrusora Drais); os pellets foram obtidos na forma de
macarrdo com didmetro médio de 8 mm. As quantidades utilizadas neste
procedimento foram: 3,5Kg da resina e 1,5 Kg do aditivo, totalizando 5 Kg
material aditivado. Apds o processo de incorporagdo e pelletizacdo, o
material foi acondicionado em bolsa de polietileno multicamadas (Figura
3.2) ao abrigo da unidade, sendo posteriormente transportado ao local de
fabricagdo dos filmes.

Figura 3.2 - Masterbatches de PEBD HS150 com 30% do antimicrobiano
AlphaSan®

3.1.3.2 Extrusdo dos filmes

O processo de extrusdo dos filmes antimicrobianos foi realizado na
empresa BRASKEM S.A, unidade fabril de Triunfo — RS. A operagio
ocorreu em extrusora de escala industrial marca Leonard modelo 30F0, com
velocidade da rosca de 2.000 rpm e gradiente de temperatura programado
de 165°C para a zona 1, 170°C para a zona 2, 175°C para a zona 3, 180°C
para a zona 4, 185°C para a zona 5, 190°C para a zona 6 e 195°C para a
zona 7.

Procedeu-se a pesagem do masterbatch em balanga semi-analitica
(MARTE modelo 500R) para obten¢do de concentracdes finais de
antimicrobiano nos filmes de 0,1, 0,5 e 1,0%. As massas pesadas sdo
mostradas na Tabela 3.1. Um filme, isento de antimicrobiano (filme
controle FC), foi extrusado para ensaios controle. A mistura mecanica
Masterbatch/resina foi feita em misturador helicoloidal a 200 rpm por 15
minutos. A extrusora foi ajustada para obtencdo de filmes 30 um de
espessura nominal.
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Tabela 3.1 - Cilculo mdssico para elaboracdo dos filmes

masterbatch PEBD AlphaSan m total

Tratamento (@) (@) (%) ()
F1 3,33 1000 0,1 1003,33
F2 16,66 1000 0,5 1016,66
F3 33,33 1000 1,0 1033,33
FC - 1000 - 1000

Os filmes foram produzidos em ordem crescente de concentracdo.
Ap6s cada operacao foi aplicado o procedimento de limpeza e higienizacio
do equipamento, que consiste em passagem do solvente metilcetona no
sentido da rosca de conducdo para a rosca de extrusdo. Ao término de cada
operacdo de extrusdo, os filmes foram fracionados em duas porcdes. A
primeira, que consiste em uma amostra de 6m de comprimento da largura
nominal (30cm), acondicionada em bolsas de polietileno multicamadas,
destinada a determinac@o das propriedades mecanicas e propriedade de
barreira. O restante foi destinado a confeccdo das ‘“‘saquetas” para
acondicionamento da carne.

3.1.4 Confecgdo das saquetas

Ap6s a extrusdo dos filmes de cada tratamento (F1, F2, F3 e FC),
foram confeccionadas ‘“‘saquetas” com dimensdes de 20 x 5CH’12, com
auxilio de molde de corte Hot-Cut M45. A selagem foi empregada na
extremidade inferior e nas duas extremidades laterais, permanecendo aberta
apenas a face superior, como ilustrado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 - Saqueta para acondicionamento de carne.

3.2 Métodos
3.2.1 Caracterizagdo dos filmes
3.2.1.1 Caracterizagdo fisica: determinagdo da espessura do filme

Os procedimentos de andlises para determinacdo da espessura total
de cada filme foram realizados no Laboratério de Ciéncia de Polimeros da
empresa BRASKEM S.A. Petroquimica, unidade de Triunfo, RS. Utilizou-
se como equipamento de andlise um micrdmetro digital, marca
MITUTOYO, modelo 7/A com escala de 0 a 25 mm e menor divisdo de
escala de 0,001um (1um). A metodologia da andlise utilizada foi dada pela
norma ASTM F 2251-03. O valor de espessura nominal para as amostras de
cada tratamento foi calculado através da média aritmética dos resultados de
5 repeti¢des em cada amostra, conforme solicitado pela norma.
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3.2.1.2 Determinagdo das propriedades mecdnicas

Os filmes F1, F2, F3 e FC foram testados quanto as propriedades
mecanicas de Tracdo e Resisténcia a Perfuragdo, no Laboratério de
Inovagdo e Tecnologia de Polimeros da empresa BRASKEM S.A
Petroquimica, unidade de Triunfo, RS, conforme descrito na metodologia
oficial.

a) Resisténcia a Perfuracao

A resisténcia a perfuragdo foi avaliada segundo a norma ASTM
D5748-95 (2001). Cada amostra foi fracionada em 10 corpos-de-prova,
cada qual com tamanho de 76><76cm2, e os mesmos foram acondicionados
por 40 horas a temperatura de 23+2 °C e 50+ 2 % de Umidade Relativa,
UR. Cada amostra a ser ensaiada foi fixada no suporte de uma célula de
carga de um aparelho Universal de Testes marca Instron, modelo 3367, e
que permite a exposicdo de uma drea de 35 mm”.

A perfuragdo foi realizada com uma sonda metélica de ponta esférica
com didmetro de 3,2 mm e velocidade de penetra¢io de 25 mm min". A
ponteira foi posicionada o mais préoximo possivel da amostra, porém sem
contato fisico. O ensaio foi encerrado no momento da perfuracdo completa
do material, percebida a olho nu ou representada por uma queda na
resisténcia. Os valores de resisténcia a perfuracdo na falha (N), energia
necessdria para a perfuracdo (J) e deformacio da amostra na evidéncia de
perfuracdo (mm) foram obtidos para cada corpo-de-prova, por meio de
andlise fornecida pelo equipamento.

b) Resisténcia a Tracao

Amostras de 100x25,4 mm” foram utilizadas como corpos-de-prova
para o teste de tracdo, com distincia fixa de 50 mm entre as garras, e
velocidade de tracdo de 50 mm-min” (Norma ASTM DS882-02, 1996). Foi
utilizado o aparelho universal de testes (marca INSTRON, modelo 3367),
com célula de carga de 1 kN (100 kg) e sonda de tracdo com presilhas de 50
mm. Considerando que as propriedades dos filmes e embalagens pldsticas
podem sofrer alteracdes significativas com as alteracdes de temperatura e
umidade relativa, foi efetuado o condicionamento prévio: os corpos de
prova foram colocados em dessecador com umidade relativa constante de
5842 % UR e temperatura de 25+2 °C, em estufa BOD, por 40h.

Os testes de Tracdo foram realizados 30 dias apds a fabricagdo dos
filmes, sendo determinadas as componentes de Tensio ao Escoamento
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(mPa), Tensdo na Ruptura (mPa), Alongamento na Ruptura (mPa),
Alongamento no Escoamento (mPa), Rasgamento Inicial (Kgf cm™). Os
valores destas propriedades foram calculados segundo as Equacgdes 3.1 a
34.

Tens&o no Escoamento (MPa) = Zei (3.1)
~ Frup (3 2)
Tenséo na Ruptura (MPa) = A .
Alongamento na Ruptura (MPa) = [;‘é ].1 00 (3.3)
Alongamento no Escoamento (MPa) = [Fei} 00 (34

Onde:

F.s. = forc¢a registrada no ponto de escoamento (N);
F,yp = forca registrada no ponto de ruptura (N);
Ain = drea minima inicial do corpo-de-prova (mz);
A = drea média inicial do corpo-de-prova (m®);
DG = distancia inicial entre as garras (m);

Embora a norma ASTM sugira 5 repeti¢des de cada amostra para o
ensaio de tracdo, por questdo de precisdo os ensaios foram repetidos 10
vezes em cada amostra nos sentidos DM, direcdo de madquina, e DT,
direcdo transversal dos filmes avaliados.

3.2.1.3 Determinagdo das propriedades de barreira

A Taxa de Permeabilidade ao Oxigénio (TPO,) foi determinada em
triplicata para cada amostra, conforme especificacdes descritas nas normas
ASTM D3985-95 (2001) e F1927-98 (2001).

As amostras foram selecionadas de modo a evitar a presenca de
vincos e dobras visiveis, ou microfuros. Cada corpo-de-prova foi cortado
com auxilio de gabarito e estilete, e em seguida acondicionado por dois dias
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a23+2°CeURde50% +5 %.

Apbs o periodo de acondicionamento, os corpos-de-prova foram
afixados na célula de difusdo do equipamento OXTRAN (marca Modern
Company Inc) e selados com graxa de silicone de alta viscosidade (marca
Apiezon T). As duas metades da célula de difusdo foram hermeticamente
fechadas. Oxigénio gés, grau de pureza de 99,5% sob pressdo, foi permeado
na célula. Nitrogénio foi utilizado como gds de arraste do oxigénio
permeado até o sensor coulométrico. O sensor foi calibrado segundo a Lei
de Faraday, com a seguinte base estequiométrica: a cada 4 elétrons lidos
pelo detector, considerou-se a passagem de uma molécula carregada pelo
gds de arraste. Portanto, a TPO, € calculada pela leitura direta do sensor,
corrigida pelo coeficiente estequiométrico. O resultado foi expresso em
cm’(CNTP) (m™.dia™).

3.2.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias das superficies dos filmes foram obtidas por
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), marca SHIMADZU, modelo
SSX-550, pertencente ao laboratério de Microscopia do Departamento de
Engenharia de Materiais da Universidade Estadual de Ponta Grossa, UEPG.

Previamente ao ensaio, as amostras de cada tratamento foram
cortadas em tamanho de 1 cm’ e recobertas com uma fina camada de ouro
em metalizador marca SHIMADZU, modelo IC-50. As imagens foram
registradas com aumento de 200 a 500 vezes.

3.2.2 Atividade antimicrobiana in-vitro dos filmes produzidos

Para cada filme elaborado foi realizado o “teste do halo”, ensaio em
que a atividade antimicrobiana é observada in-vitro, com objetivo de
verificar a capacidade e eficiéncia de inativacio de dois microrganismos de
referéncia em alimentos: Staphylococcus aureus spp. e Salmonella spp.

A técnica, sugerida por LIMJAROEN et al. (2003), e também
aplicada por WURLITZER (2007), consiste na verificagdo de possiveis
zonas de inibicdo do crescimento celular ao redor da amostra avaliada em
um meio de cultura especifico, quando o sistema experimental encontrar-se
em condi¢des ideais para crescimento do microrganismo alvo.

O resultado pode ser expresso de forma qualitativa ou quantitativa.
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Na primeira a leitura é “eficiente”, quando resultar em presenca de halo, e
“ineficiente”, quando ndo houver halo de inibi¢do na placa de cultura. Na
segunda faz-se a medida do raio do halo de inibi¢do (mm), quando a
presenca destes for observada.

O teste foi conduzido com 3 repeticdes para cada tratamento,
inclusive o controle. O procedimento para determinacdo do potencial
antimicrobiano é composto por trés etapas: a) preparacdo do indculo, que
consiste na suspensdo, com concentracdo conhecida, do microrganismo
alvo; b) inoculag@o das placas; c¢) colocagdo dos discos de filme nas placas.
Os procedimentos de cada etapa estdo sendo descritos nos itens seguintes a
este topico.

3.2.2.1 Ativacdo das cepas e preparacdo dos indculos de Staphylococcus
aureus spp e Salmonella spp

a) Reidratacao e reativacao das cepas:

Para a preparagdo de cada inoculo, utilizou-se cepa padrdo purificada
e liofilizada dos microrganismos Staphylococcus aureus spp. e Salmonella
spp., ambas fornecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz. As amostras
liofilizadas foram reidratadas e ativadas conforme indicagcdo técnica do
fornecedor que consiste em incubacdo da cepa a 37°C por 24 horas em
repouso, em caldo nutriente Baird-Parker (BP-Merck-USA) para
Staphylococcus aureus spp., e em caldo nutriente xilose lisina desoxicolato
(XLD-Merck-USA) para Salmonella spp..

b) Preparacio do indculo:

Uma alcada de cada uma das suspensdes ativadas de S. aureus spp e
Salmonella spp. foram novamente incubados em caldo nutriente BP e XLLD
respectivamente, por 24 horas a temperatura de 37°C. Apés o periodo de
incubacdo, 0,1ml de cada suspensdo foi diluida em 9 mL de 4dgua peptonada
(MERCK), correspondendo 2 dilui¢io 10", Este procedimento de diluicdo
foi repetido por mais duas vezes, chegando-se na diluicdo 10°. O
procedimento resumido para preparacdo dos indculos pode ser visto na
Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Tlustracdo do procedimento para a preparagdo dos indculos de S.
aureus spp e Salmonella spp.

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Centro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, CCTA,
Instituto Federal de Ensino, Ciéncia e Tecnologia Catarinense, IFET,
Campus de Concérdia.

3.2.2.2 Teste do halo

O teste do halo baseia-se no principio da idealidade dos fatores de
crescimento microbiano. Para o inéculo de S. aureus spp. foi utilizado o
dgar-BP e para Salmonella spp. agar XLD (Merck-USA). O meio de
cultura de cada microrganismo, previamente esterilizado em autoclave a
121 °C por 30 min, foi vertido e solidificado em placas de Petri. Na
superficie destas placas foram inoculados 0,1 mL da suspensdo do
microrganismo em teste com inéculo a dilui¢do de 107, previamente
preparado conforme procedimento padrio descrito anteriormente. Pequenos
discos de didmetro 2,1 cm dos filmes F1, F2, F3 e FC foram colocados
assepticamente no centro geométrico da placa, sobre a superficie do meio
de cultura. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e a formagao de
halos de inibi¢do do crescimento microbiano ao redor da amostra dos filmes
foi observada. A Figura 3.5 mostra o esquema para realizacdo do teste do
halo.



58

Disco do filme

......................

2,17cm de
: diametro
=== Incubagéo
Inéculo w

Placa inoculada

Figura 3. 5 - Procedimento para realizacio do teste do halo.

3.2.3 Acondicionamento das amostras de carne nos filmes elaborados
3.2.3.1 Selecdo das amostras de carne

Foram utilizados cortes de carne bovina Longissimus dorsi
(contrafilé), oriundos do Frigorifico e Abatedouro Piloto do Instituto
Federal de Ensino, Ciéncia e Tecnologia, IFET, Campus de Concdrdia. As
amostras, formadas de pecas de aproximadamente 5 Kg, foram coletadas ao
término do periodo de rigor mortis, ou seja, 24 horas ap6s o abate, e
transportadas embaladas em bolsas de polietileno e caixas isotérmicas até o
laboratério de microbiologia de alimentos do IFET.

3.2.3.2 Acondicionamento da carne em embalagens antimicrobianas

Bifes transversais de cerca de 100 g, retirados das pecas de
contrafilé, constitufram as amostras individuais. Este procedimento foi
realizado em capela de fluxo laminar previamente esterilizada por acdo de
Iuz UV por 30 minutos. A seguir, as amostras foram acondicionadas nas
saquetas confeccionadas com os filmes antimicrobianos provenientes dos
diferentes tratamentos e do controle (F1, F2, F3, FC). Para cada tratamento,
foi realizado o acondicionamento de 10 amostras, correspondentes a uma
amostra destinada a cada dia de avaliacdo. O experimento foi realizado em
duplicata, totalizando entdo, 80 amostras.

As amostras acondicionadas nas ‘“saquetas” dos diferentes filmes
foram embaladas em sistema de vdcuo com auxilio de uma seladora
automdtica marca SELOVAC®, modelo 3380 (Figura 3.6.a e 3.6.b). Apoés a
selagem, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo a temperatura
controlada (temperatura comercial de refrigeracdo de 5°C), em cimara
B.O.D com refrigeracdo, marca ELETROIlab, modelo 101/M3 (Figura
3.6.c). O tempo de armazenamento foi de 10 dias, sendo duas amostras de
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cada tratamento retiradas por dia para avaliacdo microbioldgica.

a) seladora; b) carne embalada a vacuo; ¢) armazenamento a temperatura de refrigeragao
controlada.

Figura 3.6 - Sistema de acondicionamento e armazenamento das amostras.

3.2.4 Avaliagdo microbiologica da carne durante o armazenamento

Durante o periodo de armazenamento (10 dias), foram retiradas
amostras de cada tratamento, as quais foram destinadas a andlise
microbiolégica para determinacdo de Contagem Bacteriana Total de
microrganismos Psicrotréficos (CTB) e Contagem de Pseudomonas (CP).
As amostras foram retiradas da camara de B.O.D. e armazenadas em caixas
isotérmicas até utilizagcdo. Todas as andlises foram realizadas em duplicata
de amostra, seguindo-se as metodologias descritas pelo “Compendium of
Methods for the Microbiological Examinations of Food (APHA —2001)”.



60

3.2.4.1 Determinagdo da Contagem Bacteriana Total de Microrganismos
Psicrotrdfilos (CBT)

a) Preparacao das amostras e obtencao de diluicoes seriadas

Saquetas contendo amostras a serem analisadas
microbiologicamente, foram higienizadas superficialmente antes de serem
abertas por algoddo embebido em solugdo de dlcool a 70%. Apds a
higienizacdo superficial foram retirados 25g das amostras de carne de cada
tratamento, com auxilio de bisturi previamente esterilizado. Para compor o
analito, pequenas fracdes de diferentes pontos da amostra foram retiradas.
O analito foi entdo misturado a 225mL de 4dgua peptonada (H,Op)
(MERCK-USA) 0,1%, previamente esterilizada em autoclave (121 °C por
30 min), obtendo-se deste procedimento a diluicio 107, a qual foi
homogeneizada por 60 segundos em aparelho Estomacher 400 (laboratory
Blender). Apds a obteng@o da primeira dilui¢do de cada amostra, foram
realizadas as demais dilui¢cdes seriadas, transferindo-se 1mL da dilui¢do 10
', a um segundo tubo contendo 9mL de H,Op, chegando-se a dilui¢do 10,
o lprocedimento foi repetido para a diluicdo 10 para obter-se a dilui¢do
107

b) Contagem Bacteriana Total de Bactérias Psicrotroéfilas (CBT).

Para CBT, 1 mL de cada uma das diluicdes foi inoculado em
profundidade de placas de Petri. Em seguida as placas foram cobertas por
cerca de 15 a 20 mL de meio de cultura PCA (Plate Count Agar-Merk-
USA), previamente esterilizado em autoclave e resfriado a 40°C. Apés a
adicdo do meio de cultura, as placas foram homogeneizadas manualmente
em forma de oito por 10 movimentos e deixadas solidificar naturalmente.
Cada diluicdo foi inoculada em duplicata de amostra. Todos os
procedimentos foram feitos em capela de fluxo laminar.

Posteriormente a inoculagdo de cada amostra, as placas foram
encubadas em posi¢do invertida a 7+1 °C por 10 dias em estufa B.O.D.,
marca ELETROIlab modelo 101/M3 . Ao término do periodo de incubac@o,
a leitura de cada placa foi realizada com auxilio de lupa de contagem,
contando-se as colOnias vidveis na placa. O resultado, isto €, a média de
duas placas de cada dilui¢do, foi expresso em UFC g

¢) Contagem Bacteriana de Pseudomonas
Para a contagem de Pseudomonas foi utilizada a técnica de contagem
por superficie. Um volume de 0,1 mL de cada diluicdo foi adicionado
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assepticamente sobre placas de Petri previamente preenchidas com 20mL
de meio de cultura OXOID-USA solidificado. O meio e cultura foi
preparado dissolvendo-se 23,2 g do meio sélido em 500mL de &4gua
destilada, juntamente com 5 mL de glicerol. A mistura foi esterilizada em
autoclave a 121 °C por 30 minutos.

O in6culo, preparado descrito anteriormente, foi espalhado em placa
de Petri, com auxilio de uma alca de Drigalski, por toda a superficie do
meio de cultura até a absor¢do completa do liquido. As placas foram
encubadas invertidas em estufa (marca MARCONI, modelo MRI) a 27+1 C
por 48 horas. Ao fim do periodo de incubag@o, as coldnias foram contadas
com auxilio de lupa. A faixa de aceitabilidade do teste é de 100 até, no
maximo, 1000 colonias por placa. Apés a contagem, realizou-se a prova
bioquimica de confirmac¢do de “coldénia de Pseudomonas” (Prova de
oxidase). Uma gota de solugdo da enzima oxidase (1ppm) foi adicionada
sobre uma colonia de cada placa lida. Havendo a formacdo de circulo de
coloragdo purpura, anotou-se o resultado como CONFIRMADO.

3.2.5 Avaliagd@o da cor da carne durante a estocagem
a) Avaliacao da cor da carne por Colorimetro

Os procedimentos de determinacdo da cor foram realizados
imediatamente apds a retirada da fracdo de amostra destinada as
determinacdes microbioldgicas.

A medida da cor foi feita utilizando-se um colorimetro portatil
(CHROMA METER CR-400), com fonte de luz D65, angulo de observagao
de 10° e abertura de célula 30 mm, usando-se coordenadas L*, a* b* do
sistema CIElab, onde o L* é o croma associado a luminosidade (L*=0
preto, 100 branco), e a* é o parametro de cor que varia do verde (-) ao
vermelho (+), e b* o parametro de cor que mede variagdes do azul (-) ao
amarelo (+). O equipamento foi calibrado com padréo branco e preto.

O experimento de leitura dos parametros L*, a* e b* foram feitos
para todas as amostras estudadas, sendo: 10 amostras de cada tratamento
em duplicata de amostra, totalizando 80 amostras. Foram feitas 3 leituras de
cada amostra.

Por meio das coordenadas L*, a* e b*, foi calculada a diferenca de

coloracio (AE*) para cada tratamento durante o tempo de avaliagio,
através da equagio: AE* = \/AL *2 L Ng * +Ab
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b) Avaliacao da cor da carne por Método Fotografico Digital

Para a avaliacdo digital da cor, foram retiradas duas amostras das
fotografias da carne acondicionada em cada tratamento avaliado. Para a
obtencdo das fotografias, foi utilizada uma cimera digital Sansung (Modelo
D5000), resolucdo de 5 MPixel. A lente da cimara foi posicionada
perpendicularmente a superficie do produto, a uma distncia de 20cm e
ajustou-se o balango de branco para luz do dia. As imagens foram feitas em
fundo branco.

As imagens selecionadas de cada amostra avaliada foram convertidas
em dados de RGB médios em aplicativo de leitura de cor pixel a pixel,
usando o software Mathematica 5.0° (Quadri, 2004). Os resultados obtidos
foram convertidos para o sistema CIELab e CIELCH pelo programa CIE
Color Calculator (LINDBLOOM, 2004) obtendo-se as dimensdes L*, a*,
b*, C* e H°. A partir destes dados foram calculadas as diferencas de cor

DE* através da equagio AE* = \/AL *2 +Aa** +Ab**

3.2.6 Teor de prata nos cortes de carne

Ao término dos experimentos de medida dos parametros de cor, as
amostras de cada tratamento, em duplicata foram acondicionadas em bolsas
de polietileno multicamada impermedvel e congeladas -20°C.
Posteriormente, as amostras foram encaminhadas para determinac¢io do teor
de prata em Espectrometro de Absor¢do AtOmica com atomizagdo
eletrotérmica em forno de grafite (ETAAS), marca VARIAN, modelo
ZEEMAN 220. O experimento foi realizado no Centro Tecnolégico —
CENTEC - UNISUL.

Para a determinag@o do teor de prata, as amostras foram preparadas
de acordo com o seguinte procedimento:

¢ Apds o descongelamento a temperatura ambiente, 2g de carne de

cada tratamento foram pesados em balanca analitica (QUIMIS
0,0001g), e as amostras foram digeridas em becker de SOmL, com
10mL de 4cido nitrico concentrado (99% de pureza) (Merck).
¢ O conjunto foi coberto com filme PVC e deixado em repouso por
24 horas.

* Apds este periodo, as amostras foram encaminhadas a um bloco
digestor equipado com condensador de refluxo iniciando-se o
processo a 50°C. A temperatura foi lentamente aumentada a 125°C,
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onde permaneceu por duas horas.

e Apds a completa digestdo, o conteddo foi filtrado e transferido a
um baldo volumétrico de 25 ml, e o volume foi completado com
solucdo de 4dcido nitrico a 2 % para realizagdo da leitura de prata.

¢ O resultado foi expresso em mg de Ag Kg'1 de amostra de carne
avaliada.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
em cada etapa de realizag¢@o do trabalho. Primeiramente serdo abordados os
resultados obtidos quanto a caracterizacdo de espessura e propriedades
mecanicas dos filmes. A seguir serdo apresentados os testes de atividade
antimicrobiana invitro e também os resultados de aplicagdo dos filmes
antimicrobianos em carne bovina. Finalizando o capitulo, sdo mostrados os
resultados de caracterizacdo da cor da carne acondicionada nas embalagens
antimicrobianas e também os resultados da avaliagdo do teor de prata

migrado dos filmes para a carne.

4.1 Caracterizacao dos filmes
4.1.1 Espessura

Os resultados da determinacdo de espessura dos filmes de cada
tratamento (FC, F1, F2 e F3) mostrou-se sem variagdes ao nivel de
significancia de 5%. Os resultados médios podem ser vistos na Tabela 4.1.

A ndo variabilidade da espessura encontrada nas amostras dos
tratamentos F1, F2 e F3 em relacdo ao tratamento FC, deve-se, muito
provavelmente, a forma da deposicio da particula do aditivo entre as
cadeias poliméricas do Polietileno (PE), provocando variagdes, em niveis
ndo significativos, do grau de orientacio dos mondmeros. BRODY,
STRUPINSK e KLINE (2001) encontraram diferencas microestruturais em
filmes com carga mineral incorporada. As alteragdes microestruturais a que
se referiram, remetiam as variacdes de posicdo dos mondmeros nas
estruturas poliméricas.

O tamanho médio da particula do aditivo AlphaSan® é de 1,3
microns, e este possui em sua composicdo 3,5% de fons prata sobre uma
base de sais de fosfato e zirconio. Devido ao potencial eletronegativo do
atomo de prata, os mesmos podem ficar mais préximos uns dos outros no
momento de maior disponibilidade energética, que neste caso € 0 momento
de fusdo (BRODY, STRUPINSK e KLINE, 2001), melhorando a cinética
de deposicdo das particulas do aditivo.

A aglomeragfo i6nica decorrente da juncdo das particulas metélicas
adicionadas a um filme pode influenciar também na Taxa de
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Permeabilidade ao Oxigénio (TPO,), nas propriedades mecanicas e também
nas propriedades morfoldgicas dos filmes devido ao espacamento
intermolecular ocasionado devido ao efeito da aglomeracdo i0nica
(BROWN, 1992).

Tabela 4.1 - Espessura dos filmes com adi¢do de AlphaSan a diferentes
concentracoes

Espessura (um) Intervalo de
Amostra confianca
Média (um) dp (um) -95% +95 %
FC 30,25 0,43 30,03 30,47
Fl1 30,75 1,19 30,15 31,35
F2 31,08 1,09 30,53 31,64
F3 31,40 0,95 30,92 31,88

Médias obtidas dos valores de trés repeti¢des, com 5 medidas em cada repeti¢do.

4.1.2 Distribuigdo das particulas de aditivo nos filmes

Substincias antimicrobianas ao serem incorporadas em materiais de
embalagem podem afetar as propriedades fisicas (HAN, 2000;
QUINTAVALLA e VICINI, 2002) e principalmente morfolégicas (HAN,
2000) do filme obtido. Esta variacdo nas propriedades, em muitos casos,
deve-se a forma como as particulas do aditivo adicionado encontram-se
distribuidas e agregadas ao longo da cadeia polimérica, efeito este
tecnicamente chamado de falha de homogeneidade.

No caso da adicdo de AlphaSan®, os fons de Prata (Ag") contidos na
superficie de um suporte inorginico de Fosfato/Zirconio podem, em
determinadas situacdes, ligar-se por for¢a idnica a alguns dos mondmeros
de repeticio do PE provocando descontinuidade na rede do polimero. Os
defeitos estruturais no material polimérico por adi¢cdo do aditivo podem ser
minimizados se a distribuicdo das particulas do aditivo no filme for
homogénea (KLINE, 2001). Industrialmente, a melhor homogeneizacido do
aditivo 4 alcancada quando o aditivo a ser incorporado é previamente
diluido em pequenas propor¢des do material (pré-diluicdes ou
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Masterbaches). Adicionalmente, os Masterbaches devem ser misturados a
resina polimérica em sistema de rosca dupla como garantia adicional ao
processo de homogeneizacao.

A avaliagdo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos
filmes antimicrobianos e filme controle permitiram observar a topografia
das superficies de cada filme em relagdo a distribui¢do da particula do

aditivo nas amostras. Esta topografia ¢ mostrada na Figura 4.1 para as
diferentes concentra¢des de antimicrobiano (FC, F1, F2 e F3).

Figura 4.1 - Fotomicrografias da superficie dos filmes de P.E a diferentes
concentragdes de AlphaSan®. FC: 0%, F1: 0,1%; F2: 0,5%, F3: 1,0% .
(aumento 500x).

Observa-se na micrografia do filme controle (FC) da Figura 4.1 uma
topografia homogénea, padrio de filmes de polietileno. Pequenos pontos
brancos ao longo da extensdo da amostra podem ser observados na
micrografia F1, indicando a presenca do agente antimicrobiano contendo
fons Ag". O niimero destes pontos aumenta com o aumento da concentracdo
de antimicrobiano. Embora os pontos brancos se apresentem em evidéncia
nas micrografias, ndo hd presenca de “cortes”, espagos vazios, ou mesmo
falhas na continuidade da rede polimérica em relacdo ao filme controle.

Pode ser observado que a matriz polimérica de todas as amostras
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permaneceram inalteradas, tendo apenas a modificacdo na regidao de
deposicao da particula do aditivo antimicrobiano adicionado. LIMJAROEN
et. al. (2003) indicaram que, mantendo a estrutura da matriz polimérica,
menor serdo as alteracdes das propriedades do polimero.

A manuten¢do na homogeneidade das particulas no polimero deve-se
a regularidade e efici€ncia da operacdo de mistura entre os componentes no
processo de extrusdo, que foi obtida através do mesmo procedimento como
mencionado para o tratamento F1. Na Figura 4.2 pode ser visto a
micrografia do tratamento F3 (maior concentracio de aditivo) para
ampliacdo de 1.000x.

Figura 4. 2 - Fotomicrografias de superficie do PE com 1,0%
de antimicrobiano (F3).

A forma como o antimicrobiano se mistura a matriz polimérica pode
ser vista na Figura 4.3 (ampliacdo 2000x). Ao comparar F1 (Figura 4.3.a) e
FC (Figura 4.3.b), observa-se que a particula é recoberta por uma fina
camada de PE, dando a sensa¢do de aprisionamento dentro da massa
polimérica. Nao se observam espacos vazios nas proximidades do material,
reforcando a possibilidade da prata apresentar-se inerte ao polimero.
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Figura 4.3 - Fotomicrografias de superficie dos filmes (aumento 2000x), para a)
Fl,eb) FC

Outro fato que pode contribuir para ndo haver interacdo quimica
entre as espécies € a estabilidade térmica do aditivo. Segundo instrucdes
técnicas do fornecedor (MILLIKEM CHEMICAL, 2008), a estabilidade do
AlphaSan® é maior que 800°C, temperatura que ndo foi atingida em
nenhuma das zonas de fusdo do processo de extrusdo pois a temperatura
maxima de extrusdo foi de 195°C.

Tratando-se de um filme destinado ao acondicionamento de
alimentos, faz-se necessdria a manutencio das propriedades mecanicas, e
em especial a propriedade de barreira ao Oxigénio caracteristica dos filmes
a base de PE.

4.1.3 Permeabilidade ao oxigénio

A Taxa de Permeabilidade ao Oxigénio (TPO,;) dos filmes
antimicrobianos (F1, F2 e F3), do mesmo modo que a espessura, nao foi
modificada pela incorporagio do aditivo para valores do nivel de
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significancia de 5%. Os valores resultantes da avaliagdo para este parametro
podem ser observados na Tabela 4.2. Da mesma forma que anteriormente,
os intervalos de confianga se sobrepdem, e as médias sdo muito préximas.

Tabela 4.2 - Taxa de permeabilidade ao Oxigénio de PE adicionado de
antimicrobiano a diferentes concentragdes

TPO, (mL(CNTP)/(m>.dia))

Tratamento
M v Cv
FC 8,737 8,468 — 9,005 4.,4%
F1 8,808 8,789 — 8,826 0,3%
F2 8,779 8,562 - 8,977 3,5%
F3 8,779 8,062 — 9,537 11,9%

Valores referentes a trés determinagdes. M — média; IV — intervalo de varia¢do; CV — Coeficiente
de variacdo.

Sabendo que muitas reagdes quimicas, bioquimicas ou
microbiolégicas podem ser evitadas pela passagem de gases ou vapor de
dgua através das paredes da embalagem onde estd contido, a troca gasosa
deve ser impedida tanto quanto possivel. Por isso € tdo importante
certificar-se da qualidade do filme quanto a entrada de dgua ou gases no
alimento acondicionado (POUZADA e GOMES, 2003).

A entrada do oxigé€nio para o interior de uma embalagem atua
diretamente na velocidade de crescimento de microrganismos, patogénicos
ou deteriorantes, contidos no produto, atuando de forma direta na
diminuicdo de sua vida util, o que é percebido pela modificacdo das
caracteristicas organolépticas. O oxigénio quando atua como catalisador de
crescimento de microrganismos patogénicos compromete além das
propriedades organolépticas, a seguranca alimentar (JAY, 1992).

Tendo em vista estas consideragdes, vé-se quio importante € evitar o
crescimento microbiano. Por outro lado, o controle da passagem de gases
também o €. Deste modo, a adicdo de agentes antimicrobianos é uma
solugdo altamente eficaz para o controle de seu crescimento e garantir que a
data de validade do produto seja cumprida.

O fato da permeabilidade ndo ser afetada pelo antimicrobiano é um
resultado bastante promissor, pois ndo é necessdria uma adicdo maior de
aditivo para compensar o possivel crescimento microbiano devido a maior
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entrada de oxigénio.

4.1.4 Determinacdo da resisténcia dos filmes a tracdo

Na Tabela 4.3, sio mostrados os valores de Resisténcia ao
rasgamento inicial das amostras dos filmes antimicrobianos e filme
controle, bem como os valores das demais componentes que deram origem
a esta propriedade. Observou-se pelos resultados que a adicdo do agente
antimicrobiano nos tratamentos utilizados para o Filme 1 (0,1% m/m),
Filme 2 (0,5% m/m) e Filme 3 (1% m/m) reduziram significativamente (p >
0,05) a Resisténcia ao rasgamento inicial das amostras avaliadas em relagdo
ao tratamento controle (FC). Entretanto, ndo houve variaco significativa (p
> 0,05) entre as entre as amostras aditivadas nas concentragdes testadas
neste experimento.

Tabela 4.3 - Ensaios de tra¢do para os filmes antimicrobianos e controle.

Resisténcia
R Alongamento
Direcio Alongamento ao
. Escoamento Ruptura
do Filme na Ruptura Rasgamento
. (Mpa) (Mpa) Escoamento . .
ensaio (Mpa) (mm) Inicial
(Kgf /cm)
FC 279402 543+0,2 810+0,5 83,3+£0,6 201,0+0,2°
FI  258+03 50,0%£03 768+0,2 86,7+04 198,0+0,3"
MD
F2  253+09 50,2+0,2 803+0,3 87,104 194,0 04"
F3 249+03 542+04 802+0,3 84,5+0,5 196,0+0,3"
FC 172+04 34,1+£03 1262+04 140+0,3 202,0+0,1°
FI 16,7+0,7 33,0£04 1196+0,2 139405 196,0 +0,3"
DT

F2  16,1+05 33,5+£0,7 1263+0,3 145+03 198,0+0,3"

F3 16,0+0,1 353+03 1247+0,3 143+04 199,0 + 02"

DM: Direcdo de Mdquina; DT: Dire¢do Transversal. Médias seguidas de letras diferentes, na
vertical, diferem estatisticamente entre si, em teste de Tukey entre as médias (p<0,05).
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A inexisténcia de diferencas significativas entre os resultados obtidos
para as amostras dos filmes antimicrobianos (F1, F2 e F3), demonstra que
ndo existe relagdo estabelecida entre o aumento da concentragdo do aditivo
antimicrobiano e diminui¢do da resisténcia ao rasgamento.

Para o filme controle (FC), os resultados foram similares tanto na
avaliacdo no sentido de maquina (DM) como em sentido transversal (DT),
compondo uma média de 201,5kgf/cm em relacio a uma média de
196,8kg/cm para os filmes antimicrobianos, também avaliados em DM e
DT. Em se tratando de filmes destinados ao acondicionamento de
alimentos, a resisténcia ao rasgamento é a principal varidvel a ser
considerada, pois reflete a flexibilidade do material frente as condi¢des de
estocagem, transporte, laminacdo, impressao e manuseio
(SARANTOPOULOS, 2002).

Levando em considerag¢@o as médias para os valores de resisténcia ao
rasgamento inicial, observa-se que houve uma reducio de 4,7Kgf/cm na
resisténcia, o que significa uma perda de 2,4% na resisténcia final do
material. Além da diminui¢do na resisténcia ao rasgamento inicial dos
filmes antimicrobianos, observa-se também a diminui¢do do Alongamento
na Ruptura das amostras F1, F2 e F3, que foi de aproximadamente 10
unidades no sentido DM e 110 unidades em sentido DT. Perdas nos valores
desta componente podem acarretar dificuldades durante o processo de
acondicionamento de produtos alimenticios com formato irregular ou com
dureza elevada, o que é comum em produtos carneos industrializados.

Mesmo com a diminui¢cdo aproximada de 2,4% da resisténcia a
tracdo, a média resultante obtida para os filmes antimicrobianos
(196,8kgf/cm) estd dentro da faixa (180 — 230 kgf/cm) de pardmetros de
resisténcia ao rasgamento inicial adotados comercialmente por unidades
frigorificas para acondicionamento de cortes desossados.

Muito provavelmente, um dos motivos que pode ter acarretado a
diminuicdo da tragdo, j4 que a espessura dos filmes se mostrou inalterada,
foi a carga mineral adicionada com o aditivo antimicrobiano para suporte
dos fons prata. Mesmo ndo estando ligado quimicamente as cadeias
carbOnicas, a prata pode ocasionar uma diminui¢do da forca de atracio
intermolecular dos mondmeros de repeticio da matriz polimérica.
Sothornvit e Krochta, (2000), descreve que a adicdo de particulas metalicas
em sistemas poliméricos modifica a estrutura molecular tridimensional da
rede, diminuindo as forgas de atracdo intermoleculares e elevando o volume
livre do sistema; conseqiientemente, a rede se torna menos densa.

Lim; Miney e Tung (1998) afirmam que a for¢a de ruptura de um
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filme € influenciada pela interag@o entre as moléculas da matriz polimérica,
e que aditivos junto a matriz filmogénica, em diversos sitios ativos das
cadeias, podem reduzir os espagos por solvatacdo (quando diluido)
principalmente dos sitios apolares.

Fernandes (2001) relatou uma brusca diminuicdio (18%) nas
propriedades de tragdo quando incorporou 3% de Zedlito em filmes de
PEBD, relacionando esta diminui¢do as falhas ocasionadas nos filmes
devido ao grande tamanho da particula dos Zedlitos incorporados (6,5um).

Waurlitzer (2007) adicionou 2% de antimicrobiano Triclosan em
filmes de PVDC com espessura média de 8 mm, obtendo um valor de
tracdo de 8 N, 2N menor que o do filme controle que mostrou um valor de
10 N, para a mesma espessura. Linjaroen et al. (2003) relatou a reducgdo de
4% no valor do rasgamento inicial quando incorporou de 1 a 3% (m/m) de
aditivo antimicrobiano a base de prata em filmes de PEAD.

4.1.5 Resisténcia a perfuragdo

A resisténcia a perfuracdo de um filme é um parametro de qualidade
importante para materiais utilizados em acondicionamento de produtos com
pontas, cantos vivos ou outros tipos de protuberancias que possam danificar
a embalagem durante o acondicionamento e a distribuicdo, a exemplo de
produtos com ossos e ragdo animal. No caso de cortes cdrneos desossados
acondicionados a vécuo, a inexisténcia de pontas, como aquelas dos 0ssos,
ndo elimina a necessidade de um material com boa resisténcia a perfuracéo.

A pressdo exercida pelo sistema a vicuo, juntamente com o aumento
da rigidez causada pelo frio da cadeia de manutencdo da temperatura
durante a vida de prateleira, sdo fatores criticos a perfuracdo de uma
embalagem.

Comparando os resultados dos ensaios de perfuragdo dos filmes
antimicrobianos com o filme controle, mostrados na Tabela 4.4, observou-
se que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores
determinados para as amostras de cada tratamento. Os valores obtidos para
carga na ruptura dos filmes foram de 4,2 a 4,4 N para os diferentes
tratamentos, e de 13,9 a 14,5 mm para o alongamento da ruptura. Estes
valores encontram-se dentro da faixa de especificacdio comercial para
acondicionamento de carne sem 0ssos, que ¢ de no minimo 4 N para carga
maxima e 12 mm de alongamento.
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Tabela 4.4 - Determinacio das componentes de perfuracdo dos filmes

Cargana Alongamento  Carga Al:::gél:;e:to
Tratamentos ruptura  na Ruptura  Maixima bl
N) (mm) ) maxima
(mm)
FC 42 +0,1 14,5+0,1 5004 10,6 £0,1
F1 44 +0,2 14,0 £0,2 53+0,3 10,1 £0,1
F2 44+0,3 139+04 53+0,2 10,2 +£0,2
F3 43+0,1 14,2+0,2 52+0,1 10,5+0,1

Medias oriundas de 10 medicdes para cada amostra de filme.

A propriedade de perfuragio de um filme relaciona-se
principalmente com o grau de orientagdo molecular de etileno da matriz
polimérica. Espagos vazios, no momento da extrusio de um filme,
proporcionam lacunas intramoleculares, ocasionando fragilidade do
material quanto a resisténcia a perfuragdo. Fernandes (2001) estudou a
associacdo da resisténcia a tracdo com as propriedades de perfuracdo. Ele
relatou uma diminuicdo de 18% nas propriedades de tracdo com a
incorporagdo de 3% de Zedlito em filmes de PEBD, porém nédo observou
variacdo significativa na resisténcia a perfuracdo dos filmes testados
naquela mesma concentragdo do aditivo avaliado. Segundo o mesmo autor,
a resisténcia a perfuracdo pode ser afetada pela variacdo da espessura do
material ensaiado; este fato, porém, pode ser descartado no presente
trabalho, pois ndo foram observadas diferencas significativas de espessura
entre os tratamentos.

O efeito sobre a propriedade de tracdo pode ser percebido nos
resultados obtidos para a propriedade de Tracdo (Tabela 4.3), onde foi
mencionada uma diminui¢do de 2,4% em média na capacidade de
resisténcia a tracdo dos filmes antimicrobianos em relacdo ao filme
controle. Este efeito pode ter exercido influéncia, mesmo que ndo
significativa, na resisténcia a perfuracdo das amostras dos mesmos
tratamentos (FC, F1, F2 e F3). Quando Fernandes (2001) relatou a
diminui¢do de 18% nas propriedades de tracdo com a incorporacdo de 3%
de Zedlito em filmes de PEBD, n3o houve variacdo significativa na
resisténcia a perfuracdo dos filmes testados naquela concentracio do aditivo
avaliado. Adicionalmente, a propriedade de perfuracdo pode ser afetada
(diminuida) pela espessura do material ensaiado, porém, este fato pode ser
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descartado por ndo haver diferengas significativas de espessura entre os
tratamentos.

4.2 Avaliacao da acao antimicrobiana in-vitro dos filmes produzidos

O teste de atividade antimicrobiana mais utilizado observa a eventual
formacdo de halos de inibicio ao redor da amostra a ser testada. As
condi¢bes de tempo e temperatura devem ser as consideradas ideais de
crescimento dos microrganismos avaliados, neste caso 37°C por 24 horas
para ambas as cepas. Em ndo havendo formagdo de halos de inibicdo,
considera-se o resultado como sendo negativo. Na Tabela 4.5 podem ser
observadas as medidas, em mm dos halos de inativagao.

Tabela 4.5 - Raio do halo de inibicdo do crescimento de S. aureus e
Salmonella

Raio do halo* (mm)

Microorganismo FC F1 F2 F3
Staphylococcus 0,0£00 1L1£03 31£21 6535
aureus spp.
Salmonella spp. 0,0+0,0 0,000 0,0+00 26=%1,2

*Média de trés repeti¢des, em triplicata de amostra

Para os testes conduzidos com S. aureus spp. pode-se observar um
aumento do raio do halo de inibi¢do do crescimento com o aumento da
concentragdo de antimicrobiano, o que pode ser associado a eficiéncia de
inativacdo dos filmes. Foram obtidas zonas de inibicdo médias de 1,1 mm
para a amostra F1 (0,1% de aditivo antimicrobiano), 3,lmm de inibi¢io
para F2 (0,5%) e 6,5 mm para F3, amostra que contém 1% de aditivo
antimicrobiano. Para o filme controle ndo foram detectados halos de
inibicdo nas condi¢des do teste (Figura 4.5).

Resultado similar, porém mais eficiente, foi encontrado por
WURLITZER (2007), para filmes de PVDC contendo 0,5% (m/m) de
Triclosan, onde a inibicdo de Staphylococcus aureus spp., nas mesmas
condig¢des, resultou em um halo de inibi¢do de 8,9 mm.
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»

, (Filme F3)

Figura 4.4 - Halos de inibi¢@o dos filmes antimicrobiano (F1, F2, F3) e filme
controle contra S. aureus

Alguns fatores podem influenciar na formacdo de halos de inibig¢do
em testes antimicrobianos, como a difusdo do antimicrobiano e da
velocidade de crescimento do microrganismo (TOLEDO, 2000).
Considerando que a cepa do microrganismo testado, S. aureus spp. e a
umidade do Agar, sdo idénticos pois foram obtidos de um mesmo inéculo e
uma mesma batelada, pode-se supor que os filmes foram capazes de liberar
fons de prata suficientes para inativar os microorganismos; esta liberacdo
foi tanto maior quanto maior a concentracdo no filme. Uma imagem
aproximada do maior halo de inibicdo (F3) do teste com S. aureus spp.pode
ser visualizado na Figura 4.6.
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Figura 4.5 - Aproximac@o do halo de inibi¢do de S. aureus spp. contra o
filme 3 (F3)

O mecanismo exato de inibicdo do metabolismo de crescimento
microbiano frente a alguns fons metdlicos ainda é merecedor de estudos
aprofundados em fisiologia de microrganismos. Muitos autores associam a
inativagdo de microrganismo na presenca de fons metdlicos devido a
incompatibilidade da carga do fon com a composi¢io (Gram) do
microrganismo, tornando possivel uma interacio entre ambos no sentido de
repulsdes iOnicas. Portanto, linhagens que apresentam Gram positivo como
S. aureus sdo mais sensiveis a fons do elemento prata devido as interacdes
quimicas de repulsdo entre as cargas, pois este elemento apresenta também
carga positiva; a partir disto, pode haver uma conseqiiente desestabilizagdo
do metabolismo bacteriano. Esta sugestdo de mecanismo, porém, ndo é
Unica.

Pelczar et. al. (2005) descreve que os metais pesados e seus
derivados inativam as proteinas celulares combinando-se com algum
componente da proteinas. O ataque ocorre nos grupamentos sulfidrila da
extremidade das proteinas. Este fato € conhecido hd algum tempo, quando
solucdo de nitrato de prata (AgNO;) era utilizada para prevenir infeccdes
oculares por Gonococus em recém-nascidos. A a¢do do mercirio, também
um metal pesado, é explicada quimicamente. Acredita-se que a prata exerga
0 mesmo mecanismo, como mostrado na Figura 4.7.
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Figura 4.6 - Mecanismo da acao oligodinidmica entre a prata e enzimas de
microrganismos (Pelczar et. al., 2005)., a similaridade da Prata.

Baseado no mecanismo de a¢do oligodindmica sugerido por Pelczar
et. al. (2005), as enzimas contidas na superficie da célula sdo rapidamente
ligadas aos fons metélicos. Esta ligacdo provoca uma mudanca significativa
na estrutura das enzimas, tornando-as inativas e impedindo, portanto, o
crescimento microbiano.

Campbell (2006) discorre a respeito dos mecanismos de inativagio
enzimadtica, e sugere que a inativagdo de enzimas frente aos ions metédlicos
pode provocar um rearranjo da estrutura espacial, causando uma mudanga
de configuracdo. Em mecanismos enzimaticamente dependentes, que € o
caso de bactérias, quando uma enzima sofre desnaturacio, o metabolismo €
rapidamente interrompido, levando a morte do microrganismo por
mecanismo oxidativo ou mesmo por coagulacdo da proteina central.

Em contrapartida, na avaliagdo antimicrobiana dos filmes em relagio
ao indculo de Salmonella spp., nao foram detectados formagdo de halos de
inibicdo nos tratamentos 1 e 2, correspondentes aos filmes com
concentracdo de 0,1 e 0,5% de aditivo antimicrobiano. A inibi¢do ocorreu
apenas no teste contendo disco do filme F3 (1% de aditivo antimicrobiano),
resultando em um halo de inibi¢cdo de 2,6 mm (Tabela 4.5). O resultado do
halo de inibicdo para Salmonella spp. pode ser visto na Figura 4.8.

A justificativa mais simples para a inexisténcia de halos de inibi¢do
para Salmonella spp. nas menores concentra¢des (amostras F1 e F2), pode
ser dada pela estrutura da parede celular dos microrganismos Gram
negativos.

Estes, embora tenham uma espessura de parede mais fina que os
microrganismos Gram positivos, possuem uma composi¢do bastante
complexa, constituida de uma camada de peptideoglicano, outra de
lipoproteina, seguida da membrana celular e de mais uma camada de
lipopolissacarideo. Comparativamente, os microrganismos Gram positivos
sd80 bem mais simples: embora possuindo uma camada mais espessa, sua
parede celular é constituida quase que exclusivamente de peptideoglicano,
permitindo mais facilmente a atuacdo da prata, assim como o faz com o
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corante de violeta de genciana, que o colore facilmente. Isto implicaria em
uma maior resisténcia por parte dos microrganismos Gram negativos ao
ataque dos fons prata, exigindo maiores concentragdes para poderem atuar
sobre o microrganismo, de modo a atingir o citoplasma ou destruir a parede
celular (TORTORA, 2005).

Figura 4.7 - Halo de inibi¢@o do filme F3 em relacdo a Salmonella spp.

Outra hipdtese que justificaria este comportamento € possivel
existéncia da Concentragdo Inibitéria Minima — MIC (Mininal Inhibitory
Concentration), que € a concentra¢do minima deste antimicrobiano capaz de
inibir a Salmonella. Segundo CHUANCHUEN (2003), este valor pode
chegar a 1000 ].1g.mL'1 para algumas linhagens.

Virios autores avaliaram a eficiéncia de filmes ativos incorporados
com a mesma espécie quimica obtendo diferentes resultados em diferentes
microrganismos. Pranoto, Rakshit e Salokhe (2005) estudaram a atividade
antimicrobiana de filmes incorporados com nisina e sorbato de potdssio
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium,
L. monocytogenes e Bacillus cereus. Os autores observaram a formacgio de
halo de inibicdo apenas para Staphylococcus aureus e L. monocytogenes.

Em estudo realizado por Pereira et al. (2006), filmes antimicrobianos
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incorporados com natamicina foram avaliados para Penicillium roqueforti,
Aspergillus niger e Penicilium sp. Houve inativagcdo para todas as espécies
testadas, porém, com o aumento da concentracio de natamicina houve
aumento da eficiéncia antimicrobiana. Com o aumento da concentragio de
natamicina, o Penicillium roqueforti apresentou maior susceptibilidade.

Limjaroen et al. (2003) desenvolveram filmes a base de cloreto de
polivinilideno (PVDC) incorporados de diversos agentes antimicrobianos
(lactoferrina, nisina, sorbato de potdssio, dcido sérbico, diacetato de sédio)
contra L. monocytogenes. Na leitura do halo nfo foi detectado inativacio
com os filmes que continham lactoferrina e diacetato de sédio. A elevacio
na concentrag@o de dcido sérbico, de 1,5 para 2%, aumentou o didmetro do
halo de inibi¢do. Os filmes contendo 1, 2 e 3% de sorbato de potdssio
apresentaram halos de inibicdo, porém ndo houve diferenca entre as
concentragoes.

4.3 Avaliacio da eficiéncia antimicrobiana dos filmes em corte de carne
bovino

Para a avaliacdo da eficiéncia antimicrobiana, amostras de bifes de
contrafilé foram acondicionadas assepticamente em sistema a vicuo em
saquetas previamente confeccionadas com o filme Controle (FC) e os
filmes antimicrobianos de cada tratamento (F1, F2 e F3). Apos
acondicionadas, as amostras foram mantidas sob refrigeracido de 5°C por 10
dias, sendo retirada uma amostra diariamente para determinacdo da
Contagem Bacteriana Total de Psicrotrdficos (CBT) e Pseudomonas. Os
experimentos foram repetidos duas vezes, e as andlises realizadas em
duplicata.

4.3.1 Contagem total bacteriana de psicrotrificos — CBT

A Figura 4.9 apresenta graficamente os valores médios para
Contagem Bacteriana Total (CBT) nos intervalos de avaliacdo (10 dias)
para os filmes antimicrobianos (F1, F2 e F3) e controle (FC).

Inicialmente, todas as amostras dos diferentes tratamentos partiram
do valor de CBT de 2,3x105UFC/g (5,36 log UFC/g). Este valor foi oriundo
da determinacdo da CBT da peca de contrafilé utilizada na preparacdo das
amostras do respectivo experimento, podendo também ser admitido como
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indicativo de boa qualidade microbioldgica inicial da carne. Segundo
Venturini (2003), bons cortes de Contrafilé, provenientes de boas condi¢des
processuais de abate e manipulacio, podem apresentar CBT de
microrganismos Psicrotrdficos de 10%a IOSUFC/g.

9,00 - - 9,00
8,50 - + 850
8,00 - + 8,00

© 7,50 - 1 750

2

Z 7,00 - 47,00

(=2

S 6,50 - + 6,50
6,00 46,00
5,50 - + 550
5,00 ‘ ‘ ‘ ‘ 5,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)

Legenda: ( gg ) Filme Controle; (o) Filme 1; (A) Filme 2; (x) Filme 3;

Figura 4.8 - Contagem Bacteriana Total de Psicrotrdficos (CBT) para os
tratamentos

Para a carne acondicionada no filme controle (FC), sem adic¢do de
aditivo antimicrobiano, pode-se ver na Figura 4.9, um aumento da CBT de
5,36 para 7,15 (log UFC/g) ji4 no primeiro dia de acondicionamento,
representando a elevacdo de um ciclo logaritmico da populagdo microbiana
Psicrotrdfica. A elevacio da populacdo microbiana em ordem logaritmica,
como mencionado anteriormente, pode indicar a auséncia da fase de
adaptacdo dos microrganismos perante as condicdes avaliadas. Esta
hipétese € fortalecida quando avaliado o aumento praticamente constante da
CBT até o quinto dia de acondicionamento do mesmo tratamento (FC),
gerando, neste periodo, um aumento de 3 ciclos logaritmicos da populacio
microbiana (8,81 log UFC/g). Do sexto ao décimo dia de
acondicionamento, ndo foram percebidas variagdes significativas,
finalizando a CBT final para este tratamento em 8,95 (log UFC/g).

Resultado similar, embora ndo esperado, ocorreu para o perfil de
crescimento da CBT da carne acondicionada no filme 1 (F1) contendo 0,1%
(m/m) do agente antimicrobiano. Para este tratamento, o valor de CBT no
quinto dia de avaliacdo foi de 8,5(log UFC/g), que ndo mostra diferenca
significativa, em ordem logaritmica, do resultado obtido para o mesmo
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tempo de avalia¢do da carne em filme controle (FC). O mesmo ocorreu com
a diferenca gerada da CBT dos tratamentos FC e F1 no décimo dia de
acondicionamento (0,25 log UFC/g). Para tanto, pode-se dizer que o
tratamento F1 ndo apresentou eficiéncia na redug¢do microbiana.

Um dos motivos que pode explicar a ineficiéncia antimicrobiana € a
existéncia de diferentes tipos de microrganismos com diferentes resisténcias
ao antimicrobiano a base de prata, como o observado para o S. aureus e
Salmonella. Outra hipétese € o fato do filme F1 ter apresentado, apesar de
ndo significativo, uma permeabilidade de 8.808 mL(CNTP)/(mZ.dia),
0,071mL de oxigénio maior que aquele apresentado pelo filme controle FC
(TPO, de 8,737 mL(CNTP)/(m’.dia)).

Suppakul e.f al., (2003) mostraram que a presenc¢a de 25 umol de O,
promoveu um aumento de 1 ciclo logaritmico de microrganismos
mesofilicos e diminuicdo de 3 dias da vida util, que é de 7 dias para o
produto acondicionado em sistema de vdcuo parcial. Em amostras de vicuo
total, com residuo de 11 pmol de O,, a vida qtil do produto foi de 14 dias.

Viana, Gomide e Vanetti (2005) observaram que o aumento de 0,17
mL/m*24h a 25 °C e 1 atm favoreceu de forma significativa (p>0,05) o
crescimento de microrganismos anaerdbios facultativos (VENTURINI,
2007).

A carne acondicionada no filme F2, contendo 0,5% m/m do aditivo
antimicrobiano, atingiu a CBT maxima de 7,6 (log UFC/g) no terceiro dia
de avaliacdo, representando um aumento de 2 ciclos logaritmicos em
relacdo a populagdo inicial do mesmo tratamento. A populagdo microbiana
inicial de CBT, apresentou o mesmo valor inicial que a amostra anterior, ou
seja, de 5,36 (log UFC/g). Pode-se ver pela Figura 4.9 que, além do menor
valor da CBT, houve uma diminui¢do de um dia na fase de crescimento
exponencial quando comparado com os tratamentos FC e F1.

Igualmente ao ocorrido para o perfil dos tratamentos FC e Fl1, a
populacdo microbiana de F2 manteve-se sem variacdes logaritmicas até o
dltimo dia de armazenagem, apresentando CBT no décimo dia de avaliacio
de 7,34 (log UFC/g) contra 8,81 (log UFC/g) para o tratamento FC no
mesmo periodo. Em termos eficiéncia de reducdo microbiolégica para
Psicrotrdficos, o tratamento F2 apresentou uma reducdo de um ciclo
logaritmico em relagéo ao controle nas mesmas condicdes.

Conforme esperado, o melhor desempenho na reducdo microbiana de
CBT ocorreu no tratamento F3, filme contendo a maior concentra¢do do
agente antimicrobiano (1% m/m). Este resultado comparativo € mostrado na
Figura 4.10.
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Figura 4.9 - Contagem Bacteriana Total de Psicrotrdficos (CBT) para os
tratamentos FC e F3

A CBT maéaxima para o tratamento F3 ocorreu no terceiro dia de
avaliacdo, resultando em 7,6 (log UFC/g). Na Figura 4.10), vé-se que, além
de um menor nimero de microrganismos, o perfil de crescimento do quarto
ao décimo dia de avaliagcdo difere dos demais. Observa-se que hd uma
reducdo microbiana maior que um ciclo logaritmico, ou seja, de 1,49 (log
UFC/g) durante o armazenamento do 4° ao 10°dia, neste tratamento. Este
foi, portanto, o tratamento mais eficiente, resultando na redugéo de 2 ciclos
logaritmicos na populacio de CBT nas condi¢des avaliadas.

Um dos fatores limitantes da vida-de-prateleira de carnes
acondicionadas a vdcuo € o crescimento de microrganismos Psicrotrdficos,
pois € nesta classe que estdo contidas as bactérias ldticas, responsdveis pela
conversdo da glicose residual da carne em 4cido latico (FRANCO, 2005). A
evolugdo da formagdo de 4cido latico, que ocorre de forma correlacionada
ao crescimento de microrganismos Psicrotrdficos, provoca efeitos
indesejdveis na qualidade do produto. Dentre estes efeitos é importante
destacar: a intensificacdo do sabor dcido, despigmentagdo decorrente do
abaixamento excessivo do pH, e degradacdo de proteinas, ocasionando
odores ndo caracteristicos da carne e sentidos pelo nitrogénio amoniacal
liberados.

Perante a norma RDC-12 da ANVISA (1994), todas as amostras
avaliadas neste trabalho encontram-se em conformidade com os padrdes
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, que estabelece
o valor méximo de CBT de 10° UFC/g. Valores acima dos estabelecidos
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pela legislagdo nao foram encontrados em nenhuma das amostras avaliadas.

4.3.2 Contagem de Pseudomonas

Os resultados médios para a contagem de Pseudomonas em 10 dias
de armazenamento para os filmes antimicrobianos (F1, F2 e F3) e controle
(FC) podem ser visualizados na Figura 4.10, Para todos os tratamentos,
sup0Os-se um valor igual a 3x101UFC/g (1,48 log UFC/g) como populacdo
inicial, valor este obtido a partir da determinacdo de Pseudomonas da pega
de contrafilé utilizada na preparagdo das amostras.

5,00 - T 5,00
4,50 A + 4,50
4,00 - + 4,00
2 3,50 + 3,50
2
S 3,00 - + 3,00
jo2
S 2,50 - + 2,50
2,00 - + 2,00
1,50 + 1,50
1,00 1,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (dias)

Legenda: ( gy ) Filme Controle; (o) Filme 1; (A) Filme 2; (x) Filme 3; _

Figura 4.10 - Contagem de Pseudomonas para os tratamentos antimicrobianos F1,
F2, F3, e controle, FC

Para a carne acondicionada no filme controle, pode-se ver uma
elevacdo exponencial na populacdo de Pseudomonas, de 1,48 para 2,9 (log
UFC/g) nos primeiros dias de acondicionamento. Assim como observado
para a CBT, hd auséncia da fase lag, responsdvel pela adaptacdo dos
microrganismos ao meio. O crescimento microbiano para este tratamento
permaneceu praticamente constante até o quarto dia de avaliacdo, onde
atingiu o valor de 3,2 (log UFC/g), e no final do tempo de armazenamento,
isto é, apds 10 dias, a populacdo de Pseudomonas foi de 4,64 (log UFC/g).
Houve portanto um aumento total entre a populacdo inicial e final de
Pseudomonas na carne embalada com o filme controle de 3 ciclos
logaritmicos.

O mesmo aumento de 3 ciclos logaritmicos também foi observado
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para os tratamentos F1 e F2 que, ao final do tempo de armazenamento (10
dias) apresentaram valores de 4,23 log UFC/g (1,2x10%) e 4,08 log UFC/g
(1,7x104), respectivamente.

No tratamento F3, o crescimento microbiano de Pseudomonas foi
similar ao obtido com o controle até o quarto dia de avaliacdo (3,18 (log
UFC/g) em F3 contra 3,23 (log UFC/g) em FC. O histérico de crescimento
microbiano de F3 porém diferencia-se dos demais tratamentos pois
manteve-se em menor velocidade de crescimento até o dltimo dia de
estocagem, atingindo a populacio final de 3,71 (log UFC/g). Em relacdo ao
filme controle, observou-se uma redugcdo de 1 ciclo logaritmico da
populacdo de Pseudomonas nas condi¢cdes avaliadas. Em termos de
desempenho antimicrobiano, o tratamento F3, o filme com maior
concentragdo de aditivo antimicrobiano (1%m/m), foi o Gnico a apresentar
efeito na redugdo do crescimento de microrganismos do género
Pseudomonas.

Apesar de ocorrerem algumas deterioragdes da carne na auséncia de
microrganismos, tais como quebras enzimdticas de tecidos, reagles de
oxida¢do e hidrdlise de gorduras, o crescimento microbiano € o fator mais
importante relacionado a manutencdo da qualidade da carne fresca
(LAMBERT et al; 1991). Dentre os microrganismos deteriorantes que
podem crescer na carne resfriada, e particularmente naquela acondicionada
a vacuo, sem divida o crescimento do género Pseudomonas é o de maior
importancia. Embora a legislagéo brasileira ndo se manifeste em relacio aos
valores mdximos deste microrganismo em alimentos, segundo o que foi
publicado por Franco (1996), valores de 10* UFC/g de células do género
Pseudomonas foram suficientes para provocar a exudagdo excessiva em
carne resfriada com conseqiiente formacao de limosidade.

A valores de 106UFC/g pode ser iniciado o processo de
“esverdeamento”.  Entretanto, dependendo das condicbes de
armazenamento, hd casos em que sdo necessdrios 10’ ou até mesmo 10
UFC/g do alimento para ocorrer o inicio de reacdes indesejaveis (JAY,
1992).

4.4 Avaliacao da cor da carne acondicionada em filmes
antimicrobianos

A cor da carne bovina mais aceitivel pelos consumidores é o
vermelho cereja brilhante. Esta cor, porém, possui vida ttil muito curta no
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acondicionamento em sistemas a vdcuo. A diminui¢do da coloracdo
vermelho cereja ocorre devido as baixas concentra¢des de oxigénio nos
sistemas a vacuo, convertendo a oximioglobina, pigmento vermelho cereja,
em metamioglobina, pigmento de coloragdo vermelho marrom
(LUCHIARLI, 2000).

A Figura 4.11 mostra os trés estados de coloragdo da carne bovina,
sendo: mioglobina a cor da carne logo apds a sangria; oximioglobina a cor
vermelho cereja, e metamioglobina a cor vermelho amarronzada, ou
acinzentada, que ocorre na auséncia de oxigénio como nos sistemas a
vacuo. A amostra inicial da carne (Figura 4.11.a) destinada ao
acondicionamento foi exposta por 30 minutos ao oxigénio atmosférico para
completa saturacdo do nivel de pigmento oximioglobina (Figura 4.11.b). A
Figura 4.11.c mostra a mesma carne apds embalagem a vécuo.

mioglobina oximioglobina metamioglobina
{desoxigenada) {oxigenada) (oxidada)
(@ (b) (©)

Figura 4.11 - Coloragdo dos trés estados de oxidacdo do pigmento da carne bovina.

4.4.1 Avaliagdo da cor da carne embalada com uso de colorimetro

O estudo da variacio da cor da carne embalada em filmes
antimicrobianos por meio de colorimetro foi feito abrangendo em um
periodo de armazenamento de 10 dias, sendo a carne saturada de oxigénio
(Figura 4.11.b) considerada como padrdo. A medida da cor no sistema
CIELab forneceu os valores de L*=34,26 + 0,5, a*=19,70 + 0,6 € b*= 4,46
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+ 0,1. Estes resultados foram muito préximos aos obtidos por VENTURINI
(2003) quando estudou a colora¢do inicial de contrafilé nas mesmas
condi¢des. Seus valores foram de 34,91 para L*, a* de 18,87 e 1,47 para b*.

A Tabela 4.6 mostra os valores obtidos para as coordenadas L*, a* e
b* das amostras acondicionadas nos filmes controle e antimicrobianos (F1,
F2, F3 e FC) durante os 10 dias de acondicionamento. A diferenca do
indice de cor (AE*), calculada a partir do tempo zero e igual a carne da cor
padrio, foi calculada para cada intervalo de tempo. A tltima coluna ilustra
a cor encontrada para as carnes, transformada para o sistema RGB (Bruce
Lindbloom, 2009), como indicado em Material ¢ Métodos, de forma a
permitir a visualizacdo da cor fornecida pelos parimetros medidos pelo
colorimetro. Observa-se, para o filme controle, FC, que hd variacdo na
luminosidade L*, a qual diminui de cerca de 34 a 31, enquanto a*, o
parametro que reflete a componente verde-vermelho, aumenta de quase 20
a 22; b* permanece praticamente constante. Isto reflete uma varia¢do de cor
muito pequena, abaixo de 5, e que segundo FRANCIS (1983), praticamente
ndo € detectada pelo olho humano. O mesmo pode ser observado para a
carne embalada em F1. Para os filmes F2 e F3, aqueles com maior
quantidade de antimicrobiano (0,5 e 1,0%), a variacdo de cor é ainda
menor. Os valores de AE* encontrados foram menores que 1.

Nesta tabela, segundo a cor traduzida para o sistema RGB, a carne
apresenta uma cor arroxeada e praticamente igual, nos 10 dias de
armazenamento, independente do filme no qual tenha sido embalada. Além
disso, esta cor ndo corresponde ao observado visualmente, mostrando que
para este caso o colorimetro néo foi capaz de traduzir corretamente a cor do
alimento observado apds 3 e 10 dias de armazenamento, como mostram as
Figuras 4.12 e 4.15.



Tabela 4.6 - ParAmetros de cor para as amostras de carne acondicionadas

nos filmes adicionados de antimicrobiano.

t (dias) L* a* b* OE
FC 0 34,26 19,70 4,46
1 34,07 19,84 4,26 0,31
2 34,09 19,77 4,57 0,21
3 31,35 22,85 4,44 4,29
4 31,09 22,58 4,75 4,29
5 31,51 21,91 4,96 3,56
6 31,96 21,83 4,30 3,14
7 31,83 22,23 4,08 3,53
8 31,92 22,10 4,56 3,35
9 31,85 22,19 4,32 347
10 31,67 22,00 4,48 3,46
F1 0 34,26 19,7 4,46
1 34,77 18,35 4,36 1,4466
2 33,39 18,64 4,36 1,375
3 31,62 22,45 4,27 3,8168
4 31,74 22,95 4,75 4,1227
5 31,06 22,9 441 4,5258
6 31,6 23,26 4,36 4,4451
7 31,62 22,27 4,76 3,6966
8 31,59 22,8 4,72 4,0996
9 31,3 22,06 4,5 3,7859
10 31,32 23,91 4,64 5,1381
F2 0 34,26 19,7 4,46
1 34,31 19,77 4,23 0,2456
2 34,22 19,16 4,82 0,6502
3 34,63 19,58 4,74 0,4793
4 33,93 19,72 4,3 0,3673
5 34,06 18,86 4,54 0,8672
6 34,89 19,77 4,44 0,6342
7 33,96 18,82 4,43 0,9302
8 34,2 19,42 4,32 0,3187
9 343 19,59 4,28 0,2147
10 34,18 19,97 4,22 0,37

2
=

Continua...
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t (dias) L* a* b* E Cor
Continuagdo
F3 0 34,26 19,7 4,46 [
1 34,24 19,52 4,38 o,19¢ 1IN
2 34,38 19,47 4,84 04601 [N
3 33,43 19,83 4,77 0,8955 |
4 34,26 19,84 4,54 o,1612 NG
5 34,01 19,65 4,53 02644 |
6 34,04 18,85 4,56 0,8837 |GGG
7 34,03 18,86 45 0,871 |1NNGEG
8 34,16 19,62 4,13 0,354 1N
9 34,43 19.3 4,32 04566 [N
10 34,17 19,82 4,58 0,1921 NG

Valores médios referentes a 3 determinac¢des por amostra.

e F3 ap6s 3 dias de armazenamento.
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Figura 4.13 - Comparacio da cor da carne apds 10 dias de armazenamento.

4.4.2 Avaliagdo da cor da carne por método fotogrdfico digital

Sob o ponto de vista comercial, sistemas a vdcuo, embora
vastamente aplicados por questdes de seguranca alimentar, apresentam
tradicionalmente um efeito negativo sobre a cor devido a baixa
disponibilidade de oxigénio, levando a carne a uma cor escura. Isto, no
entanto, ndo pdde ser em evidéncia na metodologia de avaliacdo utilizada
anteriormente.

No estudo da avaliacdo da cor utilizando a metodologia fotogrifica
digital, foram testadas amostras de carne acondicionada em cada sistema a
partir das Figuras 4.14 e 4.13, como descrito na secdo Material e Métodos.
Os resultados obtidos para cada avaliagdo da leitura podem ser vistos na
Tabela 4.7.

As amostras padrdo das carnes mostraram valores dos pardmetros de
cor, obtidos pelo método digital, bastante diferentes daqueles provenientes
do ensaio com colorimetro. Neste método os valores encontrados foram de
L*=25,3+£16,3, a*=32,4+2,49 e b*=30,2+3,39, enquanto que para aquele
método foi de L*=34,26 + 0,5, a*=19,70 + 0,6 e¢ b*= 4,46 + 0,1. Embora
este ndo seja um método padrdo de descricdo da cor, e ndo tenham sido
encontradas comparagdes na literatura, ele se mostra mais adequado para
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representar os resultados observados no presente trabalho.

Tabela 4.7 - Parimetros de cor para carne acondicionada nos filmes
antimicrobianos e controle.

Tipo
egzgﬁf?:/ L* a* b* Cor AE*
oxidacio

MO#* 29,2+1,3 28,1+0.4 21,8+0,1 ﬁ

OX* 34,7439 33,6£2,4 31,2435 AFE

MT#* 35,4+1,7 13,940,7 17,6+0,4 24.0
FC 26,653 31,4+0,2 17,840,5 B#**
F1 32,0£1,9 37,0+£1,1 20,240,5 15,22
F2 37,6£0,4 46,6+£0,1 30,9+0,5 21,17
F3 422438 47,0+1,2 28,3+1,5 22,77

AE*=diferenca de cor em relacdo ao controle. *MO metamioglobina, OX oximioglobina, MT
metamioglobina. **Padrdo utilizado para célculo da diferenca de cor com a mioglobina e
metamioglobina. ***Padrdo utilizado para cdlculo da diferenga de cor nos filmes F1, F2 e F3.

Comparativamente ao padrdo da oximioglobina, a mioglobina possui
componentes vermelho e amarelo menos intensos, seguida da
metamioglobina, o que resulta em diferencas de cor cerca de 12 e 24 para
cada um destes pigmentos, respectivamente.

As carnes embaladas mostram padrdes de cor diferentes entre si. A
amostra em FC desenvolveu uma cor similar a da mioglobina, como
esperado. A diferenca de cor entre estas duas amostras foi de 5,8, uma
diferenca praticamente ndo perceptivel. Por outro lado, difere da
oximioglobina de 15,8 unidades, mostrando a auséncia da mioglobina
oxidada.

A medida que a concentragio de prata aumenta no filme, as amostras
embaladas apresentam cores cada vez mais claras com tendéncia ao
vermelho. Observa-se um aumento crescente nos pardmetros a* e b¥*,
correspondentes as componentes vermelho e amarelo, assim como na
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luminosidade L*. Esta tdltima € a principal responsdvel pelo padrdao de cor
claro.

Esta modificacdo da cor pode ser explicada pela acdo da prata sobre
a mioglobina, pois esta é um agente oxidante, levando o pigmento ao estado
oxidado. Vé-se claramente que a mudanga de cor da carne é diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de prata no filme. Em todos os
casos, as diferencas de cor em relagdo ao filme controle foram bem maiores
do que 5, sendo esta uma diferenca facilmente perceptivel. Por outro lado,
se diferenciam bastante do padrao Oximioglobina: 11,8, 13,2 e 15,6, s@o as
diferencas de cor para este padrdo. Isto provavelmente de deve a uma
excessiva oxidacdo da mioglobina quando em contato com a prata. O
padrdo possui menor quantidade de mioglobina oxidada devido ao pouco
tempo (apenas 30 minutos) em contato com o oxigénio.

Um dos motivos que pode ter influenciado na cor da carne
acondicionada nos filmes antimicrobianos F2 e F3 é a migracdo de prata
para a carne. A prata é um agente oxidante de média reatividade, podendo
variar seu estado de oxidacdo de Ag0 (estado fundamental) ao estado
oxidado Ag“ (RUSSEL, 1994). No agente antimicrobiano incorporado ao
filme, a prata encontra-se na forma de sal de prata, juntamente a um fon
zircOnio. Durante a estocagem, a prata migrou solubilizando-se na dgua de
superficie da carne. Uma vez solubilizada em 4gua, ocorre o fendmeno de
dissociacdo, liberando o fon Ag'*, sendo este instdvel. Para adquirir
estabilidade, a prata necessita ser reduzida a seu estado fundamental (Ago),
oxidando os compostos do meio, que no caso da carne € a mioglobina. Uma
vez oxidada, a mioglobina mantém a coloracdo vermelho cereja, que €
extremamente desejavel sob o ponto de vista sensorial.

4.5 Avaliacao do teor de prata na carne embalada com filme
antimicrobiano

Para as amostras de carne acondicionadas com F1, ndao foram
detectadas concentracdes de prata residual dentro da margem de seguranga
analitica do método (<0,001 mg de Ag.kg'l). Portanto, pode-se considerar
que a prata, na concentracdo usada neste filme (0,1% m/m), se manteve
aderida ao filme de polietileno nas condi¢des avaliadas. Esta afirmacio é
reforcada pelos resultados obtidos na avaliagio de cor e potencial
antimicrobiano deste tratamento, onde em ambos os experimentos nao foi
observada diferenca significativa em relacdo ao tratamento controle.
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Entretanto, as amostras acondicionadas nos tratamentos F2 e F3
mostraram presenga de prata na carne, com valores médios de
0,0142+0,0013 e 0,0375+0,0028 apds 10 dias de acondicionamento na
embalagem antimicrobiana. Para ambos os tratamentos, a prata migrada foi
detectada desde o primeiro dia de avalia¢do (Figura 4.14).

Em geral, metais pesados, incluindo a prata, por ndo serem
biodegraddveis, podem bioacumular nos tecidos vivos, podendo, em funcio
da concentracdo e tempo de exposi¢do, ocasionar anomalias em tecidos
vivos de seres humanos. Um dos problemas mais freqiientes causados por
metais em tecidos humanos é a substituicio de metais co-fatores
enzimaticos essenciais por metais pesados oriundos de contaminantes
(MINDELL e MUNDIS, 1996). A substituicdo pode provocar a inativagio
do sistema celular contaminado, desta forma, a célula perde sua atividade
de equilibrio, e em muitos casos aparecem indicios carcinogénicos
(FAO/WHO, 1997).

Segundo a norma n°, de 14 de Agosto de 2008, ANVISA publicada no
didrio Oficial da Unido (DOU), a prata estd presente na lista positiva de
aditivos para materiais pldsticos destinados a elabora¢do de embalagens e
equipamentos em contato com alimentos, bem como os limites maximos
para cada finalidade. Para aditivos antimicrobianos a base de prata, a
legislacdo permite até o limite de 1% (m/m) de aditivo a resina polimérica,
enfatizando que a migracdo mdxima, expressa em Ag, ndo exceda
0,05mg/kg da amostra.

0,05 -
0,04 k’*\/‘\‘\‘/‘/‘\‘/‘
"2 0,03
&
£
g 0% 1 .W/\/\.
0,01 1
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (dias)
Legenda: (A) F2; (g) F3

Figura 4. 14 - Teor de prata (mg.Kg') das amostras acondicionadas nos
tratamentos F2 e F3
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Deste modo, o bom desempenho na manutengdo da cor vermelha da
carne dos filmes F2 e F3, assim como a eficiéncia de reducio da carga
microbiana de microrganismos Psicrotrdficos e do género Pseudomonas, ao
longo da vida-de-prateleira, podem ser considerados como positivos e
adequados a aplicacdo na indudstria de carnes. Esta afirmacdo apenas é
possivel, porque a quantidade de prata migrada ao se situa a niveis de
aceitagdo toxicoldgica abaixo do estabelecido pela legislacao vigente.

Deve-se salientar que até 2008, o Brasil ndo possufa parimetros de
contaminag¢do por este componente. Até o momento, ainda se tem poucos
trabalhos publicados com foco na avaliagdo do potencial de contaminacio
do alimento por aditivos antimicrobianos.



5 CONCLUSOES

A matriz polimérica de polietileno de baixa densidade (PEBD)
suportou a incorporagdo dos percentuais de aditivo antimicrobiano a base
de prata testados neste trabalho, que foram 0,1, 0,5 ¢ 1% (m/m), tendo em
vista que as propriedades mecanicas de tracdo e resisténcia a perfuracio,
bem como a propriedade de barreira ao oxigénio dos filmes
antimicrobianos, ndo mostraram diferencas significativas quando
comparadas aquelas medidas para o filme sem adicdo do aditivo
antimicrobiano. Isto foi refor¢ado pelas micrografias dos diferentes filmes
que mostraram Tipografias homogéneas em relacdo a distribuicdo das
particulas do aditivo nos filmes.

O estudo invitro mostrou aumento no efeito inibitério dos filmes
antimicrobianos com o aumento da concentrag¢do de aditivo incorporado ao
filme, em relacdo ao Staphylococcus aureus spp quando diminuido por 10
vezes. Para Salmonella spp, apenas o filme de maior concentragdo mostrou-
se eficiente; esta eficiéncia foi menor para este microrganismo que para S.
aureus.

Os filmes antimicrobianos incorporados com sais de prata, nas
concentragdes de 0,5 a 1,0% do aditivo aqui apresentados, mostraram
grande potencial como embalagem ativa antimicrobiana para
acondicionamento de carne in-natura, reduzindo possiveis contaminacgdes
microbiolégicas. Na avaliacdo do potencial antimicrobiano, o filme de
maior concentra¢io foi também aquele que mostrou melhor desempenho,
apresentado ao final do tempo de avaliacio reducgéo de 2 ciclos logaritmicos
para de Contagem Bacteriana Total, e 1 ciclo logaritmico para
Pseudomonas.

Além disso, estes mesmos filmes promoveram o desenvolvimento de
cor vermelho cereja nas amostras de carne acondicionadas naquelas
embalagens. Este ponto € de extrema importancia sob o ponto de vista de
aplicacdo comercial destas embalagens, pois, a maior rejei¢do por parte dos
consumidores de carne a vacuo se deve a coloracdo vermelho escuro dada
pela metamioglobina, que decorre da baixa disponibilidade de oxigénio.
Embora os estudos indiquem uma acdo oxidante da prata, estudos ainda
devem ser feitos no sentido de aprimoramento do efeito da prata sobre a
mioglobina em carnes.

Ainda em relacdo a cor, a metodologia digital de medida dos
pardmetros mostrou ser uma alternativa vidvel e confidvel, pois apresentou
uma resposta semelhante a observacdo visual do produto embalado
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comparativamente aos parametros medidos por colorimetro, metodologia
vastamente utilizada para este fim.

A pouca aplicabilidade de filmes antimicrobianos a base de prata em
alimentos, por muitos anos ficou atrelada a falta de legislacdo para
incorporagdo destes aditivos. Sua regulamentacdo em 2008 pela ANVISA a
niveis maximo permitidos de 0,05 mg de prata por kg de alimento permitiu
mostrar que as embalagens aqui apresentadas deixam um teor de prata
méximo no alimento de 0,0375 mg de Ag.kg’l. Foi observado que este teor
ndo aumenta ao longo do tempo, sendo a prata dissolvida na carne assim
que € posta em contato com a embalagem.

Com base nos pontos avaliados, e considerando a necessidade de
novas metodologias de conservacdo e aumento de vida-de-prateleira de
alimentos, filmes de PEBD adicionados de antimicrobiano a base de prata
apresentam-se como uma tecnologia promissora, principalmente no que diz
respeito aos fatores ligados a seguranca alimentar. No entanto, ndo
substituirdo a boa qualidade inicial da matéria-prima e as boas praticas de
fabricacdo e manipulacio a serem empregadas no processamento de
alimentos.
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