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RESUMO

WURLITZER, Nedio Jair, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2007. Desenvolvimento e avaliacdo de propriedades fisicas e
antimicrobianas de filmes de poli(cloreto de vinilideno) incorporados
com triclosan. Orientadora: Nilda de Fatima Ferreira Soares. Co-
orientadores: Nélio José de Andrade e Maria Paula Goncgalves da
Conceigao Junqueira.

Embalagens ativas, adicionadas de substancias com acao antimicrobiana,
podem atuar contra microrganismos patogénicos ou deterioradores na
superficie de alimentos embalados, garantindo a seguranca dos produtos e
aumentando sua vida-de-prateleira. Neste trabalho foram desenvolvidos filmes
antimicrobianos de poli(cloreto de vinilideno) (PVdC), preparados pelo método
“cast”, adicionados de triclosan (2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifenil éter). Os filmes
foram avaliados quanto as propriedades mecénicas de resisténcia e
alongamento sob tracdo, permeabilidade ao vapor de agua, migracdo do
triclosan e avaliacdo de acdo antimicrobiana dos filmes sobre Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, por meio dos
métodos de halo de inibicdo, alteracdes da curva de crescimento e em
embalagem de salsicha. A adicdo de triclosan provocou pequenas variagoes
nas propriedades fisicas de resisténcia a tracdo e termossoldagem dos filmes,
sendo maior a diferenca quando adicionado acido sérbico. A migracdo de
triclosan em simulante n-heptano alcancou, em 20 dias de contato, 22 a 24 %
do total de triclosan incorporado em cada filme. Sugere-se assim que
moléculas de triclosan mais proximas a superficie do filme migram mais
facilmente, ficando o restante firmemente aprisionado na rede de polimero. Em
salsicha envolta nos filmes antimicrobianos, observou-se migracéo de triclosan
menor que 3 mg.kg?, sendo inferior ao do limite maximo estabelecido pela
Comunidade Européia para alimentos. Os resultados indicaram eficiéncia
antimicrobiana nos testes in vitro, com formacdo de halos de inibicdo
proporcionais a concentracdo de triclosan incorporado, sendo mais efetivos

contra Staphylococcus aureus (halos de inibicdo de 8,9 a 16,7 mm), Salmonella

viii



(halo 2,4 a 8,1 mm), Escherichia coli (halo de 0,2 a 5,4 mm) e para Klebsiela
(halo de 0,3 a 5,6 mm), para as concentragbes de 0,5 e 5 % de triclosan,
respectivamente. Listeria monocytogenes e Pseudomonas nédo foram inibidos
por acdo dos filmes incorporados com triclosan, nas concentracbes e
condi¢bes utlizadas no teste de halo de inibicdo. A atividade antimicrobiana
dos filmes contendo 0,5 % e 1,0 % de triclosan também foi evidenciada na
avaliacdo da curva de crescimento em meio liquido, pela reducdo da taxa de
crescimento (M) na fase exponencial e pelo aumento do tempo de fase lag,
guando comparado com o filme controle. A velocidade de crescimento de
Listeria monocytogenes e Escherichia coli adicionadas de filmes
antimicrobianos com 1 % de triclosan, foram significativamente menores
(P<0,05) do que as adicionadas do filme controle (sem antimicrobiano). Para
Staphylococcus aureus, o filme com 1 % triclosan e 2 % de &cido sorbico,
apresentou menor velocidade de crescimento, diferindo significativamente do
filme controle, mas ndo se diferenciou significativamente dos outros
tratamentos. A adicdo de acido sorbico ao filme n&o indicou alteracéo do efeito
antimicrobiano quando comparado com o filme adicionado somente com
triclosan. A adicdo de 0,5 % de triclosan ao filme, apresentou acgao
intermediaria na inibicdo do crescimento microbiano. O microrganismo mais
sensivel ao aumento da fase lag, por acdo de triclosan, foi o Staphylococcus
aureus, seguido de Escherichia coli, enquanto que a fase lag de Listeria
monocytogenes nado foi afetada pela adicdo dos filmes antimicrobianos. Na
avaliacdo da eficiéncia antimicrobiana sobre salsicha, observou-se tendéncia
em reduzir a velocidade de crescimento de Listeria monocytogenes em filmes
com 1 % e 3 % de triclosan. Com estes resultados pode-se concluir sobre a
potencialidade do uso destes filmes antimicrobianos na embalagem de
alimentos para produzir alimentos seguros ao consumidor e aumentar a vida-

de-prateleira dos mesmos.



ABSTRACT

WURLITZER, Nedio Jair, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March of
2007. Development and evaluation of fisic and antimicrobial properties
of triclosan incorporated poly(vinilidene chloride) film. Adviser: Nilda
de Fatima Ferreira Soares. Co-Advisers: Nélio José de Andrade and Maria
Paula Goncalves da Conceic&o Junqueira.

Active packagings with the addition of antimicrobial substances to increase
shelf-life and food safety were studied in this work. The films used in this these
experiments were made of poly(vinilidene chloride) (PVdC), prepared by “cast”
method and they were added of triclosan (2,4,4' - tricloro-2' - hidroxidifenil ether)
to act against pathogenic or spoilage bacteria. Were investigated in this
research the film mechanical properties such as resistance and elongation
under traction, water vapour transmition rate, migration of triclosan, and the
evaluation of antimicrobial effect of the films on growth of Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus and Escherichia coli, carried out by
using agar diffusion test, changes on the shape of the growth curve (liquid
culture est) and in sausage samples. The addition of triclosan cause small
variations on tensile strenght and welding temperature of the films, and higher
difference were obtained when sorbic acid was used. The triclosan migration in
n-heptano reached 22 to 24 % of the total of triclosan incorporated in each film
after 20 days of contact. This suggests that molecules of triclosan next to the
surface film may be more easily released, and the remains were trapped in the
polymer structure. It could be observed in the sausage held in packages made
with the antimicrobial films a triclosan migration lower of 3 mg.kg™* what is an
amount lower than the maximum limit established by the European Community
for foods. The results in agar diffusion test indicated that the addition of triclosan
from 0,5 to 5 %, caused an inhibition zone that was proportional to antimicrobial
agent concentration as it could be observed for the following microorganisms:
Staphylococcus aureus (inhibition diameters of 8,9 to 16,7 mm), Salmonella
(2,4 to 8,1 mm), Escherichia coli (0,2 to 5,4 mm) and for Klebsiela (0,3 to 5,6



mm), for the concentrations of 0,5 and 5 % of triclosan, respectively. However,
Listeria monocytogenes and Pseudomonas were not affected by triclosan
incorporated in films, for the concentrations and the conditions used. It could
also be find out, from liquid culture test results, that the specific growth rate (L)
in the exponential phase was reduced and the lag time increased when using
triclosan added films compared to control films (without antimicrobial). The
specific growth rate for Listeria monocytogenes and Escherichia coli cultures
immersed with 1 % triclosan films were significantly lower (P<0.05) than those
with control films. The film with 1 % triclosan and 2 % of sorbic acid presented
lower specific growth rate for Staphylococcus aureus differing significantly from
the control film but not from the other treatments. The addition of sorbic acid to
the film did not show any alteration for the antimicrobial effect when compared
to the film added only with triclosan. The addition of 0,5 % of triclosan to the
film, presented intermediate action in the growth inhibition. The microorganism
most sensible to the increase of the lag time, as result of triclosan action, was
the Staphylococcus aureus, followed by Escherichia coli, however the lag time
of Listeria monocytogenes was not affected by the addition of the antimicrobial
on films. The evaluation of the antimicrobial efficiency on the sausage showed
reduction on the speed of Listeria monocytogenes growth in films with 1 % and
3 % of triclosan. The results might lead to the conclusion that antimicrobial films
may have potential use in food packaging to produce safer foods to the

consumer and increased shelf-life.
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1. INTRODUCAO

A producdo de alimentos com qualidade e seguranca dos alimentos é
meta prioritaria para as industrias alimenticias. Além da aplicacdo de boas
praticas higiénico-sanitarias faz-se necessario também o acondicionamento
do produto em embalagens adequadas para proteger e conservar durante as
fases de estocagem e comercializagcdo, assegurando ao consumidor a
aquisicdo de um produto saudavel. O uso de embalagens que possam
interagir diretamente com o alimento, ampliando os parametros desejaveis
para a melhoria da qualidade do produto embalado, tem crescido
acentuadamente na ultima década. Essas embalagens sdo denominadas
embalagens ativas e, entre varios exemplos, podem ser citados os filmes
antimicrobianos, filmes antioxidantes, sachés absorvedores de etileno, de
oxigénio, de umidade e marcadores sensiveis a variacbes de temperatura
(APPENDINI e HOTCHKISS, 2002). A partir da década de 80, o setor de
embalagens ativas vem mostrando um grande avang¢o, com a incorporacao
ou adicdo de substancias antimicrobianas em superficies de embalagens,
utensilios de cozinha, materiais higiénicos, filtros de tratamento de agua e

materiais de embalagem.

A ampliacdo do consumo de alimentos industrializados pde em evidéncia
a ocorréncia de doencas veiculadas por estes. Estimativas do Centro de
Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos indicam 76
milhGes de casos de doencas alimentares por ano, com aproximadamente
5000 o6bitos (CLEVELAND et al., 2001). Na Unido Européia foram relatados
42.447 casos de doencgas de origem alimentar (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2005), com maior numero de casos causados por Salmonella
e Campylobacter, seguidos por Yersinia, E.coli e Listeria monocytogenes,

sendo reportadas 107 mortes por listeriose, em 2004.

A incorporacdo de substancias antimicrobianas em filmes plasticos tem
como finalidade a liberacdo gradual destas sobre a superficie do alimento,
impedindo ou inibindo o crescimento de microrganismos, aumentando assim
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a vida-de-prateleira e ampliando aspectos da seguranca dos alimentos, ao
atuar sobre microrganismos patogénicos. E necessario o contato entre o
produto e o filme antimicrobiano para que sua atividade seja efetiva, de
modo que os alimentos acondicionados a vacuo apresentam grande
potencial de uso dessa tecnologia (VERMEIREN et al.,, 2002b). As
embalagens antimicrobianas apresentam aspectos tecnoldgicos inovadores
por aumentar a seguranca ao consumidor quanto ao consumo de alimentos,
pois liberam de forma controlada o agente antimicrobiano sobre a superficie
do mesmo, reduzindo ou tornando ndo necesséria a sua adicdo direta ao
produto. Desta forma o aditivo tem contato direto com a superficie do
produto, onde sua presenca é mais requerida, pois é nesta regido que ocorre
a maioria das deterioracbes e contaminacdes de origem microbiana
(GONTARD, 1997; APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Em embalagens ativas inclui-se o desenvolvimento de materiais através
da nanotecnologia, com objetivos de desenvolver ou melhorar propriedades
dos materiais de embalagem, assegurando melhor protecédo dos alimentos
contra efeitos microbiolégicos, mecanicos, térmicos ou quimicos, além de
aumentar a vida-de-prateleira. Alguns dos usos potenciais da nanotecnologia
em embalagens de alimentos incluem a modificacdo de caracteristicas de
permeabilidade em filmes, aumento das propriedades de barreira, melhoria
das propriedades de resisténcia mecanica e térmica, acdo antimicrobiana,
marcadores para rastreabilidade e uso de nanosensores para deteccao de

patogenos e contaminantes (EL AMIN, 2005).

A Universidade Federal de Vicosa, através do Laboratério de
Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos, estd dando
enfoque em trabalhos de pesquisa para desenvolvimento de embalagens
antimicrobianas. Varios trabalhos ja foram realizados para desenvolvimento
e avaliacdo de filmes antimicrobianos incorporados com quitosana, acido
propibénico, nisina, lactato de sodio, acido sorbico, propionato de sodio para
diferentes produtos como cenoura, massa de pastel, queijo, paes e sucos,

entre outros.



OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram estabelecer as condi¢cdes de

incorporagéo e preparagao de filmes de poli(cloreto de vinilideno) (PVdC),

adicionado dos antimicrobianos triclosan e acido sorbico, e avaliar a acéo

antimicrobiana aplicada a alimentos, com vistas a reduzir ou impedir 0

desenvolvimento de microrganismos patogénicos em produtos carneos tipo

salsichas embalados a vacuo, ampliando as possibilidades de producéo de

alimentos com maior seguranca. Também avaliar as alteracbes das

propriedades fisicas dos filmes, causadas pela adicdo do componente

antimicrobiano.

Objetivos especificos:

0]

Obtencéo dos filmes antimicrobianos incorporados com triclosan e/ou
acido soérbico em concentragdes de até 3 %;

Avaliar as propriedades de resisténcia a tracdo (ruptura,
alongamento) dos filmes obtidos e da termossoldagem;

Quantificar a liberacéo do triclosan para meio simulante de alimentos;
Avaliar a eficiéncia antimicrobiana dos diferentes filmes sobre
Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli, e Listeria
monocytogenes, através de teste do halo ou zona de inibicdo e
inibicdo da curva de crescimento em meio liquido;

Avaliar a eficiéncia do filmes antimicrobianos em salsichas inoculadas
com Staphylococcus aureus, Escherichia coli, e Listeria
monocytogenes, separadamente, envolvidas pelo filme
antimicrobiano, acondicionadas sob vacuo e estocadas sob

refrigeracao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Panorama —embalagens ativas em alimentos

O desenvolvimento de embalagens ativas necessita de informacgdes
referentes a alimentos processados, sob aspectos de seguranca dos
alimentos e importancia mercadologica, as embalagens aplicaveis e
tendéncias tecnoldgicas, além de aspectos da legislacdo atual aplicada a

producdo e embalagem de alimentos.

2.1.1. Embalagens de alimentos

A embalagem também é um fator de importancia na conservacdo dos



transformacdo dos materiais termoplasticos em filmes s&o utilizados
processos de extrusdo e o método “cast”. No método “cast” o polimero é
solubilizado e depois espalhado em superficie plana e o solvente evaporado,
utilizando temperaturas baixas, de até 80 °C. A baixa temperatura evita a
degradacdo por calor de diversos antimicrobianos organicos, mantendo a
acao antimicrobiana. O processo de producéo de filmes por extrusao utiliza
temperatura maior do que o ponto de amolecimento do polimero, podendo
variar de 250 a 450 °C. No processo de extrusdo, caso venha a ser
adicionada substancia antimicrobiana, esta ndo pode se degradar na

temperatura utilizada.

A adicdo de substancias antimicrobianas a polimeros plasticos, pode
alterar as propriedades fisico-mecéanicas dos filmes. Entre estas, a
termossoldagem é utilizada para fechamento de embalagens, que consiste
na unido de duas camadas do material termoplastico por fusdo, sendo
normalmente utilizado o calor como agente de fusdo. A qualidade da
termossoldagem depende das condicbes usadas na selagem, tais como
temperatura aplicada ao material, pressdo das mandibulas e tempo de
atuacdo do calor e pressdo. E importante que a termossoldagem tenha
resisténcia mecanica, para suportar o manuseio sem abrir, e integridade,
garantindo a hermeticidade da embalagem. As propriedades de tracao estao

relacionadas a maquinabilidade e desempenho mecanico.

2.1.2. Embalagens ativas — conceitos e aplicacdes

A crescente observacdo de casos de intoxicacdes veiculadas por
alimentos, destacando-se aquelas causadas por microrganismos, motiva as
empresas que industrializam alimentos a buscar novas “barreiras” ao
crescimento de microrganismos patogénicos. A adicdo de substancias com
acao antimicrobiana a polimeros termoplasticos, com o objetivo de atuar
sobre a superficie dos alimentos, € um fator adicionado aos processos de

conservacao de alimentos.



Segundo ROONEY (1995), diferentes conceitos sobre embalagens de
alimentos tém sido introduzidos, tais como as embalagens ativas, com um

aumento crescente no numero de publicacdes e patentes.

SOARES (1998) conceituou como embalagens ativas aquelas que
interagem com o alimento, modificando alguma propriedade objetivando
proporcionar seguranca, melhoria de qualidade sensorial e ampliar a vida-
de-prateleira do produto. Segundo ROONEY (1995) embalagem ativa é
definida como uma embalagem 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 € um conceito
inovador que combina avancos em tecnologia e seguranga dos alimentos,
embalagens e materiais, em um esfor¢co para melhor atender as demandas
de consumidores por alimentos mais frescos e seguros. A embalagem ativa
interage com o produto no espaco de contato entre a embalagem e o
alimento, para restringir o crescimento de microrganismos e reduzir
processos de deterioracéo da qualidade (APPENDINI e HOCHKISS, 2002).

De acordo com VERMEIREN et al. (2002), nos EUA, Japao e Austrdlia, o
conceito de embalagens ativas est4d sendo aplicado com sucesso. Na
Europa, o desenvolvimento e a aplicacdo desse tipo de embalagem sé&o
limitados devido a restricbes de legislacdo, medo ou resisténcia do
consumidor, necessidade de maior conhecimento sobre a efetividade e

impacto econdmico e ambiental.

No Brasil este conceito vem sendo difundido mais recentemente, com a
divulgacao dos trabalhos realizados por uma equipe pioneira multidisciplinar
no Departamento de Tecnologia de Alimentos / Laboratério de Embalagens
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), com grande enfoque nas
embalagens antimicrobianas. Vérios trabalhos ja foram realizados no
Laboratério de Embalagens no desenvolvimento e avaliacdo de filmes
antimicrobianos incorporados com quitosana, &cido propidnico, nisina,
lactato de sédio, acido sorbico, propionato de sédio para diferentes produtos
como cenoura, massa de pastel, queijo, paes e sucos (MELO et al., 2002,
SOARES et al., 2004; DURANGO et al., 2003; SOARES et al., 2003). Os
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filmes produzidos apresentaram inibicdo in vitro (teste do halo em placas) e
guando usado no acondicionamento dos alimentos, para os diferentes

microrganismos testados.

A preocupacdo com melhorias na seguranca e na qualidade dos
alimentos processados tem despertado grande interesse no uso de filmes

antimicrobianos comestiveis e coberturas antimicrobianas.

A liberacdo de aditivos por embalagens ativas aumenta a seguranca do
consumidor, jA que esses compostos, ao invés de diretamente adicionados
ao alimento, sao liberados lentamente; com isso, estdo presentes em menor
guantidade, e apenas onde sua presenca € requerida, a saber, na superficie

do produto, onde ocorre a maioria das deterioracdes (GONTARD, 1997).

KALYON e OLGUN (2001) reportaram a liberacao de 0,06 % de triclosan
de discos de poliestireno com espessura de 2 mm, cuja concentracao foi
efetiva na inibicdo de B. thurigiensis e E. coli Y 1090, ap6s 5 horas de
contato dos discos com a suspensado dos microrganismos. Nesse caso, a
espessura contribuiu para uma menor liberagdo do aditivo para a superficie

do disco, bem como, interacéo do aditivo com a matriz polimérica.

BOWER et al. (2002) mostraram em estudos in vitro que a nisina
imobilizada em PVC e mantida sob estocagem durante dois meses em
temperatura ambiente, apds imobilizacdo e secagem, apresentou atividade
antimicrobiana, porém inferior a atividade do filme recém preparado,

guantificando perda de 7 % apds 30 minutos e 50 % apds os 60 dias.

WENG e HOTCHKISS (1993) incorporaram 1 % de anidrido benzdico em
filmes de polietileno, inibindo completamente o crescimento de Rhyzopus
stolonifer, Penicillium spp. e Aspergillus toxicarius em meio de cultura. Na
concentracdo de 2 % houve uma inibicdo do crescimento de fungos em
queijo. WENG e HOTCHKISS (1992) incorporaram o fungicida imazalil em
filmes de polietileno de baixa densidade, observando a inibicdo de fungos
em alimentos. Foi observada a liberacdo do imazalil para a superficie do

alimento.



MELO et al. (2002) desenvolveram pesquisas incorporando lactato de
sédio em filme celulésico e mostraram a eficiéncia do filme obtido na inibi¢cdo
de mesodfilos em superficie de salsichas. As salsichas foram envolvidas com
filme antimicrobiano, acondicionadas sob vacuo em filme multicamada e
estocadas sob refrigeracdo. Apds 21 dias de estocagem as amostras em
presenca do filme com lactato apresentaram uma reducdo de quatro ciclos
logaritmicos em relacdo as amostras em presencga do filme sem lactato.
SILVEIRA (2005) incorporou de 3 a 9% de éacido sorbico em filmes de
acetato de celulose, aplicados como separador de massa de pastel, obteve

reducdo na contagem de psicrotréficos em relacdo ao tratamento controle.

2.1.3. Produtos carneos: mercado

O mercado mundial de carnes apresenta producao crescente segundo
dados apresentados pela ABIPECS (2005). A producdo mundial de carnes
foi de 257 milhGes de toneladas, destacando-se as carnes suina, de frango e
bovina, conforme apresentado na Tabela 1. O Brasil destaca-se na produgéo
de carnes, tendo producédo anual de 41 milhdes de bovinos abatidos, quatro
bilhdes de frangos e 34,5 milhdes de suinos, em 2004, representando uma
producdo anual de 24,4 bilhdes de ddlares, sendo exportados 4,5 bilhdes
(ABIPECS, 2005). Este destaque que o Brasil vem obtendo na exportagéo,
também indica a necessidade de comprovar competéncia de manter a
estrutura, garantindo a disponibilidade de producdo e insumos, além de
demonstrar o fortalecimento de controles sanitarios e dominio da tecnologia

e gestdo da seguranca dos alimentos.

Em 2001, o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial de carnes,
superado apenas pela China e pelos Estados Unidos. Sua producao total
passou das 15 milhdes de toneladas equivalente carcaca (t.e.c.) (6,6 de
bovina; 6,5 de frango; e 2,1 de suina), contra 58 milh6es da China e 37
milhdes de t.e.c. dos Estados Unidos (FERREIRA, 2002).



Tabela 1. Producdo mundial de carnes, em toneladas.

ANO 1964 1974 1984 1994 2004
Carne suina 28.679.247 42.434.173 57.493.023 79.188.019 100.392.230
Carne de frango 8.679.038 15.930.767 26.289.224 43.659.189 67.718.544
Carne de peru 908.521 1.549.668 2.328.991 4.264.986 5.113.838
Carne de pato 381.483 578.422 833.162 1.875.913 3.245.102
Carne bovina 31.276.600 41.840.386 48.456.394 53.352.313 58.702.028
Carne de bufalo 1.165.052 1.471.117 1.909.704 2.723.432 3.171.168
Outras carnes 9.292.457  10.174.411 12.029.492  15.499.541 19.161.402

TOTAL 80.382.398  113.978.944 149.339.990  200.563.393 257.504.312

Fonte: ABIPECS, 2005.

A tendéncia é de continuo crescimento para os proximos anos, com uma
variacdo que dependera do aumento das exportacfes, uma vez que, com
um consumo per capita ja superior a 75 kg.habitantet.ano®, cifra
considerada elevada, o crescimento torna-se mais dificil (ABIA, 2001). A

Figura 1 apresenta o consumo por tipo de carnes.

Consumo de carnes - Brasil Mundo
O Bovina 2% 26%
O Suina
1 14 O Peru
29%

Figura 1. Consumo de carnes, por tipo, no Brasil e Mundo (ABIPECS, 2005).

A taxa de abate (desfrute), apesar de ainda apresentar baixos indices em
relacdo aos outros grandes paises produtores de carne bovina, vem
apresentando significativa melhoria nos ultimos anos, saindo de 18,7 %, em
1997, e superando os 20 %, em 2001. A producdo nacional, de
aproximadamente 6,6 milhdes de toneladas, é garantida por um abate anual
de aproximadamente 34 milhdes de cabecas (FERREIRA, 2002).



No mercado de produtos industrializados, o segmento de céarneos
movimentou, em 2001, 14,4 bilhdes de reais, aparecendo como o 3°

segmento de maior comercializacéo (Figura 2) (ABIA, 2001).

Na Unido Européia, o consumo geral de carnes devera aumentar de 87,4
kg por pessoa em 2004, para aproximadamente 89 kg até o ano de 2012
(BEEFPOINT, 2005). O consumo de carne suina representa cerca de 50 %
do consumo total de carnes na Unido Européia, seguido pela carne de aves,

de 27 %, ultrapassando a carne bovina e de vitelo desde 1996.

O mercado de produtos carneos industrializados tem crescido e
apresenta-se cada vez mais promissor, em funcdo do aumento do consumo
de embutidos pelos brasileiros. A estimativa de consumo anual per capita do
brasileiro é de 1,1 quilos de salsichas, um dos embutidos mais consumidos
no pais, enquanto que o consumo anual de mortadelas, presuntos, linglicas
e salames, tém valores abaixo de um quilo (SEGALA E FERREIRA, 2001).

=
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Figura 2. Valores de comercializacéo nos diferentes segmentos de
produtos alimenticios (Fonte: ABIA, 2001).

Assim, a comercializacdo de produtos carneos industrializados vem
merecendo atencdo em toda a sua cadeia produtiva e, particularmente, na
gualidade do produto obtido a fim de disponibilizar para os consumidores

produtos com seguranga.
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2.1.4. Segurancade alimentos processados

A manutencdo da qualidade de carnes e derivados pode ser garantida
por periodos maiores em embalagens capazes de retardar a deterioracao
microbiolégica, de manter uma coloracdo desejavel, retardar a perda de
umidade e a oxidacéo de gorduras, permitindo um maior alcance do sistema
de distribuicao desses produtos pereciveis.

Os alimentos, quer sejam industrializados ou ndo, mantém-se em
constante atividade, manifestada por alteracdes de natureza quimica, fisica,
microbioldgica ou enzimatica, podendo levar a perda de qualidade e reducéo
da vida-de-prateleira. Destas alteracbes, a de maior preocupagdo com a
seguranca dos consumidores € a microbiologica. Entre os microrganismos
patogénicos de maior importancia em carnes e derivados, encontram-se a
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Salmonella, Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(JAY, 1992).

A elevada atividade de agua e o pH da carne, seja ela bovina, suina,
aves, etc., indicam ser esses produtos um meio ideal para o
desenvolvimento microbiolégico. O manuseio em boas condi¢cfes sanitarias,
a estocagem a baixa temperatura e o sistema de embalagem sao elementos
chave no aumento da vida-de-prateleira (SARANTOPOULOS, 2001).

A conservacdo de salsichas normalmente é efetuada sob temperaturas
inferiores a 7 °C, em embalagens a vacuo. A vida-de-prateleira estimada
para este produto é de 60 dias, e pode ser menor devido ao crescimento de
microrganismos deterioradores, tendo como flora predominante as bactérias
laticas, por exemplo, Leuconostoc ou Microbacterium thermosphactum.
Alguns produtos ndo apresentam sinal de alteracdo, mesmo com contagens
de 10* UFC.g™! (ICMSF, 1980). A deterioracéo com formacéo de limo ocorre
no exterior de salsichas e pode ser visualizada nos estagios iniciais como
coldnias discretas, que podem coalescer formando uma camada uniforme de

limo acinzentado. Neste material limoso, podem ser isoladas leveduras,
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bactérias acido-laticas do género Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus
thermosphacta e L. viridiscens, que produzem limosidade e esverdeamento
(JAY, 1992).

Dois tipos de esverdeamento ocorrem em carne estocada ou
processada, um devido a presenca de H,O; e outro pela presenca de H.S,
produzidos por bactérias. Geralmente ocorre apdés estocagem sob vacuo e
exposicao ao ar, pois o HO, reage com nitrosohemocromo para produzir
uma porfirina oxidada esverdeada. O esverdeamento também ocorre a partir
do crescimento de microrganismos, em que 0 baixo potencial de Oxido-
reducdo permite o acumulo de H»O,. Lactobacilus veridiscens € o
microrganismo mais comum neste tipo de esverdeamento, mas
Leuconostoc, Enterococcus faecium e Estreptococcus faecalis também séo

capazes de causar esverdeamento.

Em carnes in natura e produtos derivados, mesmo conservados pela
aplicacéo de calor, cozimento, e depois mantidos sob refrigeracdo, podem
apresentar microrganismos patogénicos, entre eles Listeria monocytogenes,
causador de doencas em individuos imunocomprometidos, idosos e
criancas. Muitas vezes a contaminacdo ocorre por manuseio apds o

cozimento, em etapas anteriores a embalagem (MING et al., 1997).

Varios surtos de infecgdo veiculados por alimentos tém sido relatados
envolvendo microrganismos, tais como: Escherichia coli O157:H7 (PADHYE
e DOYLE, 1992), Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella, Clostridium perfringens (NATRAJAN e SHELDON, 2000). O
relatorio de doencas veiculadas por alimentos da Autoridade Européia de
Seguranca dos Alimentos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2005), apresenta dados nos quais Salmonella e Campylobacter, sdo os
principais agentes em casos relatados, seguidos por Yersinia, E. coli e
Listeria monocytogenes, sendo que foram reportadas 107 mortes por

listeriose na Europa, em 2004.

Para reducdo da carga microbiana dos alimentos, é importante a
utilizacdo de matéria-prima de boa qualidade e a aplicagdo das boas praticas

de fabricacdo. Em produtos industrializados, 0os processos de conservacao
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tém papéis importantes, baseando-se na destruicdo total ou parcial dos
microrganismos capazes de alterar o alimento, ou na modificagdo ou
eliminacdo de um ou mais fatores (intrinseco ou extrinseco) que Ssao
essenciais para a sua multiplicagcdo, de modo que o alimento n&o se torne

propicio ao desenvolvimento microbiano.

Um ambiente anaerdbio obtido com embalagem a vacuo ou com
atmosfera modificada sem oxigénio pode retardar o crescimento de
microrganismos aerobios deterioradores e aumentar a durabilidade dos
produtos por mais de um més. Contudo, o pigmento da carne adquire uma
coloracdo amarronzada que pode limitar sua aceitacdo no mercado, além de
propiciar o crescimento de anaerdbios. Portanto, a op¢do de conservacao de
carnes em ambiente aerdbio e anaerdbio € um compromisso entre cor
vermelha e vida util, associada a deterioracdo microbiologica
(SARANTOPOULOS et al., 2001).

2.2.Tipos de embalagens ativas

2.2.1. Sistemas absorvedores de oxigénio

Sendo o oxigénio utilizado para o crescimento de microrganismos
aerdbios, além da acdo nas reacfes de degradacdo de cor, alteracdes de
aroma, sabor e perda de nutrientes, em muitas embalagens é adequada a
supressao de oxigénio. A acdo mais comum € a utilizagdo de sistemas de
retirada de ar, chamada “embalagem a vacuo”, com utilizacdo de filmes
barreira a gases. Estes sistemas tém boa eficiéncia, podendo reduzir o teor
de oxigénio a 0,5 % (OLIVEIRA, 2004).

Em alimentos sensiveis ao oxigénio podem ser utilizados os
absorvedores de oxigénio, que sao substancias incorporadas no material de
embalagem ou na forma de sachet. A substancia adicionada sofre oxidacéo
pelo oxigénio, reduzindo a concentracéo de oxigénio a menos que 0,1 % no
espaco livre (SUPPAKUL et al., 2003), sendo utilizados: sais de ferro, acido

ascorbico, pigmentos fotossensiveis, enzimas (glicose-oxidases e etanol
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oxidase), acidos graxos insaturados. A utilizacdo de absorvedores de
oxigénio é mais comum na forma de sachet, existindo diversos produtos
disponiveis comercialmente, mas também podem ser incorporados atraves
da oxidacdo da cadeia polimérica ou de grupos laterais, catalisada por sais
metalicos, em geral a base de cobalto (OLIVEIRA, 2004).

Dentre os filmes disponiveis comercialmente, a Cry-o-Vac tem a linha
OS-FilmsTM®, onde o filme capaz de ligar-se a oxigénio é composto de 90 %
de terpolimero oxidavel (etileno metacrilato ciclohexenil metil acrilato) e 10
% de catalisador metélico a base de sais de cobalto e fotoiniciador. Esta
mistura é utilizada como camada interna em filmes flexiveis. Como o
polimero tem capacidade limitada em absorver oxigénio residual interno da
embalagem, é necessario que a camada externa do filme seja barreira ao
oxigénio, como poliamida ou etileno vinil-alcool (EVOH) (BUTLER, 2002). A
Crevron-Phillips Co. possui um filme com mesma composicdo, o OSP®, cujo
mecanismo de ativacdo é através da aplicacdo de luz UV na linha de
embalagem. Este filme tem sido aplicado a carnes, queijos e massas frescas
e como nao necessita de umidade para ativacéo, pode ser aplicado também
a produtos secos como café, nozes ou misturas de panificacao
(MARKARIAN, 2004). Outro exemplo o filme o ShelfplusTMO,®, da Ciba
Chemicals, & base de sais ferrosos, é ativado por umidade, aplicado a
produtos Umidos (OLIVEIRA, 2004). A empresa Wipak Walsrode
desenvolveu um filme com barreira a oxigénio que é aplicado a tripas
artificiais de produtos carneos, o Combitherm O, Absorber®, sendo que a
camada ativa de poliamida é interna a outras camadas plasticas, néo
entrando em contato com o alimento e é isolada do ambiente externo. A
ativacao ocorre na linha embalagem do produto e acredita-se que a retirada
de oxigénio seja um pouco mais lenta, sendo necessario que este primeiro

permeie a barreira interna passiva (OLIVEIRA, 2004).

2.2.2. Embalagens com absorvedores de umidade

Em alimentos solidos embalados, a umidade pode aparecer por geragado

ou permeacao através do material de embalagem, e pode provocar
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alteracOes sensoriais ou deterioracdo, apés condensacao. Em alimentos nos
quais ocorre exudacdo de agua, como cortes de carne, frango e pescado, ja
sdo muito utilizadas as embalagens com material absorvente em camadas,
como em bandejas de poliestireno expandido. Os polimeros mais utilizados

sdo sais de poliacrilato e copolimeros de amido (ROONEY, 1995).

Absorvedores de umidade podem ter sua acao potencializada quando se
combina seu poder de absorcdo de umidade com um agente antimicrobiano,
como descrito em patente registrada por SOARES (2004), em gque pesquisas
demonstraram efetividade de sachets absorvedores de umidade

antimicrobianos na inibicdo de microrganismos.

Alimentos desidratados ou secos, nos quais pequenas quantidades de
vapor de agua provocam alteracbes sensoriais, podem se beneficiar da
adicdo de um sachet contendo agente dessecante (silica gel, 6xido de
calcio, silicatos de aluminio, potassio, sédio e calcio, entre outros), como ja

usado em pipocas, batata chips, doces e condimentos.

Alimentos embalados que séo expostos a variagdes de temperatura, nos
guais ocorre condensacdo de umidade sobre a superficie do filme e reducéo
da transparéncia, podem utilizar aditivo antifog, tendo como exemplos vinilon
orientado biaxialmente e polietileno de alta densidade orientado em rolos de
compressao (OZDEMIR e FLOROS, 2004), que reduz a tensao interfacial
entre o condensado e o filme, contribuindo para a transparéncia e permitindo
ao consumidor visualizar o produto, apesar de nao afetar a quantidade de

agua presente no interior da embalagem.

2.2.3. Embalagens com liberagcdo ou absorcédo de CO; e etanol

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 diminuicdo do volume gasoso em seu interior. A adigéo
de substancias geradoras de CO, em embalagens de alimentos pode ser

efetuada na forma de sachet ou pela adi¢céo a estrutura do polimero plastico.
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Como a permeabilidade de polimeros plasticos ao CO, é 3 a 5 vezes maior
gue ao O, em muitos plasticos, € necessario que o CO, seja gerado
continuamente, para manter a concentracdo desejada no interior da
embalagem (SUPPAKUL et al., 2003). Geradores de CO, podem ser
aplicados em carne fresca, frango, pescado e embalagem de queijos, sendo
gue altas concentracfes de CO, podem provocar alteragcdes sensoriais em
produtos e desenvolvimento de glicolise anaerdbica indesejavel em frutas.
Exemplo de gerador de CO, € a mistura seca de bicarbonato de sodio e
acido citrico, que em contato com a umidade do alimento, reage e libera CO;
no interior da embalagem (BRODY et al., 2001).

Alguns sistemas de embalagens ativas em que o CO, € indesejavel, por
sua formacdo em reacdes de respiracdo ou deterioracdo, causando
estufamento da embalagem ou mesmo o seu estouro, o CO; pode ser
retirado pela adicdo de sistema absorvedor, sendo comumente utilizado o
hidroxido de calcio, que em presenca da umidade do produto reagem com
COg, produzindo carbonato de célcio.

O etanol tem capacidade de inibir crescimento microbiano, sendo usado
para prevenir deterioragdo em alimentos de umidade intermedidria como
paes e outros produtos de panificacdo, queijos e pizza, através de spray na
superficie antes da embalagem. O efeito de conservacdo também pode ser
obtido pela insercdo na embalagem de um sachet contendo etanol
encapsulado ou wusando filmes adicionados de gerador de etanol
(SUPPAKUL et al., 2003).

Os primeiros sachets geradores de etanol foram constituidos de etanol
grau alimenticio encapsulado em p6 inerte fino, sendo a taxa de liberacéo de
etanol controlada pela permeabilidade do filme. Ao final do periodo de
estocagem, o teor de &lcool pode ser inaceitavel 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 alcool na embalagem.
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2.2.4. Embalagens com indicador de tempo-temperatura

Alimentos conservados sob refrigeracdo necessitam de controle da
temperatura de estocagem, e beneficiam-se de sistemas que possam indicar
guando o produto permaneceu por algum tempo em temperaturas diferentes
das estabelecidas, que podem permitir 0 crescimento de microrganismos
patogénicos, afetando a saude do consumidor. Em sistemas de qualidade de
produtos refrigerados, a manutencdo da temperatura € um ponto critico de
controle (PCC) devendo ser monitorada. A aplicacdo de indicadores de
tempo-temperatura (TTIS) sobre a embalagem, constitui um tipo de
embalagem ativa que pode informar ao processador ou consumidor quando

ocorreram desvios de temperatura de estocagem do produto alimenticio.

A embalagem ativa com indicador de tempo-temperatura pode ser
definida como um acessoério de baixo custo, que pode mostrar de forma
parcial ou completa o histérico de temperaturas as quais o produto foi
exposto (TAOUKIS, e LABUZA, 2003). O principio de operacdo de um TTI
se da através de alteracbes mecéanicas, quimicas, enzimaticas ou
microbioldgicas, que ocorrem de forma irreversiveis e visualizadas por
deformacgdo mecénica, desenvolvimento de cor especifica ou movimentacao

de cor.

Existem basicamente trés tipos de indicadores de tempo-temperatura,
segundo TAOUKIS e LABUZA (2003):

- Indicadores de temperatura critica: indicam a temperatura acima ou
abaixo da temperatura de referéncia, sendo também chamado de
indicador de temperatura de abuso. Indica basicamente que o
produto foi exposto a temperatura indesejavel, mas nao indica o
histérico. O tempo para fixar a alteracdo de cor do indicador pode
demorar de minutos a horas, de acordo com o tipo de reacao

especifica do indicador.

- integradores de tempo-temperatura critica: a resposta que o
indicador apresenta reflete a exposicdo cumulativa de tempo-

temperatura acima a temperatura de referéncia, na qual o produto
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foi exposto. E aplicado para indicar problemas de temperatura de
conservagao na distribuicdo e transporte de alimentos, nos quais
reacdes importantes para a qualidade ou seguranca se iniciam ou
ocorrem a taxas especificas acima da temperatura critica, tais
como crescimento microbiano ou atividade enzimatica, que séo

inibidas abaixo da temperatura critica.

- integradores ou indicadores de tempo-temperatura: a resposta que
o indicador apresenta € dependente do historico das temperaturas
as quais o produto foi exposto, indicando uma “média” de
temperatura durante a distribuicAo, e  possivelmente
correlacionada a perda de qualidade dependente do desvio da

temperatura de referéncia.

Os principais tipos de indicadores de tempo-temperatura em
desenvolvimento e aplicacdo industrial sdo baseados em sistemas de
difusdo, enzimaticos e poliméricos. Estes indicadores, ao monitorar as
temperaturas as quais os alimentos foram expostos durante a distribuicéo,
podem servir como adequacao a requisitos contratuais entre o produtor e
distribuidor. Também podem ser utilizados como indicadores de final de
vida-de-prateleira, em conjunto com a data de validade (TAOUKIS e
LABUZA, 2003). Como exemplos de indicadores de tempo-temperatura, ja
em uso comercial, pode-se citar o 3M Monitor Mark®, que consiste em um
sistema de difusdo, onde um éster impregnado de pigmento azul difunde-se
em uma faixa clara do dispositivo, quando a temperatura € maior que a de
fusdo do éster. Um exemplo de indicador enzimatico, o Vitasab®, constituido
de dois pequenos compartimentos plasticos, um contendo uma lipase
pancreatica e o outro o0 substrato lipidico como tributirina ou outro,
adicionado de indicador de pH. A ativacdo ocorre pelo rompimento entre os
compartimentos e por acdo enzimatica relacionada a temperatura, a cor é
alterada de verde a amarelo, sendo a mudanca de cor causada pelo
decréscimo de pH, que resulta da hidrolise enzimatica controlada. Os
indicadores de temperatura Fresch-Chek® e Lifelines Freshness Monitor®,

sdo baseados na propriedade do polimero, onde os cristais de diacetileno
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polimerizam em estado sdlido, resultando em polimero colorido. A mudanca
de cor de amarelo ou vermelho para uma cor escura, é indicativa da reacao.
Como o indicador é ativo desde a producéo, deve ser estocado congelado,

em temperatura na qual a alteracdo de cor € muito lenta.

2.2.5. Embalagens com sistemas de aquecimento ou
resfriamento

Alguns tipos de bebidas sao habitualmente consumidos em temperatura
diferente da ambiente, gelados ou quentes, como no caso de refrigerantes,
cervejas, chas e cafés. Em embalagens metalicas, é possivel adicionar
dispositivos com a funcdo de aquecer ou resfriar, o que possibilita a venda
em maguinas automaticas (vending machines) e maior conveniéncia para o

consumidor em viagens e acampamentos.

Um exemplo de embalagem com capacidade de se auto-resfriar € a IC
Can, da TEMPRATECH (2006), com capacidade de reduzir a temperatura
do conteudo liquido em 16 °C, em trés minutos. A embalagem metalica é
construida em duas partes, existindo um dispositivo que funciona como um
“evaporador” e fica no interior do alimento liquido. Este dispositivo contém
uma camada de gel selado sob vacuo em sua superficie, e uma parte
absorvedora, com agente secante de argila. Para ativar, a lata é torcida,
colocando em contato as duas partes, ocorrendo vaporizacdo da agua e
retirada de calor, sendo a umidade logo absorvida pelo agente secante,
assim a bebida resfria e o absorvedor aquece.

Embalagens com sistemas de auto-aquecimento tém aplicacdo em
bebidas quentes e produtos com alto contetdo de liquidos, como sopas. As
embalagens com dispositivo de auto-aquecimento podem ser metalicas ou
flexiveis, onde o dispositivo de aquecimento consta, em sua forma mais
simples, de camara ou sachet contendo 6xido de calcio seco, incluido em
outra camara com agua. Ao se romper o sachet com 6xido de célcio
permitindo o contato com a 4gua, ocorre uma reacdo exotérmica cujo calor
liberado aquece o produto. Um exemplo deste tipo de embalagem € a

desenvolvida pela “On Tech”, usada para café pronto para o consumo, cuja
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embalagem permite o aquecimento do liquido a 64°C em 8 minutos
(SONOCO, 2006).

2.3.Embalagens Antimicrobianas

Embalagens antimicrobianas sdo preparadas com a incorporacao de
substancias antimicrobianas ao polimero, ou com uso de materiais

poliméricos antimicrobianos. De acordo com HAN (2002), os sistemas de
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antimicrobiano; (3) as caracteristicas fisico-quimicas do alimento; (4) a
fisiologia do microrganismo alvo e a microflora do alimento; (5) a cinética de
migracdo do agente antimicrobiano ao alimento; (6) o ambiente e
temperatura de estocagem; (7) o processo de fabricacdo do filme ou
container; (8) a toxicidade e aspectos regulatorios; (9) as propriedades
sensoriais do agente antimicrobiano; e (10) a adequacdo ao processo da

embalagem antimicrobiana.

A substancia antimicrobiana pode ser incorporada no sistema de
embalagem através da simples mistura com o material de embalagem,
imobilizacdo ou recobrimento, dependendo das caracteristicas do sistema de
embalagem, agente antimicrobiano e alimento. De acordo com HAN (2003),
a funcdo antimicrobiana pode ser obtida por trés formas: por migracdo, por
difusdo ou por evaporacao do agente antimicrobiano ao alimento ou espaco
livre; a absorcdo de um ou mais fatores essenciais ao crescimento do
microrganismo, como o caso de absorvedores de oxigénio, que previne o
crescimento de bolores; e na forma de imobilizacdo, em que o0 agente
antimicrobiano ndo migra para o alimento, mas impede o crescimento de

microrganismos na superficie de contato.

O controle da taxa de migracdo do antimicrobiano da embalagem para o
alimento é importante, deve ser capaz de controlar o crescimento microbiano
e manter a concentracao do antimicrobiano acima da concentracao inibitéria
minima (BRODY et al., 2001). Em determinados casos é necessario que a
embalagem tenha um mecanismo de ativacdo ao entrar em contato com o
alimento, para evitar perda durante o transporte e estocagem das
embalagens antes do uso, e maximizar a eficiéncia (YAMADA, 2004). Como
exemplo do mecanismo de ativacdo pode-se citar o teor de agua do alimento
gue, ao umedecer a embalagem ativa, solubiliza e permite a migracdo do

agente antimicrobiano para a superficie de contato embalagem-alimento.
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2.3.1. Tipos de substancias antimicrobianas utilizadas

As substancias antimicrobianas que podem ser incorporados aos
materiais de embalagem séo os aditivos de grau alimenticio, as substancias
naturais presentes em alimentos, os produtos de biotecnologia, os polimeros
antimicrobianos ou outros que tenham autorizacdo de uso. O Quadro 1
apresenta varias substancias que podem ser utilizadas em embalagens
antimicrobianas, de acordo com YAMADA (2004). Pesquisas necessitam ser
conduzidas para as diferentes aplicagcbes em alimentos, a fim de se avaliar a
potencialidade tecnoldgica, econdmica e, principalmente, de seguranca dos
alimentos (SOARES et al.,, 2004). Diversas pesquisas ja foram efetuadas
com substancias, como anidrido benzoéico em polietileno de baixa densidade
(WENG e HOTCHKISS, 1993), quitosana em polivinilacetato (CHO et al.,
2000), extrato de sementes de “grapefruit” em polietileno de baixa densidade
(LEE et al., 1998), extrato de prépolis em polietileno de baixa densidade
(HONG et al., 1998).

Considerando que os alimentos possuem diferentes caracteristicas
guimicas e bioldgicas, tais como pH, atividade de agua, fontes de carbono e
nitrogénio, pressdo parcial de oxigénio e temperatura, alimentos diferentes
oferecem condi¢cdes ambientais distintas para microrganismos e aos agentes
antimicrobianos (BRODY et al., 2001). Por exemplo, o pH do alimento altera
a ionizacdo da maioria das substancias quimicas ativas, afetando a atividade
antimicrobiana e a taxa de crescimento; a atividade de éagua afeta a
atividade antimicrobiana e a estabilidade quimica de substancias

incorporadas, entre outras caracteristicas.

Entre as substancias antimicrobianas, as de maior potencial parecem ser
aguelas contendo sais de prata, segundo BRODY et al. (2001), capazes de
liberar ions do metal. ions de cobre também podem destruir microrganismos,
mas sao considerados toxicos quando em contato com alimentos, além de
serem catalisadores de reacbes de oxidagdo, podendo acelerar outras
reacdes de degradacdo (OLIVEIRA, 2004). A prata ndo produz ions téo

facilmente quanto o cobre, mas é considerada segura e relativamente inerte,
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sendo utilizada como agente antimicrobiano na industria farmacéutica e em

tratamento de agua.

Classe Exemplos

Acidos acético, benzéico, latico citrico, malico, propiénico,

Acido organico - al L
9 sérbico, succinico, tartarico

Sal de &cido Sorbato de potassio, benzoato de sédio
Anidrido &cido Anidrido sorbico, anidrido benzoico

Acido para benzoéico Propil parabeno, metil parabeno, etil parabeno
Alcool Etanol

Bacteriocinas Nisina, pediocina, subtilina, lacticina

Acidos graxos Acido laurico, &cido palmitoléico

Ester de acido graxo Glicerol mono laurato

Agente quelante EDTA, citrato, lactoferrina

Enzima Lizozima, glicose oxidase, lactoperoxidase
Metal Prata, cobre

Butil hidroxi anisol, butil hidréxi tolueno, terc-butil hidroxi

Antioxidante quinona, sais de ferro

Antibidtico Natamicina

Fungicida Benomil, imazalil, diéxido de enxofre
Sanitizante Ozbnio, didxido de cloro
Polissacarideo Quitosana

Fendlicos Catequina, cresol, hidroquinona

Alil isotiocianato, cinamaldeido, eugenol, linalool, terpineol,

Oleos volateis de plantas .
timol, carvacrol

Quadro 1. Exemplos de agentes antimicrobianos (YAMADA, 2004)

Agentes antimicrobianos constituidos de zedlito sintético (cristais de
alumino-silicatos com sédio, potassio, magnésio ou calcio) tendo parte do
sédio substituida por ions prata (Ag-zedlito) sdo utilizados em materiais
plasticos, tendo acdo contra grande variedade de bactérias, fungos e
leveduras, por meio da alteracdo de seus metabolismos, mas sem
demonstrar efetividade contra esporos de bactérias resistentes ao calor. O
fon prata é primeiro adsorvido pela superficie da célula microbiana e
incorporado em seu interior por transporte ativo, inibindo enzimas

metabdlicas e demonstrando acdo antimicrobiana. Como os ions prata
23



reagem com proteinas, apds sua incorporacao pela célula podem reagir com
muitas proteases, inibindo processos metabdlicos da célula (BRODY et al.,
2001).

Diferentes tipos de embalagens antimicrobianas com Ag-zedlito, em
teores de 1 % a 3 %, foram testados, sendo o polimero antimicrobiano
laminado em fina camada interna a embalagem, devido ao alto custo do Ag-
zeolito (BRODY et al., 2001). De acordo com o tipo de aminoacido envolvido
na eluicdo da prata, a influéncia na acdo antimicrobiana pode variar. A
glicina estimula a eluicdo do Ag* e ndo interfere na acdo antimicrobiana; com
lisina, a eluicdo e interacdo com o ion prata sdo relativamente fortes g
portanto, a atividade antimicrobiana é reduzida; Em presenca de cisteina, a
eluicdo e associacdo com o ion prata sdo fortes e, portanto, a atividade
antimicrobiana é inibida (BRODY et al., 2001).

O triclosan (2,4,4 -tricloro-2"-hidroxidifenil-éter) (Figura 3), vem sendo
utiizado ha tempos em cosmeéticos, sabonetes, pasta de dente e, nos
altimos anos, em tdbuas e cabos de facas para corte de carnes e alimentos
em geral. Sua acdo antimicrobiana explica-se por ser capaz de bloquear a
sintese de &cidos graxos por meio de inibicAo enzimatica, inibindo o
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas, bolores e
leveduras. Estudos recentes tém indicado que o mecanismo de acao do
triclosan sobre os microrganismos € baseado na inibicho competitiva do
enoil-acil transportador da proteina redutase, um componente na via de
biossintese de lipideos (VERMEREIN et al., 2002a).

(a) OH

cl cl Cl

Figura 3. Estrutura molecular do triclosan (2,4,4 -tricloro-
2'- hidroxidifenil-eter).
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O triclosan pode ser incorporado a diversos polimeros, sendo necessaria
sua migracao para a ocorréncia da atividade antimicrobiana. De acordo com
VERMEIREN et al. (2002b), componentes gordurosos presentes no
alimento, além da baixa temperatura, podem interferir reduzindo a atividade
antimicrobiana do triclosan. Esse produto foi recentemente aprovado pelo
FDA e pelo Scientific Committee for Food (SCF, 2000), da Comunidade
Européia, para uso em polimeros de contato com alimentos, sendo o limite

maximo de migrac&o para o alimento de 5 mg.Kg™.

Compostos a base de triclosan sdo comercialmente disponiveis como
Microban®, Sanitized® e Ultra-fresh® e sdo amplamente incorporados em
polimeros para fabricacdo de escova de dente, tabuas de carne, cabo de
facas para uso industrial, bem como, em produtos hospitalares tais como,
luvas, aventais cirargicos (SILVA, et al., 2005). VERMEREIN et al. (2002a)
indicaram que polietileno adicionado de 0,5 % e 1 % de triclosan exibe
atividade antimicrobiana contra S. aureus, L monocytogenes e E. coli,
Salmonella enteritidis e Brochotrix thermosphacta em teste de halo.
Entretanto néo foi efetivo em reduzir deterioradores e L. monocytogenes em
peito de frango embalado a vacuo e estocado a 7 °C. BAFFA JUNIOR et al.
(2005) conduziram pesquisas para determinar a migragao do antimicrobiano
triclosan em caixas plasticas, com uso de agua como simulante, tendo como
resultado a migracéo de 0,012 % a 0,016 % do antimicrobiano adicionado,

indicando também ser efetivos no controle de microrganismos.

O 4&cido latico e seu sal (lactato de sédio), também apresentam acéo
antimicrobiana, sendo que estudos indicam que este interfere no
metabolismo das bactérias, seja pela acidificacdo intracelular, ou por
interferir na troca de protons através da membrana celular, além de reduzir a
atividade de agua. Estes mecanismos de acdo indicam que o lactato tem
efeito bacteriostatico e nao bactericida, incrementando a fase lag do
crescimento de microrganismos, e desta forma aumenta a vida-de-prateleira
de produtos nos quais o lactato é utilizado. A eficacia do lactato aumenta
com o aumento da concentracdo, e uma vantagem de sua aplicacdo em
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carnes e produtos derivados se deve ao fato de que tanto microrganismos
deterioradores como patogénicos, encontrados nestes produtos, Ss&o
relativamente sensiveis ao lactato, mesmo aqueles mais tolerantes ao sal. O
valor de pKa do acido latico, 3,86, indica uma maior efetividade em produtos
com maior acidez, pois sua acdo ocorre possivelmente pela maior
capacidade do acido latico em penetrar na célula na forma nao-dissociada,
dissociar-se e acidificar o seu interior. A bactéria sobrevive, mantendo o pH
normal através de um mecanismo que consome energia e, sendo esta
energia indisponivel para a reproducédo, a velocidade é reduzida (WILMINK,
2001).

A adicdo direta de agentes &cidos, tais como o propiénico, benzdico e
sorbico em polimeros como polietileno, tem pouco sucesso devido a
diferenca de polaridade entre o acido e o filme que é ndo-polar. O processo
desenvolvido por WENG e HOTCHKISS (1993) apresentou como solucao a
formacédo de anidrido do acido, removendo a funcéo ionizada e reduzindo a
sua polaridade. Apds a embalagem do produto e em contato com a umidade
deste, ocorre hidrolise do anidrido, liberando o acido e a sequiente migracéo

para a superficie do alimento.

Substancias antimicrobianas de ocorréncia natural também podem ser
aplicadas a materiais de embalagem para inibir crescimento microbiano em
produtos carneos. Sao exemplos as substancias antimicrobianas originarias
de extratos e condimentos, tais como canela, cravo, tomilho, rosmarino,
orégano, alho, mostarda, entre outros, e substancias derivadas de
microrganismos, como as bacteriocinas, destacando-se a nisina, pediocinas,
natamicina, enterocinas e outras. As bacteriocinas sdo produzidas por
diferentes linhagens de bactérias acido-laticas, com acdo normalmente
direcionada a controle de patdégenos. A nisina é uma proteina hidrossoluvel
produzida por bactérias laticas, com acdo especifica contra bactérias gram-
positivas, inclusive formadoras de esporos, mas ineficiente contra gram-
negativas e fungos (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004). A nisina é considerada
pouco eficiente para conservacdo de carnes em presenca de espécies

psicrotréficas gram-negativas, como Pseudomonas spp. Estudos
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comprovaram a eficiéncia da nisina em combinacdo com agente quelante,
sobre Listeria monocytogenes, em alguns tipos de carnes processadas, e
sobre bactérias laticas e aerobios totais em presunto cozido e queijo fatiado

acondicionados em atmosfera modificada (BRODY et al., 2001).

O diéxido de cloro (CIOy) é conhecido em industrias de alimentos como
um antimicrobiano de largo espectro, ndo formando trihalometanos ou
dioxinas, e utilizado em filmes antimicrobianos, sendo comercialmente

encontrado sob nome “Microatmosphére™”

. Este filme é capaz de liberar
quantidades controladas e constantes de diéxido de cloro. A geracdo do
antimicrobiano no interior da embalagem é ativada pelas condi¢cdes do
produto, normalmente umidade (BRODY et al.,, 2001), e a quantidade e
duracdo podem ser moduladas para eliminar diversos tipos de
microrganismos, inclusive esporos de bolores. Testes indicaram ser efetivo

para destruir Escherichia coli em produtos de carne moida.

2.3.2. Aplicagéo de antimicrobianos por recobrimento

A aplicacdo de coberturas como pré-embalagem ou como cobertura
comestivel, adicionada de agentes antimicrobianos, proporciona uma
barreira adicional que auxilia a manutencdo da qualidade e seguranca em
alimentos. Um sistema com recobrimento comestivel tem varios beneficios
devido ao fato de ser comestivel, ser biodegradavel e por sua simplicidade
no manuseio, podendo ser aplicada a seco ou com cobertura Umida (HAN,
2003).

Na América do Norte varios produtos carneos sdo comercializados
temperados com mistura de condimentos naturais e firmemente
embrulhados com pelicula plastica dentro de uma embalagem tipo bandeja.
Os condimentos séo utilizados ndo somente para temperar, mas também
pela atividade antimicrobiana, sendo que os consumidores nao relutam em
adquirir estes produtos, pois o recobrimento antimicrobiano € aceitavel,
amigavel e facil de usar, sem nenhuma consideracdo especial pelos

consumidores. Estes produtos ndo reivindicam fungcédo antimicrobiana na
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embalagem nem seguem qualquer legislacdo para embalagem
antimicrobiana (YAMADA, 2004).

Em alguns casos, a aplicacdo de um spray de recobrimento sobre o
filme, na forma de spray, como no caso de diéxido de cloro (OLIVEIRA e
OLIVEIRA, 2004), é uma forma de facil aplicacéo e evita que as condi¢cfes
de processo de fabricacdo do filme reduzam a acao antimicrobiana. Em
testes efetuados por Cooksey (2000) citado por SUPPAKUL et al. (2003),
polietileno de baixa densidade foi recoberto com nisina, utilizando metil
celulose/hidroxipropil celulose como veiculo. O filme recoberto com nisina foi
efetivo em suprimir o crescimento de Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. COOKSEY (2005) efetuou testes com salsichas inoculadas
superficialmente com Listeria monocytogenes e embaladas com filmes de
polietileno recoberto com solucdo celulésica contendo nisina, embalado a
vacuo e estocada em refrigeracédo, e obteve reducéo em até 2 ciclos log para
os filmes recobertos com camada de 500 pm com solucdo contendo nisina
em teores de 7500 Ul.mL™.

2.3.3. Incorporacgéo de antimicrobiano em polimeros plasticos

Sistemas de embalagens ativas, com a¢do antimicrobiana, baseiam-se
na incorporacao de substancias antimicrobianas no polimero, e atuam sobre
o alimento sob uma das duas formas: o antimicrobiano é imobilizado, e atua
apenas na superficie de contato, ou quando o material ativo € colocado em
contato com a umidade do alimento, o antimicrobiano é liberado e atua sobre
0 mesmo. Em ambos os casos, o objetivo do sistema € aumentar a vida-de-
prateleira do alimento inibindo o crescimento microbiano e conservando suas
propriedades sensoriais (BUONOCORE, 2005).

A incorporagdo de um antimicrobiano em material de embalagem
necessita de avaliacdo adequada do controle de migracédo para a superficie
do alimento e da cinética de crescimento do microrganismo alvo. Quando a
taxa de migracao do antimicrobiano é maior do que a taxa de crescimento do

microrganismo, a concentragdo de antimicrobiano sera inferior a
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concentracdo inibitéria minima (MIC) antes do término do periodo de
estocagem esperado, consequentemente o microrganismo ira crescer apos
a reducdo do agente antimicrobiano (HAN, 2003). Por outro lado, quando a
taxa de migracdo for muito lenta, o microrganismo crescera antes da
migracdo do antimicrobiano. A concentragdo de agente antimicrobiano na
superficie do alimento depende da taxa de migracdo, e é altamente
dependente da solubilidade do antimicrobiano no alimento. O perfil de
migracdo do agente antimicrobiano deve ser conhecido e possivel de
controlar para se obter acdo antimicrobiana constante e acima da MIC

durante toda a vida-de-prateleira do alimento (HAN, 2003).

A grande maioria dos trabalhos desenvolvidos em filmes antimicrobianos
considera a estrutura monocamada, ou que a camada interna, em contato
com o produto, tem agdo antimicrobiana, sendo que a camada externa deve
ter acdo de barreira e estrutura. BUONOCORE (2005) comenta sobre a
importancia em se ampliarem estudos com filmes multicamadas, como: 12
camada, externa, previne a perda de substancia ativa para o ambiente e
atua como barreira ao oxigénio, umidade e gases; 22 camada, intermediaria,
contendo a substancia antimicrobiana e com migracéo rapida; 3% camada,
interna e em contato com o alimento, com a funcéo de controlar a migracao
do agente antimicrobiano para a superficie do alimento, sendo preparada em
termos de difusibilidade e espessura para controlar o crescimento do

microrganismo alvo.

2.3.4. Imobilizacédo de antimicrobiano em polimeros

Alguns polimeros possuem atividade biolégica sem permitir a migracao
de compostos para o alimento, podendo ter a acdo de forma natural, como
no caso de quitosana, ou formada pela ligacdo de molécula bioativa ao
polimero sintético. A imobilizacdo de substancia antimicrobiana em
polimeros pode ser efetuada por ligagdo covalente, adequada para 0s casos
em que a legislacdo ndo permite migracdo do antimicrobiano para o
alimento, devendo a inibicAo acontecer na superficie de contato da

embalagem — produto alimenticio.
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A quitosana € um polimero com propriedades antimicrobianas, derivada
da quitina (poli-B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina), extraida de casca de
crustaceos. O mecanismo de agcado antimicrobiana, ainda esta em estudos, e
se da pela ruptura da membrana externa de bactérias (Helander et al. 2001,
citado por STEVEN e HOTCHKISS, 2003), ou ainda, em indicacdes
recentes, de que a atividade é devida a adsorcao da bactéria (APPENDINI e
HOTCHKISS, 2002). Uma vez que a molécula polimérica é grande, ndo é
adequado considerar ser necessario que a molécula penetre na célula para

gue ocorra a agao antimicrobiana.

Materiais poliméricos com agente bioativo imobilizado podem necessitar
inicialmente da criagéo de grupos reativos como sites para ligacao, devendo
ser direcionada a desenvolver maior quantidade possivel de pontos para
ligacdo e imobilizagdo do antimicrobiano (STEVEN e HOTCHKISS, 2003).
Como na imobilizagdo o agente ativo ndo estd disponivel para migrar do
polimero para a superficie do substrato, as aplicacées sdo limitadas, sendo
de interesse principalmente na aplicacdo de superficies de equipamentos
para contato com alimentos. Um dos métodos para ligar agentes bioativos a
polimeros é com uso do glutaraldeido, o qual é eficiente na formacdo de
ligacbes cruzadas entre proteinas ou outras moléculas biologicas a
polimeros, tendo como exemplo a imobilizagdo da enzima naringinase
(SOARES, 1998). Também sao usados méetodos com carboimidas e ésteres
ativos de succinimidil succinato (STEVEN e HOTCHKISS, 2003).

Por aplicagdo de nanotecnologia, desenvolvimentos estdo sendo
efetuados com substancias fotocatalisadoras, as quais em presenca de luz,
removem sujeira, odor ou moléculas organicas que entram em contato com
a superficie na qual o fotocatalisador estd aprisionado. Quando o
fotocatalisador € irradiado com luz ultravioleta, radicais livres altamente
reativos de oxigénio sdo gerados em areas proximas, levando a
decomposicdo de moléculas organicas (BRODY et al.,, 2001), e assim,
também tém acio antimicrobiana. Oxidos de zinco, de chumbo e sais de
prata tém propriedades fotocatalisadoras, mas o material mais promissor € o

diéxido de titanio, ja utilizado em pinturas, cosméticos e alimentos. Ainda
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gue o composto seja hormalmente branco, quando reduzido a p6 fino torna-

se transparente.

Uma das dificuldades com o uso de fotocatalisadores parte do fato que
plasticos sdo materiais organicos, e podem degradar na presenca de um
fotocatalisador. Para evitar este problema, j4 foi desenvolvido pela
Yamamura Glass (Japdo), um diéxido de titAnio em microcéapsulas de 6xido
de silicio, sendo que apenas moléculas pequenas o suficiente para penetrar
nos nanoporos da microcipsula sdo destruidos. Segundo BRODY et al.
(2001), também no Japéo, foi desenvolvido material de didéxido de titanio
envolvido com apatita (CasF(POg)3), sendo esta uma ceramica com
capacidade para absorver proteinas e bactérias. O sistema ndo migra para a
superficie do alimento nem atrai bactérias, portanto atua somente contra

moléculas organicas as quais entra em contato direto.

2.3.5. Modificacéo de superficie

Em embalagens antimicrobianas é de grande interesse o
desenvolvimento de materiais através de acéo fisica sobre a superficie de
filmes. PAIK et al. (1998) efetuaram estudos com uso de irradiacao
ultravioleta (UV) sobre filmes de poliamida (nylon 6,6), provocando a
transformagéo de grupo amida do filme em aminas, atuando estes grupos
como sitios de superficie com acdo antimicrobiana. Adicionalmente,
observaram que o tratamento UV provocou uma alteracdo na topografia
superficial, o que leva a um aumento da area de contato
embalagem/produto, ndo estando comprovado que este aumento leva a uma
maior atividade antimicrobiana. O filme foi testado contra Staphylococcus
aureus, obtendo trés reducdes decimais apés 6 horas, partindo de
concentracdo inicial de 8x10° UFC.mL™?. O filme foi menos efetivo contra
Enterococcus faecalis e Pseudomonas fluorescens. Segundo PAIK et al.
(1998), o filme foi irradiado com fétons de luz UV em comprimento de onda
de 193 nm, com irradiacdo de aproximadamente 200 kW.cm? por 16

nanosegundos, com dosagem total de 2,7 J.cm™.
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CHO et al. (2000) sintetizaram um polimero contendo cadeia lateral com
quitosana-oligossacarideo, introduzido em polivinilacetato (PVA) por ligagdes
cruzadas com o composto bifuncional N-metilacrilamida (NMA). Observaram
gue o crescimento de S. aureus foi quase completamente suprimido desta

maneira.

2.3.6. Fatores a considerar na fabricacdo de filmes
antimicrobianos

Entre os processos de fabricacdo de filmes s&o utilizados os processos
de extrusdo e “casting” por solventes. A manutencdo da acéo
antimicrobiana, a homogeneidade na distribuicdo, compatibilidade quimica,
integridade, propriedades fisico-mecanicas e Oticas do filme devem ser
consideradas. Estudos morfolégicos dos polimeros sdo importantes para
predizer a perda de integridade causada pela adicdo do agente
antimicrobiano. Segundo HAN (2003), antimicrobianos na forma de
pequenas particulas podem ser misturados ao material polimérico e
posicionados em regides amorfas da estrutura; se grandes quantidades
forem usadas, ap0s saturacdo dos espacos amorfos a substancia comeca a
interferir nas interacdes polimero-polimero na regido cristalina, reduzindo a

integridade do material de embalagem.

A incorporacao de aditivos antimicrobianos em filmes plasticos durante a
extrusdo depende da estabilidade térmica dos aditivos e da nao-volatilidade
nas condi¢cdes do processo, e ainda, da presséo e da forgca de cisalhamento
a que sao submetidos durante a extrusao (BRODY et al., 2001). Além disso,
a polaridade e o peso molecular do aditivo sdo parametros que devem ser
considerados na interacdo com a matriz polimérica e, posteriormente, na

liberagdo do aditivo para o produto alimenticio.

A atividade antimicrobiana de uma substancia ativa incorporada a um
polimero pode ser reduzida em decorréncia das condicbes de processo de
fabricacdo do filme, como “casting”, conversdo ou extrusdo, além das
condicbes de estocagem e distribuicdo do material de embalagem. O

processo de extrusao € o maior fator de perda de atividade antimicrobiana.
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Devido as condi¢cBes de alta temperatura, tensao de cisalhamento e presséo,
a estabilidade quimica ou bioquimica é afetada, reduzindo a atividade
antimicrobiana residual (BRODY et al., 2001, HAN e FLOROS, 1999). Os
efeitos das operagdes de conversdo, como laminacdo, impressao, adesivos,

solventes, secagem e estocagem, também devem ser considerados.

Para a producédo de filmes, os agentes antimicrobianos e materiais de
embalagem devem ser quimicamente compativeis, sendo recomendado o
uso de solventes como agua ou etanol para homogeneizacdo. Outros
solventes devem considerar a possibilidade de migracéo de residuos para o
alimento. O material usado na obtencdo da embalagem antimicrobiana
também deve manter inalteradas as propriedades fisicas como resisténcia a
tracdo, alongamento, selagem a quente, bem como outras propriedades
mecéanicas e oOticas (YAMADA, 2004). Geralmente quando pequenos
compostos quimicos antimicrobianos sdo misturados a materiais
macromoleculares de embalagem, as propriedades mecéanicas nao sao
alteradas significativamente, sendo as propriedades Oticas (cor,

transparéncia e brilho) as mais afetadas.

HAN (2002) sugeriu que a producdo de filmes por extrusdo tenha
processo onde a resina plastica € misturada com o agente microbiano,
extrusada e peletizada para produzir uma resina “masterbatch”. Estes
pellets sdo adicionados em outra extrusora juntamente com resina plastica
pura, produzindo o filme com o antimicrobiano incorporado. Neste processo
€ esperado manter uma distribuicdo uniforme da concentracéo da substancia
ativa e uma taxa de migracdo uniforme. O processo de fabricacdo também
pode ser modificado para obter propriedades de liberagdo controlada dos
agentes antimicrobianos, através da modificacdo da estrutura morfologica do
polimero. LACOSTE et al. (2005) descreveram um sistema de mistura de
polimeros apos a extrusao, cujo objetivo foi modificar a estrutura morfolégica
com relagdo a cristalinidade e porosidade, para associar uma liberacao
inicial intensa de antimicrobiano, com adicdo lenta ao passar do tempo,
mantendo sempre uma concentracdo inibitéria minima, ampliando as

caracteristicas de seguranca e qualidade.
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2.4.Métodos de avaliacdo de acdo antimicrobiana

Para o desenvolvimento de embalagens antimicrobianas, é necessario
dispor de métodos de avaliacdo destas embalagens com relacdo a eficacia
em reduzir a contagem microbiana de alimentos, ou de forma indireta,
avaliar a capacidade da embalagem ativa em limitar o crescimento do

microrganismo alvo.

A atividade antimicrobiana dos materiais de embalagem pode ser
avaliada por experimentos microbiolégicos, através da inoculacdo dos
microrganismos alvos na superficie do alimento, em contato com o material
antimicrobiano e com a devida estocagem. A contagem dos microrganismos
a intervalos determinados, possibilita avaliar se houve crescimento de
microrganismos ou se o material foi eficiente em inibir crescimento ou
provocar reducéo da contagem do microrganismo inoculado. Comparam-se
0s resultados com amostra controle, inoculada e embalada com filme sem
substancia antimicrobiana (BRODY et al., 2001). Experimentos
microbiolégicos podem ser desenvolvidos para avaliar a acéo
antimicrobiana, destacando-se entre os mais usados o método de difusédo
em disco (halo de inibicdo) e influéncia na curva de crescimento em neio
liquido. No Japéo é utilizado o método SIAA-1998 como padréo para avaliar
a eficiéncia de produtos contendo antimicrobianos e inicialmente
desenvolvido para antimicrobianos inorganicos como zedlitos de prata
(APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Em conjunto com os experimentos microbiolégicos, para comparar a
atividade antimicrobiana dos diferentes sistemas, é importante determinar a
espessura do material de embalagem, a quantidade (concentracdo) de
antimicrobiano incorporado no material e a taxa de migracdo do

antimicrobiano para o alimento.



2.4.1. Atividade antimicrobiana pelo método de disco e halo de
inibicao
O método de avaliacdo antimicrobiana por difusdo em disco é derivado
do método de avaliacdo de antibidticos, onde um meio sélido é inoculado
com o microrganismo alvo e, imediatamente apds, € aplicado o filme
antimicrobiano sobre a superficie do meio de cultura seguido de incubacao
na temperatura adequada ao crescimento do microrganismo. Apos
incubacdo, como resultado positivo para acdo antimicrobiana observa-se a
formacdo de halo de inibicdo do crescimento ao redor do filme, anota-se a
medida em milimetros e compara-se o resultado com filmes sem adicdo de
antimicrobiano. (LIMJAROEN et al., 2003; SILVA, 2003; WURLITZER et al.,
2005). Este método destaca-se pela facilidade e baixo custo de execucéo.
VARTIAINEN et al. (2003) indicam o Standard EN 1104 “Papel e cartdo
intencionalmente em contato com alimentos — determinac&o da transferéncia
de constituintes antimicrobianos”, também conhecido como “Teste de
difusdo de Kirby-Bauer”. Este teste de suscetibilidade antimicrobiana mede a
capacidade de um antibiotico ou outro agente antimicrobiano em inibir
crescimento de bactérias in vitro (WHO, 2006).

2.4.2. Atividade antimicrobiana através da curva de crescimento

A acédo antimicrobiana de um filme pode ser observada pela alteracdo
das caracteristicas da curva de crescimento em meio liquido, sendo
comparada a curva controle, sem acao do filme antimicrobiano. A curva de
crescimento é obtida pela turvacdo do meio de crescimento, sendo a medida
de densidade otica efetuada em espectrofotbmetro e plotada através da
conversdo logaritmica da absorbancia em 640 nm versus tempo de
crescimento (MELO et al., 2003).

A atividade antimicrobiana pode ser evidenciada pelo aumento da fase
lag, reducdo da taxa de crescimento (4) na fase exponencial e total de
crescimento na fase estaciondria, em comparacdo com a embalagem
convencional ou sem embalagem. A taxa de crescimento € obtida da

inclinagdo da reta referente ao periodo de crescimento exponencial, e
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regressao linear fornece o valor de inclinacdo (HAN e FLOROS, 1998; HAN,
2000). O tempo de fase lag e valor maximo de crescimento na fase

estacionaria sao facilmente obtidos diretamente da curva de crescimento.

Embalagens com acdo antimicrobiana apresentam reducao na taxa de
crescimento e menor populacdo microbiana na fase estacionaria, indicando
maior seguranca, e a extensdo da fase lag indica maior vida-de-prateleira
(BRODY et al., 2001).

2.5.Legislacéo para embalagens ativas

O uso de agentes antimicrobianos como aditivos em embalagens para
contato com alimentos deve seguir as recomendacdes e aprovagao de
agéncias reguladoras. Assim, o uso de substancias ja autorizadas para
contato com alimentos, aditivos grau alimenticio e o uso de antimicrobianos
naturais, como extratos de plantas ou condimentos, é alternativa promissora
devido a seu apelo de produto natural, preferéncia pelo consumidor e menos
conflitos com as legislagdes (YAMADA, 2004). O agente antimicrobiano deve
ser classificado como um aditivo de embalagem, substancia de contato com

alimentos ou como ingrediente ou aditivo de alimentos (HAN, 2003).

A legislacdo brasileira ndo se pronuncia com relacdo as embalagens
ativas, devendo ser considerados em conjunto a lista de aditivos aplicados a
alimentos, a legislacdo de materiais de embalagem e migracdo de
substancias, e a legislacdo de contaminantes quimicos. Atualmente, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) esta conduzindo reunides
com equipe de especialistas em embalagens para definir o posicionamento
legal com relagdo a embalagens ativas. De forma geral, qualquer aditivo
conservante aprovado para uso em alimento, também pode ser utilizado em

embalagens ativas.

De acordo com SUPPAKUL et al. (2003), diversas substancias
receberam autorizagéo de uso do FDA (Food and Drug Administration), dos
Estados Unidos, para uso em embalagens ativas e contato com alimentos.
Na Comunidade Européia, até 2004 a Diretiva 89/109/EEC, que trata da
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legislacdo de embalagens de alimentos, estabelecia o limite de migracéo
total de substancias de embalagens, de 60 mg.kg?, e era impeditivo para
embalagens ativas, ja que é planejada a migracdo da substancia adicionada
ao material de embalagem para o alimento (FABECH, et al. 2000). No
periodo de 1999 a 2001, na Unido Européia foi realizado o estudo “Actipak”,
sobre utilizacdo de embalagens ativas e necessidades de modificacdo da
legislagdo, resultando no Regulamento CE 1935/2004, do Parlamento
Europeu (2004), o qual relaciona a utilizacdo de embalagens ativas, admite a
migragéo de substancias de embalagens e regulamenta o registro destas
substancias e indica a rotulagem especifica. Todos 0s novos sistemas de
embalagens ativas e inteligentes necessitam avaliacdo da Autoridade
Européia de Seguranca dos Alimentos (JONG et al., 2005).

Embalagens ativas tém um grande futuro na tecnologia de alimentos,
entretanto mais informacfes sdo necessarias sobre os efeitos quimicos,
microbioldgicos e fisioldgicos destes sistemas na embalagem de alimentos,
especialmente sobre a qualidade nutricional e segurangca aos consumidores
(HAN e FLOROS, 1997). Para aprovar a utilizacdo de novas substancias,
antes do seu uso sao necessarios os testes toxicoldgicos e outros aplicaveis
(VERMEIREN et al., 2002b).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos — UFV, e parte das andlises e
producado de filmes nos laboratérios do SENAI /RJ — Centro de Tecnologia
de Alimentos e Bebidas e no Nucleo de Microscopia da Universidade

Federal de Vicosa.

3.1. Producéo dos filmes antimicrobianos

Os materiais usados na preparacao dos filmes antimicrobianos, foram o
polimero poli(cloreto de vinilideno), conhecido pela sigla PVdC, (SGA-1, da
Solvay Indupa), e os agentes antimicrobianos triclosan (2,4,4 -tricloro-2"-
hidroxidifeniléter), (marca Microban), e acido sorbico (Vetec), adequados
para aplicacdo em materiais para contato com alimentos. Utilizouse a
metodologia sugerida por SOARES et al. (1998), aplicada a filmes de base
celulésica (LIMJAROEN et al., 2003), conhecido como método “cast”, sendo
o PVdC solubilizado no solvente metiletilcetona, com agitacdo manual até a
completa dissolucdo, e entdo adicionado de quantidade determinada de
antimicrobiano, com agitagcdo manual e tempo de mistura variando de 10
minutos a uma hora, dependendo do tipo de antimicrobiano adicionado. As
propor¢des de antimicrobianos relativas a massa de PVdC foram de 0,5 %, 1
%, 2 %, 3 % e 5 % de triclosan. Um dos filmes foi adicionado de 1 % de
triclosan e 2 % de &cido sérbico. Apés homogeneizacdo do antimicrobiano e
solucdo de polimero, a mistura foi espalhada em vidro plano para dar
formato de filme e para a evaporacdo do solvente, em temperatura
ambiente, até cura completa. Os filmes foram retirados da placa de vidro e

preparados para os testes especificos.

Os filmes preparados foram visualizados em microscopio Leica DM LB2,

e efetuada foto digital, em aumento de 100x, observando-se a as
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caracteristicas de mistura do antimicrobiano com o polimero PVdC, como

transparéncia, cristalizagao e resisténcia.

ApoOs analises preliminares dos filmes por fotomicroscopia, propriedades
mecanicas e de atividade antimicrobiana, foram selecionados os seguintes
filmes para os experimentos posteriores: filme A: 1 % de triclosan + 2 % de
acido sorbico; filme B: 1 % de triclosan; filme C: 0,5 % de triclosan; filme D:
controle, sem adicdo de antimicrobiano; filme E: 3 % de triclosan. Também
foi utilizado nos testes de halo de inibicdo, flmes com 2 % e 5 % de
triclosan. Antes da utilizagédo em testes, os filmes foram condicionados (em
temperatura e umidade relativa controladas) para os testes fisicos e
previamente esterilizados em luz ultravioleta antes dos testes de acao
antimicrobiana. As concentracdes de antimicrobianos foram selecionadas
em testes preliminares, em funcdo da manutencdo da transparéncia e
caracteristicas fisicas dos filmes. Os filmes que atendiam a esses

parametros foram selecionados para os testes de acéo antimicrobiana.

Para os testes de avaliacao de resisténcia da termossoldagem a tracéo,
além dos filmes de PVdC, foram preparados filmes bicamada, de PVdC
sobre filmes de poliéster, de 0,02 mm de espessura, seguindo as mesmas
condicbes descritas anteriormente quanto a adicdo de compostos

antimicrobianos.

3.2.Anadlise das propriedades fisico-mecanicas dos filmes

Avaliaram-se as seguintes propriedades fisico-mecanicas dos filmes
plasticos obtidos: espessura, propriedades de tracdo e elongamento,
resisténcia da termossoldagem a tracdo e taxa de permeabilidade ao vapor

de agua.

3.2.1. Determinacéo da espessura dos filmes

A resisténcia dos filmes € proporcional a espessura e, portanto, é

adequado o controle da espessura dos filmes utilizados nos testes. Foi
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utilizado o micrébmetro Mitutoyo 7301 para medicdo de espessura de filmes
plasticos ou papel, com display tipo relégio, pontas do cursor planas,
diametro de cinco mm, e cursor de 25 mm, legibilidade de 0,01 mm (£0,005
mm). As medidas foram tomadas em 8 pontos da amostra, em trés

repeticdes, sendo calculada média e desvio-padréo.

3.2.2. Determinacao da resisténcia a tracdo e elongamento do
filme

As propriedades de tracdo estdo relacionadas a maquinabilidade e
desempenho mecanico. Foram determinadas as propriedades de resisténcia
maxima a tracado e percentagem de elongamento, sendo os testes realizados

30 a 40 dias apos a fabricacao.

Amostras de 100 mm x 25,4 mm foram utilizadas como corpos-de-
prova para o teste de tracdo (PADULA et al., 1989), como mostrado na
Figura 4 (b), com distancia de 50 mm entre as garras e velocidade de tracao
de 50 mm.min, conforme indicado por OLIVEIRA et al. (1996), citando
(ASTM DS882-91, 1996). Foi utilizado o aparelho universal de testes
(Instron, modelo 3367), com célula de carga de 1 kN (100 kg) e dispositivo

de tracdo (probe) com presilhas de 50 mm (Figura 4a).

(b)

Figura 4. Equipamento de tracéo (a); corpo de prova e garras (b).
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Considerando que as propriedades dos filmes e embalagens plasticas
podem mudar significativamente com as alteracdes de temperatura e
umidade relativa, foi efetuado o condicionamento anterior aos testes de
caracterizacéo fisica, sendo os corpos de prova colocados em dessecador
com umidade relativa de 58 % + 2 % UR, e temperatura de 25 °C = 2 °C, em
estufa BOD, por tempo minimo de 40h. Este tempo de condicionamento esta
de acordo com OLIVEIRA et al. (1996), que indica ser necessario tempo
minimo de 40 horas para materiais com mais de 700 um de espessura, e
periodos menores podem ser usados para materiais bem finos. Este tempo
de condicionamento tem por objetivo levar o corpo de prova a um estado de
equilibrio com as condigBes ambientais, e obter resultados reprodutiveis.
OLIVEIRA et al. (1996), citando as normas técnicas NBR 7452 (1982),
ASTM E171-94 (1996) e ASTM D681-95 (1996), indica que as condi¢des de
laboratério para ensaio de plasticos, em paises de clima temperado sao 23 *
2°C e 50 % +5 % UR, e para paises tropicais, de acordo com a NBR 7452,
sdo pressao atmosférica normal e 27 + 2 °C. Neste trabalho, no dessecador
foi utilizada solucéo salina de brometo de sodio (NaBr.2H,0O), que apresenta

umidade relativa de 58 % no equilibrio.

3.2.3. Resisténcia datermossoldagem atragcao

A termossoldagem é utilizada para fechamento de embalagens, que
consiste na unido de duas camadas do material termoplastico por fuséo,
sendo normalmente utilizado o calor como agente de fusédo. A qualidade da
termossoldagem depende das condi¢cdes usadas na selagem, tais como
temperatura aplicada ao material, pressdo das mandibulas e tempo de
atuacdo do calor e pressdo. E importante que a termossoldagem tenha
resisténcia mecanica, para suportar o manuseio sem abrir, e integridade,

garantindo a hermeticidade da embalagem.

Para o teste de tracdo sobre a termossoldagem, foram utilizadas
como corpos-de-prova, amostras constituidas de duas unidades de 75 mm x
25,4 mm (Figura 5), com termossoldagem unindo as duas unidades em uma

das pontas, (PADULA et al., 1989). A termossoldagem foi efetuada em
41



equipamento Selovac 500B, sob vacuo, com tempo de solda de 2 segundos.
Foi utilizado aparelho universal de testes (Instron, modelo 3367), com célula
de carga de 1 kN (100 kg) e dispositivo de tracéo (probe) com presilhas de
50 mm, velocidade de tracdo de 50 mm.min, com distancia de 50 mm entre
as garras (ASTM, 1996). O condicionamento foi efetuado conforme indicado

no item 3.2.2., sendo os testes realizados 30 a 40 dias apos a fabricacao.

Figura 5. Corpo de prova para teste de resisténcia da termossoldagem a
tracao.

A resisténcia da termossoldagem a tracdo também foi avaliada em
filmes bicamada, de PVdC / poliéster, seguindo as mesmas condi¢des
descritas. O filme de poliéster tem maior resisténcia e, assim, o teste com
filme bicamada é adequado para avaliar se a resisténcia da termossoldagem

€ maior que a resisténcia do filme de PVdC.

3.2.4. Taxa de permeabilidade ao vapor de agua

A propriedade de barreira ao vapor de agua é uma das propriedades
necessérias a embalagens para alimentos, principalmente aqueles que
devem ser protegidos da absor¢cédo ou perda de umidade, devido ao teor de
umidade do ambiente. Avaliowse a taxa de permeabilidade ao vapor de
agua (TPVA) dos filmes preparados, de acordo com PADULA et al. (1989), e
também descrito por ROBERTSON (1992). Utilizaram-se corpos de prova
acoplados a capsulas com paredes impermeaveis e com cloreto de calcio

em seu interior, vedados na juncéo filme/cdpsula. A area exposta do filme foi
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de 50 cm? As capsulas montadas foram pesadas e colocadas em
dessecador com umidade controlada a 75 %, por adicdo de solugéo
saturada de cloreto de sédio, e estocadas a temperatura ambiente de 25 + 2
°C. Através de pesagens diarias, em balanca analitica, até peso constante,
foi avaliado o ganho de peso devido a umidade permeada através do filme e
absorvida pelo cloreto de célcio. Os dados de ganho de peso e tempo foram
plotados em grafico. Para o periodo em que os pontos formaram uma reta,
calculou-se o0 ganho de peso por dia, sendo entédo convertida para a unidade
relativa & TPVA (g.m2.dia™l).

3.2.5. Andlise estatistica das propriedades fisico-mecéanicas

Os dados obtidos das propriedades fisico-mecanicas dos filmes foram
interpretados por meio de analise de variancia, utilizando teste F e as
comparacdes das médias aplicando teste de Duncan, ao nivel de 5 % de
probabilidade. Os tratamentos (filmes) foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticoes para espessura e trés
repeticbes para resisténcia a tracdo. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa SAS (Statistical Analisys System, verséo

9.1), licenciado para a Universidade Federal de Vigosa.

3.3. Testes de migracao de triclosan do filme para o meio

A migracdo da substancia antimicrobiana dos filmes produzidos foi
avaliada com uso dos simulantes (agua e rrheptano) e em salsichas, com
posterior quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Os experimentos foram realizados em trés repeticdes, e avaliados pela

meédia e desvio-padréo.

3.3.1. Migracéao de triclosan em simulantes agua e n-heptano
Amostras de cada tratamento (filmes com diferentes proporcdes de
triclosan) com &rea de 75 cm? (150 cm? considerando os dois lados) foram

imersas em 50 mL de simulante agua e n-heptano, recomendados para
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alimentos gordurosos, conforme indicado na Portaria 105/99, da Anvisa. O
sistema foi montado utilizando tubos de ensaio com tampa e armazenados a
temperatura ambiente, sendo coletadas amostras para analise da
guantidade liberada de triclosan dos filmes para o simulante, de acordo com

0 tempo de contato com a solucéo.

A quantificacdo do triclosan foi realizada segundo CHUNG et al.
(2003), com modificacbes, em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
(Shimadzu 10AVP), com injecao de 20 ni, em uma coluna de Shim-Pack
VP-ODS (4,6 mm, 4,6 x 150 mm), bombas LC 10 AT, detector de diodo UV
Shimadzu SPD-M 10 AVP. A fase mével com vazdo de 1 ml.mint (60 %
acetonitrila; 40 % acido fosforico (HzPO,) 0,05 %), corrida de 14 minutos. A
deteccdo foi em 236 nm, sendo a quantificacdo da area em picos de
retencdo especificos determinados com uso do software Shimadzu Class
VP, e a concentracdo de substancia calculada com uso de curva-padrdo. A
concentracéo foi relacionada a area de filme de 150 cm?. Para as analises
de &cido sorbico utilizaram-se as mesmas condi¢cfes cromatograficas acima
mencionadas, com leitura de &cido soérbico em 260 nm (SILVEIRA, 2005),
apenas para o filme A, que foi adicionado de 1 % de triclosan + 2 % de acido

sorbico.

As andlises do liquido simulante foram realizadas em intervalos de tempo
variaveis, sendo menores nos primeiros dias e, posteriormente, com
intervalos de tempo de uma a duas semanas. Foram realizadas trés

repeticoes.

3.3.2. Migracao de triclosan em salsicha

Unidades de salsicha foram envoltas nos filmes de PVdC, e entdo
embalados em sacos de nylon/polietileno, selados sob vacuo e estocados
em temperatura de refrigeragéo a 7 °C = 2 °C. Amostras de salsichas foram
retiradas para andlise de triclosan a intervalos de 10 dias, até 70 dias de

contato entre filme de PVdC e salsicha.



Para avaliacdo da migracdo de triclosan em salsichas adotouse a
metodologia descrita por SILVA et al. (2005), sendo tomadas 10 a 12 g de
amostra de salsicha (3 cm do cilindro de salsicha, area de 19 a 20 cm?),
sendo efetuada extracdo de triclosan e materiais gordurosos com 10 mL de
hexano, por trés vezes. As aliquotas de extracdo foram colocadas em
rotavapor (Fisatom) sob vacuo para evaporacdo do hexano. No material
gorduroso residual do baldo, foram efetuadas trés extragbes de triclosan
com 10 mL de acetonitrila, que foi evaporada sob vacuo. O residuo de
extracao foi diluido com 10 mL de acetonitrila, filtrado em filtro Millipore 0,22
um, e uma aliquota de 20 pL foi injetada em cromatografo liquido, nas
condicOes descritas anteriormente em 3.3.1. A eluigdo por gradiente, com
fluxo de 1 mL.min?, usou as seguintes fases proporcdes da fase movel:
tempo 0 a 14 min, acetonitrila: agua + 0,05 % &cido fosférico (60:40); rampa:
14 a 20 min, até 100 % acetonitrila; 20 a 30 min, manutencdo 100 %
acetonitrila; rampa: 30 a 40 min, até 60 % acetonitrila; 40 a 45 min,
manutencdo a 60 % acetonitrila; tempo total de 45 minutos de corrida. A
deteccdo foi realizada a 236 nm. As areas foram relacionadas a curva-
padrdo de triclosan e calculadas as concentracdes nas amostras. Os

resultados foram reportados por area de filme em contato com o produto.

Foram realizadas trés repeticoes, efetuando-se andalises da concentracédo
de triclosan em salsicha por um tempo de 70 dias, a intervalos de tempo de
uma semana no inicio, e intervalos de duas semanas a partir do segundo

més de avaliacéo.

3.4.Microscopia eletronica de varredura

As fotomicrografias das superficies de filmes foram realizadas por
microscopia eletrdbnica de varredura, no Laboratério de Microscopia
Eletrbnica, da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), com objetivo de
verificar as diferencas de microtopografia entre os filmes. A preparagéo das
amostras foi realizada segundo metodologia descrita por SILVEIRA (1989),
efetuado corte de pedacos do filme e fixados com uso de fita adesiva no

suporte de porta-amostras do microscopio (stub), de forma a permitir
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visualizacdo da superficie e do corte transversal (espessura) do filme,
conforme indicado na Figura 6. Os suportes foram levados ao metalizador
Balzers-Union Mundial FDU 010, e submetidos ao processo de metalizacao
a vacuo com uma fina camada de ouro de 20 nm, tendo por objetivo torna-
los bons condutores elétricos. Posteriormente, os filmes foram observados
no microscopio eletrénico de varredura de alta voltagem LEO 1430 VP, com

aumentos de 200x a 5000x.

() (b)

Figura 6. Filmes fixados em “stub” (a); equipamento de microscopia

eletrbnica de varredura (MEV) (b).

3.5.Avaliacdo de acdo antimicrobiana dos filmes com triclosan e
acido sorbico

Os microrganismos utilizados nos testes de avaliacdo de acéo

antimicrobiana foram: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli

(ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Salmonella

choleraesuis, sorotipo typhi (ATCC 6539), Listeria monocytogenes (ATCC

15313), fornecidas pelo Instituto Oswaldo Cruz, e uma cepa de Klebsiela sp.,

isolada no Laboratério de Embalagens da Universidade Federal de Vigosa.

As cepas foram reativadas de acordo com orientacdo especifica do
Instituto Osvaldo Cruz e preparadas para estocagem a -20 °C, para uso
posterior. A preparacdo consistiu em incubacdo em meio caldo nutriente ou
caldo soja-triptona (TSB), de acordo com o microrganismo, e incubacao a 37
°C por 18 h.
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Para os testes de avaliacdo de acdo antimicrobiana, os filmes foram
recortados em tamanhos especificos para cada teste e esterilizados através

de exposicao de luz UV (Prodicil, 254 nm) por 2 minutos em cada lado.

3.5.1. Acdao antimicrobiana pelo método de halo de inibicéo

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes através do método de
halo de inibicdo foi realizada conforme descrito por LIMJAROEN et al.
(2003). Os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis,
sorotipo typhi, Listeria monocytogenes e Klebsiela. Os microrganismos foram
inoculados em placas com TSA, por estrias, para obter colonias isoladas.
Para cada microrganismo, colonias isoladas foram suspensas em caldo
TSB, e comparadas com tubos padrao de turbidez, de acordo com escala de
McFarland (VANDERZANT et al.,, 2000), para obter-se suspensao com
aproximadamente 108 UFC.mL™. Com uso de swab esterilizado umedecido
nesta suspenséo, foi efetuada inoculacdo por espalhamento em superficie
em placas com meio TSA e, apoés, aplicados filmes previamente recortados
em discos com area de 1 cm?, esterilizados em luz UV, e levados para
incubacdo a 35 °C por 24 horas. ApoOs incubacéo, ocorrendo inibicdo do
crescimento microbiano ao redor da amostra, foi medido o raio do halo de

inibicdo, em milimetros.

Na avaliacdo pelo método do halo os tratamentos (filmes) foram dispostos
em delineamento inteiramente casualizado. O teste foi efetuado em trés
repeticbes, com duplicata, e os dados foram interpretados por meio de
andalise de variancia e regressao, utilizando o teste F e compara¢fes das
meédias utilizando teste de Duncan, ao nivel de 5 % de probabilidade. As
andlises estatisticas foram realizadas com uso do programa SAS (Statistical

Analisys System, 9.1), licenciado para a Universidade Federal de Vicosa.
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3.5.2. Acéao antimicrobiana por inibicdo da curva de crescimento
em meio liguido

Culturas puras dos microrganismos foram reativadas duas vezes,
consecutivamente, em meio TSB liquido com incubacdo a 37 °C por 12
horas. Os microrganismos utilizados foram Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Foram preparadas suspensdes
de cada microrganismo, contendo 102 UFC.mL™, em meio TSB, por meio de
diluicdo das culturas ativadas. As suspensdes foram mantidas em frascos
com capacidade para 150 mL, a temperatura de 37 °C, sob agitacdo com
uso de shaker em banho-maria, para a realizacdo da curva de crescimento
do microrganismo inoculado em cada frasco. Nos frascos, foram adicionados
os filmes de PVdC com diferentes tratamentos: filme incorporado com 1 %
triclosan + 2 % &cido soérbico (filme A), filme incorporado com 1 % de
triclosan (filme B), filme incorporado com 0,5 % de triclosan (flme C), filme
sem adicdo de antimicrobiano (filme D). Em um frasco ndo foi adicionado
filme, sendo, portanto, o controle. A proporcao de suspensao bacteriana e 0s
filmes foi de 1 mL para 3 cm? de filme, considerando os dois lados do filme

(150 mL de suspens&o para 450 cm? de area de filme).

Amostras da suspensdo de microrganismo foram retiradas a intervalos
regulares de tempo e o crescimento microbiano avaliado por densidade otica
(DO) do meio de cultura, utilizando um espectrofotdbmetro (Analitica GBC
UV/VIS 918) no comprimento de onda 640 nm. As leituras foram realizadas
até a curva de crescimento atingir a fase estacionaria. Nos casos em que o
valor lido de absorbancia apresentou-se maior que 0,6, diluia-se a aliquota
comegut(fibnudeEsda. Nos ca720.25 23 TwOTjB3.25 0 5hli de 1 mL partquot53:
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O calculo da velocidade especifica de crescimento ( i ) foi realizado por
meio de regressao linear dos dados da fase exponencial de crescimento do
microrganismo a partir do grafico logaritmo neperiano da densidade otica
versus tempo (HAN e FLOROS, 1998; HAN, 2000).

Na avaliacdo da acdo antimicrobiana por inibicdo em meio liquido, os
tratamentos (filmes) foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, em trés repeticbes, com duplicata, e os dados foram
interpretados por meio de analise de variancia, com uso do teste F e
comparacdes entre as médias com uso do teste de Duncan, ao nivel de 5 %
de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com uso do
programa SAS (Statistical Analisys System, 9.1), licenciado para a

Universidade Federal de Vicosa.

3.5.3. Acdo antimicrobiana em produto carneo tipo salsicha

A acdo antimicrobiana dos filmes foi também testada pela aplicacéo
destes sobre produto salsicha. Na preparacao, os filmes foram recortados
em tamanhos adequados para recobrir a unidade de salsicha e esterilizados
em camara com lampada UV, por 2 minutos de cada lado. Colbnias isoladas
de cada microrganismo foram inoculadas em tubos com caldo TSB, até obter
turbidez equivalente a 10®° UFC.mL®, em escala de McFarland
(VANDERZANT et al., 2000). Diluicbes sucessivas foram efetuadas com
agua peptonada para obter-se 500 mL de suspensdo com contagem
estimada de 102> UFC.mL? ou 10* UFC.mL™, para a imersdo das salsichas
esterilizadas ou irradiadas. O tempo de imersao foi de 15 minutos, com
agitacdo manual, sendo depois 0 excesso de liquido escorrido e as salsichas
envolvidas individualmente com os filmes antimicrobianos e, entéo,
colocadas em sacos plasticos de nylon-polietileno, fechados sob vacuo com
seladora Selovac 500B, e estocados em camara refrigerada a temperatura
de 7 °C = 2 °C. Foram tomadas amostras em tempos especificos (0, 5, 10,
15, 20 e 25 dias de estocagem) e analisadas para contagem microbiana. A
Figura 7 apresenta fotos de unidades de salsicha envolvidas com filmes de

PVdC e fechadas sob vacuo. Os testes foram realizados em trés repeticdes.
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Figura 7. Salsichas envolvidas com filme antimicrobiano de PVdC

A montagem do experimento de avaliacdo da eficiéncia antimicrobiana

dos filmes foi efetuada com as varia¢des abaixo, sendo alteradas o processo

de conservacéo de salsicha (esterilizada ou irradiada) e a forma de analise

(meio nédo seletivo e em meio seletivo):

a)

b)

utilizacdo de salsicha tratada por esterilizacdo comercial e
andlise em meio néo-seletivo: salsichas enlatadas, adquiridas no
mercado local, foram inoculadas com os microrganismos Escherichia
coli, Listeria monocytogenes ou Staphylococcus aureus, em testes
individuais. Realizou-se contagem dos microrganismos inoculados
com uso de agar TSA, para avaliacdo de crescimento ou inibicdo dos

microrganismos por acao dos filmes antimicrobianos;

utilizacdo de salsicha esterilizada por irradiacdo e analise em
meio seletivo: salsichas pasteurizadas embaladas sob véacuo,
adquiridas no mercado local, foram esterilizadas por irradiacdo no
CDTN — CETEC, Belo Horizonte, em dose de 5 kGrays, e depois, em
condicbes assépticas de laboratério, inoculada com Listeria
monocytogenes ou Staphylococcus aureus, em testes individuais,
sendo ampliada a concentragdo de microrganismos no caldo de
imersdo das salsichas para 10* UFC.ml?, e utilizou-se contagem em
meio seletivo para cada microrganismo na avaliacdo de crescimento

ou inibicdo dos microrganismos por agéo dos filmes antimicrobianos.
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Para a realizacdo das analises microbiologicas, seguiu-se metodologia
descrita em VANDERZANT et al. (2000), sendo cada amostra retirada da
embalagem e colocada em saco plastico esterilizado, rinsada por agitacao
durante 2 minutos com 100 mL de diluente 4gua peptonada. Das diluicdes
preparadas, aliquota de 0,1 mL foi inoculadas por espalhamento em placas
com TSA ou meio seletivo especifico. Apés incubacéo a 35 °C por 48 horas,
o resultado da contagem em placas foi relacionado com a area superficial da

amostra da salsicha e expresso em UFC.cm™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Producéo dos filmes antimicrobianos

Os filmes produzidos, com espessura média de 0,08 mm + 0,01 mm,
apresentaram caracteristicas de flexibilidade e elasticidade préximas ao
filme controle (sem adicdo de antimicrobiano). A transparéncia n&o foi
afetada para os filmes produzidos com triclosan, sendo este facilmente

homogeneizado no solvente metiletilcetona e PVdC.

Para a preparacao dos filmes com acido sorbico, foi necessario tempo de
reacdo entre PVdC — metiletilcetona e acido sorbico, maior que 45 minutos,
pois em tempos menores de reacédo, ocorria a cristalizacdo do acido sérbico
(Figura 8) ap0s a evaporacao do solvente, com a perda de transparéncia do
filme e menor resisténcia mecéanica. LIMJAROEN et al. (2003), também
produziram filmes antimicrobianos de PVdC e tiveram como resultado que o
acido sérbico foi mais compativel com o polimero do filme, comparado com

filmes adicionados de sorbato de potassio ou nisina.

(b)

Figura 8 Fotografia em microscopio dos filmes de PVdC: (a) filme com
acido sorbico cristalizado; (b) filme com 2 % triclosan (aumento de
100x, em microscopio Leica).
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4.2.Anélise das propriedades fisico-mecanicas dos filmes
4.2.1. Determinacéo da espessurados filmes

Na Tabela 2 observa-se que foi possivel obter filmes com espessura
razoavelmente constante, no meétodo “cast”. Os filmes de PVdC
apresentaram espessura média de 0,077 + 0,007 mm, e os filmes de PVdC
em camada com poliéster espessura média de 0,088 = 0,010 mm.
Considerando que a camada de poliéster utilizada possuia espessura de
0,020 mm, a camada de PVdC no filme bicamada foi, em média, de 0,066 +
0,010 mm. Na andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa de
espessura (P > 0,05) para os filmes de PVdC+poliéster, e observouse
diferenca entre os filmes de PVdC, tratamentos C (maior espessura) e Ae E
(menor espessura) (P < 0,05). Esta diferenca de espessura foi devida a

condicao de fabricacdo, ndo sendo influenciada pelo antimicrobiano.

Tabela 2 — Valores médios e desvio-padrao para espessura dos corpos de
prova para os filmes de PVdC e PVdC com poliéster.

Filmes PVvdC PVdC + poliéster
(? £s) (mm) (? £s) (mm)
A (1 % triclosan + 2 % &c. sorbico) 0,072 + 0,009% 0,094 +0,0072
B (1 % triclosan) 0,080 + 0,001* 0,088 + 0,013
C (0,5 % triclosan) 0,084 + 0,008 0,080 +0,0142
D (controle) 0,076 + 0,005 0,088 + 0,0032
E (3 % triclosan) 0,072 + 0,003 0,082 +0,0042

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan entre as médias (P < 0,05). Trés repeti¢cdes, com 8 medidas em cada repeti¢ao.

4.2.2. Determinacgéo daresisténcia dos filmes a tracéo

Na avaliacdo das propriedades mecanicas dos filmes antimicrobianos de
PVdC em testes de tracdo, obteve-se resisténcia de 8 a 10 N para as
amostras, sendo que o filme controle suportou carga maxima pouco maior
gue os filmes com antimicrobiano (Tabela 3), enquanto que o elongamento
(esticamento) até a ruptura, foi elevado, chegando a mais de duas vezes o

comprimento inicial dos corpos de prova.
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Tabela 3 — Resisténcia e elongamento sob tracdo, para filmes de PVvdC
incorporados com antimicrobianos e controle.

Filmes Resisténcia Elongamento

maxima a tragéo (? £5) (%)

(? £5) (N)

A (1 % triclosan + 2 % &ac. sorbico) 8,3+0,3° 291,8 + 9,0
B (1 % triclosan) 9,4+0,3° 2945+ 0,52
C (0,5 % triclosan) 9,7+0,4% 291,0 + 7,42
D (controle) 10,5+0,72 2942 + 2,22
E (3 % triclosan) 9,0+0,7" 294,8 +0,12

Médias seguidas de letras diferentes, na vertical, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan entre as médias (P < 0.05). Trés repeti¢cdes, com 8 medidas em cada repeticao.

Observou-se pelos resultados que a adicao de triclosan em proporgcao de
1 % e 3 %, e adicdo de &cido sérbico em proporcao de 2 %, reduziram
significativamente (P < 0,05) a carga maxima de resisténcia a tracdo em
comparacdo ao controle (Tabela 3). Resultado similar foi obtido por
LIMJAROEN et al. (2003) para filmes de PVdC adicionados de &cido sorbico.
Os antimicrobianos aparentemente ocupam espagos e criam pontos de
stress na estrutura do polimero, reduzindo a resisténcia a tracdo. Nao houve
alteragdo na propriedade de elongamento relativo dos filmes. Os valores
obtidos de resisténcia maxima a tracdo, em valores proximos a 10 N, séo
inferiores aos apresentados por filmes comerciais, com valores préximos a
80 N. A diferenca é relacionada ao processo de extrusdo e tratamentos

posteriores a extrusao para aumentar a resisténcia mecanica.

4.2.3. Resisténcia da termossoldagem a tracdo em filmes de
PVdC e PVdC/poliéster

A termossoldagem de filmes plasticos tem a importancia relacionada a
gualidade do fechamento da embalagem, sendo necessario manter a
resisténcia mecéanica do filme. Os resultados da resisténcia maxima da
termossoldagem de filmes de PVdC a tracdo, apresentada na Tabela 4,
indicaram que a adi¢do de 1 % triclosan e 2 % de &cido sorbico (filme A),
apresentou resisténcia inferior aos outros tratamentos e ao controle,

indicando que a adicdo de acido sérbico influencia significativamente a
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resisténcia maxima da termossoldagem a tracdo. Observou-se, também, que
0 aumento na concentracdo de triclosan diminuiu a resisténcia maxima da

termossoldagem a tracéo.

Tabela 4 — Resisténcia e elongamento sob tracdo, para a termossoldagem
de filmes de PVvdC.

Filmes Resisténcia maxima  Elongamento
atracdo (N) (? £5) (%) (? £59)
A (1 % triclosan + 2 % &c. sorbico) 59+0,5° 296,2 + 3,42
B (1 % triclosan) 6,7+0,1% 297,8 £ 3,72
C (0,5 % triclosan) 6,9+0,22 297,1 + 3,72
D (controle) 7,0+0,1°2 2925+ 6,92
E (3 % triclosan) 6,4 +0,4% 297,9+ 1,92

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan (P < 0,05). Trés repeti¢es, com 8 medidas em cada repeti¢éo.

A avaliacdo da termossoldagem do PVdC em filme com duas camadas,
PVdC/poliéster, indicou carga méaxima variando de 36 a 38 N para os filmes
(Tabela 5), ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (P
> 0,05). Observouse que a resisténcia indicada pela carga maxima a tracao
dos filmes bicamada, € bem maior do que aquela apresentada pela
termossoldagem dos filmes de PVAdC monocamada. Estes resultados
indicam que a resisténcia da termossoldagem, devido a maior espessura no

ponto de fusdo das camadas, € maior do que a resisténcia do filme.

Tabela 5 — Resisténcia e elongamento sob tracdo, para a termossoldagem
de filmes de PVdC+poliéster.

Filmes Resisténcia maxima Elongamento
atracdo (N) (? £5s) (%)(? £5)
A (1 % triclosan + 2 % &ac. sorbico) 32,2+ 6,62 27,4+ 7,42
B (1 % triclosan) 38,6 +1,5% 22,5+7,3%
C (0,5 % triclosan) 36,9+1,72 24,1+ 2,42
D (controle) 36,2+0,72 30,5+11,0%
E (3 % triclosan) 34,6 + 3,62 24,6 +6,72

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan (P < 0,05). Trés repeticdes, com 8 medidas em cada repeticao.
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O elongamento relativo a termossoldagem ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos para os filmes de PVdC e PVdC com
poliester (P > 0,05), conforme Tabelas 4 e 5, respectivamente. O
elongamento apresentado pelos filmes de PVdC+poliéster foi muito inferior
ao elongamento dos filmes de PVdC monocamada, devido a baixa

elasticidade da camada de poliéster.

4.2.4. Permeabilidade ao vapor de agua

Na avaliagdo da permeabilidade dos filmes de PVdC ao vapor de agua,
através da avaliacdo da taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)
(Tabela 6), ndo se observou diferencas significativas (P > 0,05) entre os
filmes preparados com adigdo dos diferentes antimicrobianos. O filme de
PVdC, por ser uma matriz apolar, apresenta baixa TPVA e ndo € alterada
pela adicdo de triclosan, que também tem caracteristica apolar. O filme A,
adicionado de &cido sorbico, apresentou maior TPVA e, de acordo com
LIMJAROEN et al. (2003), a adicdo de uma substancia hidrofilica a matriz de
PVdC aumenta a solubilidade da agua no polimero e também a taxa de

permeabilidade.

Tabela 6 — Taxa de Permeabilidade ao Vapor de Agua (TPVA) para os
diferentes filmes de PVdC.

Filmes TPVA*
(g.m2.diat) (? +5s)

A (1 % triclosan + 2 % acido sorbico) 3,277 +0,436°

B (1 % triclosan) 2,804 + 0,6842

C (0,5 % triclosan) 2,748 + 0,473

D (controle, sem antimicrobiano) 3,054 +0,783%

E (3 % triclosan) 3,147 +0,393%

(*) taxa de permeabilidade para filmes de espessura média de 0,080 mm.
Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan (P < 0,05). Quatro repeti¢des.

4.3. Testes de migracao de triclosan do filme para o meio

Em embalagens antimicrobianas € necessario conhecer as condicdes e

caracteristicas de migracdo das substancias adicionadas ao material de
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embalagem. E de interesse que estas substancias migrem para a superficie
do alimento, de forma a ter a agdo antimicrobiana prevista, e ao mesmo
tempo é necessario identificar a quantidade de substancia que esta presente
no alimento no momento de consumo, de forma que seu teor esteja abaixo

do limite méximo de migracao permitido para o alimento.

4.3.1. Migragao de triclosan em 4gua e em simulante n-heptano

A avaliacdo de migracdo de acido sorbico e triclosan em meio aquoso
como simulante, ndo apresentou migracdo sensivel a deteccao pelo método
utilizado, pois tanto o acido sorbico tem baixa solubilidade em agua (0,16
g.100 mL™Y), enquanto que o triclosan é praticamente insolGvel em agua, de
acordo com CHUNG et al. (2003).

Nos testes com utilizacdo do nheptano como simulante, devido a seu
carater apolar e maior capacidade de solubilizar e extrair componentes
organicos do filme de PVdC, foi possivel detectar a migracdo de acido
sérbico e triclosan. A Figura 9 mostra um cromatograma caracteristico
destes testes, e observou-se que o tempo de retencdo do acido sorbico,
para as condi¢cdes de operacdo do cromatografo e fase movel, foi de 2,4

min, e o tempo de retencdo para o triclosan foi de 8,8 min.

A migracdo de triclosan em n-heptano (Figura 10), estabilizou-se em
tempo préximo a 20 dias de contato com o simulante para os filmes com 0,5
e 1 % de triclosan. O filme com 3 % de triclosan também apresentou maior
migracdo em até 20 dias de contato, e depois deste tempo a migracéo

ocorreu mais lentamente.
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Figura 9. Cromatograma de eluicdo de triclosan e acido sorbico, em
simulante n-heptano.

Ao se relacionar a quantidade migrada com a quantidade total de
triclosan presente no filme, observou-se que migraram de 22 a 24 % do total
de triclosan incorporado no filme. Tais resultados sugerem possivelmente
gue a migracdo ocorre com o triclosan aderido a superficie do filme,
dificultando a liberacdo do triclosan que interage com a rede interna de
polimero. CHUNG et al. (2003) avaliaram a cinética de migracao de triclosan
de filme de copolimero de estireno-acrilato em simulante n-heptano, obtendo
migracdo 65 % do triclosan em até 10 horas, e 97 % em até 40 horas,
indicando que o copolimero foi fortemente afetado pelo simulante. KALYON
e OLGUN (2001) produziram discos de poliestireno com triclosan
incorporado e avaliaram a migracdo em mistura etanol + agua, tendo como
resultado que apenas 0,06 % do triclosan presente no polimero migra, o qual
indicou que grande quantidade de triclosan ficou encapsulada na estrutura
do polimero e ndo difundiu para a superficie, limitando a migragédo para o

meio.
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Figura 10 - Migracdo de triclosan dos filmes de PVdC em simulante n-
heptano. Legenda: (0) Filme A (1 % triclosan + 2 % &cido
sorbico); () Filme B (1 % triclosan); (x) Filme C (0,5 %
triclosan); () Filme D (controle); (? )Filme E: 3 % triclosan).
Media de trés repeticoes.
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Figura 11 - Migracdo de acido sorbico, por contato dos filmes de PVdC em
simulante n-heptano. Legenda: (0) Filme A (1 % triclosan + 2 %
acido sorbico); (}) Filme D (controle). Media de trés repeticoes.

Na analise de triclosan migrado do filme para o simulante n-heptano, em
cromatografia liquida, observou-se que o tempo de retencdo do triclosan na
coluna cromatografica foi de 7,9 minutos, um pouco inferior ao tempo de
retencao obtido na curva padrao (8,8 minutos), nas condi¢cdes de realizacao
da analise. Observou-se que esta alteracdo do tempo de retencdo é
proveniente de alguma interacdo entre o triclosan e o polimero PVdC ou
solvente metiletilcetona, que possivelmente alterou a molécula de triclosan e
sua interacdo com a coluna cromatografica, alterando, assim, o tempo de
retencdo. Foi efetuada a comparacdo com adicao de triclosan diretamente
ao simulante n-heptano e em massa de salsicha, onde néo ocorreu alteracéo

do tempo de retencgéo por efeito destes.

Ao se relacionar a capacidade de migracdo de triclosan e acido sorbico
presentes nos filmes de PVdC, com a migracdo possivel em alimentos,
deve-se considerar que o simulante n-heptano, devido a sua polaridade, tem
capacidade de interacdo com moléculas organicas e maior capacidade de
extragcdo, sendo que na Portaria 105/1999, a Anvisa, recomenda a divisao

por quatro do total migrado do polimero.
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4.3.2. Migracdo de triclosan em salsicha sob temperatura de
refrigeracao

Nos testes de migracao do triclosan para a salsicha, mesmo ap6s 70 dias
de contato com o filme, observou-se uma migracdo de triclosan maxima de
2,2 mg.kg™, ficando abaixo do limite méaximo de 5 mg.kg™, estabelecido pelo
Scientific Commitee for Food (SCF, 2000), da Comunidade Européia para
alimentos. Utilizouse este limite da Comunidade Européia, pelo fato de a
Legislacdo Brasileira ndo se pronunciar com relagéo a esta substéncia, em
alimentos. A Figura 12 apresenta um cromatograma caracteristico de eluicédo

e deteccdo em UV, 236 nm, para analise de triclosan na salsicha.

Time: 7, 70869 hinutes - Amplitude: 8,582 maAl

1: 236 hm, 2 nm : : : ! :
1 Salsicha B RE Mdige o s r
Sjlsicha_E_R3 10dias1 ; : : :

20

! triclosan |

Figura 12 — Cromatograma de elui¢céo de triclosan, em 236 nm, em salsicha.

O valor maximo de migracéo de triclosan em salsicha foi obtido para o
filme E, adicionado de 3 % de triclosan, o qual atingiu teor de 2,2 mg.kg,
seguido pelo filme C, que foi de 1,4 mg.kg™?, e filmes B e A, que tiveram
migracdo de 0,9 e 0,8 mg.kg™?, respectivamente. Nos testes, observouse
gue a propria salsicha possuia substancias com absorcédo de UV no mesmo
tempo de retencdo do triclosan, interferindo na analise e tornando

necessario aplicar ao resultado da quantificacéo de triclosan, subtracdo do
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valor médio do branco (salsicha sem PVdC e sem triclosan), equivalente ao
composto presente neste tempo de retengcdo. Com os resultados obtidos,
pode-se sugerir que a metodologia utilizada tem baixa sensibilidade para
quantificacdo de triclosan em concentracdes inferiores a 2 mg.kg?,

sugerindo estar préximo ao seu limite de quantificacao.

A temperatura de refrigeracdo possivelmente reduz a migracdo de
triclosan, comparada com a migracdo em temperatura ambiente (CHUNG et
al., 2003). BRAID e WALE (2002) ndo observaram efeito antimicrobiano de
caixa plastica incorporada com triclosan sobre Escherichia coli estocada sob
refrigeracdo, possivelmente pela menor migracdo desta substancia, mas

observaram efeito antimicrobiano em temperatura ambiente.

4.4. Caracterizacao dos filmes por microfotografias

A avaliacdo dos filmes de PVdC adicionados de agentes antimicrobianos
através de fotografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura,
permitiu observar a topografia da superficie e de cortes transversais dos
filmes. As Figuras 13a, 13b e 13c, exemplificam algumas das
fotomicrografias realizadas. Observa-se nestas figuras que o filme controle
(sem adicdo de substancia antimicrobiana) tem topografia homogénea, tanto
em sua superficie quanto no corte transversal, e que a adicao de triclosan

nao altera esta caracteristica.

A comparacao entre as figuras relativas aos filmes com 1 % triclosan + 2
% acido sorbico (filme A) e filme com 1 % triclosan (flme B), mostraram
manchas brancas do acido sorbico, que provocam descontinuidade na rede
do polimero. Esta descontinuidade justifica a menor resisténcia a tracao,
observada pelo filme A e termossoldagem deste (Tabelas 3 e 4), e também a

maior taxa de permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 6).

O triclosan possui uma boa interacdo com o polimero e néao se diferencia
nas fotomicrografias do PVdC, através de comparacao entre o filme controle
e aqueles contendo triclosan. Esta interacdo entre triclosan e polimero de

PVdC, ndo alterou a estrutura dos filmes, o que justifica o fato de nao terem
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sido observadas alteracfes significativas nas propriedades mecéanicas dos
filmes adicionados de triclosan (Tabelas 3 e 4), quando comparados ao filme
controle. LIMJAROEN et al. (2003) indicaram que, mantendo a estrutura da
matriz de PVdC homogénea, menor sera a alteracdo das propriedades

mecanicas e de permeabilidade ao vapor de agua.
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Figura 13a - Fotomicrografias superficial

(1) e transversal (2), em
microscopia eletrénica de varredura, do filme A - PVdC,

adicionado de 1 % triclosan + 2 % de acido soérbico
(ampliacao de 2000x).
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Figura 13b — Fotomicrografias superficial (1) e transversal (2), em
microscopia eletronica de varredura, do filme B - PVdC,
adicionado de 1 % triclosan (ampliacao de 2000x).
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Figura 13c - Fotomicrografias superficial (1) e transversal (2), em
microscopia eletrbnica de varredura, do filme de PVdC,
sem adi¢do de antimicrobiano (ampliacio de 2000x).
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4.5. Avaliacdo de acao antimicrobiana dos filmes com triclosan e
acido sorbico

A avaliacdo de eficiéncia na acado antimicrobiana dos filmes de PVdC, foi

realizada com uso dos métodos in vitro (halo de nibicdo e avaliacdo de

alteracbes da curva de crescimento de microrganismos em meio liquido) e

em salsichas envolvidas com os filmes, acondicionadas sob vacuo e

refrigeragéo.

4.5.1. Acao antimicrobiana pelo método de halo de inibicao

Os resultados obtidos nos testes de avaliacdo do halo de inibicdo
mostraram efetividade antimicrobiana proporcional a concentracdo de
triclosan nos filmes de PVdC, e também maior halo de inibicdo no caso de
microrganismos mais sensiveis ao triclosan. As Figuras 14, 15 e 16 ilustram
o halo de inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas em teste, sendo
maior o halo de inibicdo para Staphylococcus aureus, seguido de Salmonella
e Escherichia coli. Para Klebsiella, o halo de inibicdo foi menor, variando de
0,3 a 5,6 mm, de acordo com a concentracdo de triclosan no filme de PVdC.
Para Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa néo se verificou
formacéo de halo de inibicdo nas condi¢des do teste (Tabela 7), com leitura
de halo apds 48 h. LIMJAROEN et al. (2003) observaram halo de inibi¢cdo de
L. monocytogenes, usando filme de PVdC adicionado de acido sorbico e

sorbato de potéassio.

SUPPAKUL et al. (2003) indicaram forte efeito antimicrobiano de filme
de polietileno com 1% de triclosan, in vitro, mas néao foi efetivo em impedir
deterioracéo e crescimento de Listeria em peito de frango estocado a 7 °C. A
diferenca entre resultados pode ser devido a menor migracdo de triclosan
incorporado ao PVdC. Para Pseudomonas aeruginosa, a nao apresentacao
de halo de inibicdo € justificada pela alta concentracéo inibitéria minima
(MIC), com valores de até 1000 pg.mL? para algumas linhagens
(CHUANCHUEN, 2003), e a migracao de triclosan do filme para a superficie

do meio pode nao ter sido suficiente nesta metodologia de teste.
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A formacéo de halo em testes de acdo antimicrobiana é dependente
da difusdo do antimicrobiano e da velocidade de crescimento do
microrganismo (TOLEDO, 2000). Estes parametros séo influenciados pelo
estado fisiologico da cultura indicadora, umidade do &gar, e difusdo do

antimicrobiano antes do inicio do crescimento (MELO, 2003).

Figura 14. Halo de inibicao de filmes de PVdC controle e com
0,5 a 5% de triclosan, frente a Salmonella.

Figura 15. Halo de inibic&do de filmes de PVdC controle e com
0,5 a 5% de triclosan, frente a Staphylococcus
aureus.
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Figura 16. Halo de inibicdo de filmes de PVdC controle,
controle e com 0,5 a 5% de triclosan, frente a
Escherichia coli.

Tabela 7. Dimensfes do raio do halo de inibicdo ao crescimento de
microrganismos patogénicos.

Concentragao de triclosan
no filme (%)

0,5% 1,0% 20% 5,0%

Raio do halo (mm) (? +5s) (? £59) (? £59) (? £5)
Staphylococcus aureus 89+23 10927 132+43 16,740
Salmonella 24 +17 41 +14 48+21 81+18
Escherichia coli 02+0,1 15+06 22+11 54+18
Klebsiela 03+03 12+05 24+12 5610
Listeria monocytogenes 00+0,0 00+00 00+00 0,10+x0,1
P. aeruginosa 0,0+0,0 0,000 0,0+0,0 0,0+0,0

Média de trés repeticbes, em duplicata.

A Figura 17 representa, a variagdo do halo de inibicdo em contato
com filmes incorporados com diferentes concentragfes de triclosan para
Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli e Klebsiella. Observou-
se que com o aumento da concentracdo de triclosan aumentam as
dimensdes do halo de inibicdo. Entre os microrganismos testados, o
Staphylococcus aureus apresentou maior valor de inclinacdo da equacéao,

portanto mostra ser o microrganismo mais sensivel a presenca do triclosan.
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Figura 17 — Variacdo do halo de inibicho em contato com filmes

incorporados com diferentes concentragdes de triclosan para

Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli e
Klebsiella.

Os filmes antimicrobianos de poli(cloreto de vinilideno) contendo
triclosan apresentaram efeito inibitério contra Staphylococcus aureus,
Salmonella, Escherichia coli e Klebsiella e, pela avaliagdo das caracteristicas
de aplicacdo a alimentos especificos, podem desempenhar papel importante
na segurancga e conservacao dos alimentos, pelo controle da contaminacao

superficial destes alimentos.
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4.5.2. Acao antimicrobiana por inibicdo da curva de crescimento
em meio de cultura liguido

Os resultados obtidos nos testes de inibicdo da curva de crescimento
podem ser observados nas Figuras 18 a 20, e utilizando-se a regiao linear
da fase exponencial da curva de crescimento, foi possivel calcular as
respectivas velocidades especificas de crescimento microbiano (u) e avaliar

0 aumento da fase lag.

In (densidade otica)

Tempo (h)

Figura 18. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus em
meio TSB, na presenca dos diferentes tipos de filmes de
PVdC incorporados com antimicrobianos. Legenda: (?)
Filme A (1 % triclosan + 2 % &cido sérbico); (;) Filme B
(1 % triclosan); (? ) Filme C (0,5 % triclosan); (?) Filme D
(controle); (x) sem filme. Média de trés repeticdes, em
duplicata.

Os graficos permitem a comparacdo visual dos efeitos que os
diferentes filmes provocam sobre as curvas de crescimento dos
microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. Esta comparacdo pode ser feita nas Figuras 18, 19 e 20
entre as curvas de crescimento de cada microrganismo individualmente, em
meio TSB, sem a presencga dos filmes de PVdC, e como a curva de
crescimento de cada microrganismo € influenciada pela adicado de filme de
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PVdC, de acordo com o tratamento especifico (Filmes A, B, C, D e controle,

sem filme).
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Figura 19. Curva de crescimento de Listeria monocytogenes em meio
TSB, na presenca dos diferentes tipos de filmes de PVdC
incorporados com antimicrobianos. Legenda: (?) Filme A
(1 % triclosan + 2 % acido sérbico); () Filme B (1 %
triclosan); (? ) Filme C (0,5 % triclosan); (?) Filme D
(controle); (x) sem filme. Média de trés repeticdes, em
duplicata.

Os resultados obtidos nas curvas de crescimento foram avaliados
pela alteracdo na velocidade de crescimento do microrganismo ( M ),
utiizando apenas os pontos que compdem a parte linear da fase
exponencial. A aplicagdo de regressao linear a estes pontos permite a
obtencdo da inclinagcdo desta reta e, quanto maior o valor, maior a
velocidade de crescimento. O efeito inibidor do filme sobre a velocidade de

crescimento do microrganismo, diminui o valor de .
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Figura 20. Curva de crescimento de Escherichia coli em meio TSB,
na presenca dos diferentes tipos de filmes de PVdC
incorporados com antimicrobianos. Legenda: (?) Filme A
(1 % triclosan + 2 % acido sérbico); (§) Filme B (1 %
triclosan); (? ) Filme C (0,5 % triclosan); (?) Filme D
(controle); (x) sem filme. Média de trés repeticdes, em
duplicata.

A Tabela 8 apresenta os valores de p (velocidade de crescimento na
fase exponencial). Observou-se, de forma geral, que os fiimes A e B,
contendo 1 % de triclosan, apresentaram 0s menores valores de |,
indicando que o antimicrobiano aplicado ao filme diminuiu a velocidade de
crescimento dos microrganismos patogénicos em teste, sendo a diferenca
significativa para Listeria monocytogenes e Escherichia coli. Para
Staphylococcus aureus, o filme A, com 1 % triclosan e 2 % de acido sorbico,
apresentou menor velocidade de crescimento, diferindo significativamente do
flme D, sem adicdo de conservante (P < 0,05), mas nao diferindo

significativamente dos outros tratamentos.
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Tabela 8. Valores médios da variavel velocidade de crescimento na fase
exponencial (4, em h'), em contato com diferentes filmes de

PVvdC.
Filmes Staphylococcus Listeria Escherichia
aureus monocytogenes coli
(? +£s)(h™) (? £s)(hh) (? £s) (hh)
A (1 % triclosan + 2 % 0,5+ 0,1° 0,7+0,1° 0,4+0,1°
ac. sorbico)
B (1 % triclosan) 0,6+0,1% 0,7+0,1° 0,5+0,4°
C (0,5 % triclosan) 0,6+0,1*® 0,9+0,1° 1,0+0,12
D (sem antimicrobiano) 0,8+0,32 1,1+0,22 1,1+0,12
Controle (sem filme) 0,8+0,1% 1,0+0,2% 1,2+0,1°2

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan (P < 0,05). Trés repeti¢cdes, em duplicata.

A adicdo de acido sorbico ao filme A, ndo indicou alteracdo do efeito
antimicrobiano quando comparado com o filme B, portanto ndo se observa
efeito adicional de inibicdo por acdo do acido sérbico. O filme C, com 0,5%
de triclosan, apresentou acdo intermediaria na inibicdo do crescimento
microbiano, comparado com os valores de crescimento para filme D, sem
adicdo de antimicrobiano e na curva controle. CHUNG et al. (2003),
avaliando a acdo antimicrobiana de copolimero de estireno-acrilato
adicionado de triclosan contra Enterococcus faecalis, observaram reducgéo
de 60 % na velocidade de crescimento, comparada ao controle, sem
antimicrobiano, e nao observaram efeito sobre a fase lag. KALYON e
OLGUN (2001) testaram o polimero estireno adicionado de 1,5 a 3 % de
triclosan e observaram que estes reduziam o crescimento (menor densidade
Otica) de Escherichia coli e Bacillus thuringiensis nas primeiras 5 horas, mas
a densidade odtica se mantinha igual ao controle apés 20 horas do
experimento, ndo sendo avaliada a velocidade de crescimento na fase

exponencial.

A Tabela 9 apresenta a influéncia do tipo de antimicrobiano
adicionado ao filme de PVdC sobre o tempo de fase lag do microrganismo.
Observa-se que os filmes A e B, com 1 % de triclosan, tém maior influéncia
sobre o aumento da fase lag, seguido pelo filme C, que possui 0,5 % de

triclosan. A adicdo de &cido soOrbico ao filme A, nado indicou alteracdo do
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efeito antimicrobiano quando comparado com o filme B. O microrganismo
mais sensivel ao aumento da fase lag, por acdo de triclosan, foi o
Staphylococcus aureus, seguido de Escherichia coli. A adi¢cdo de triclosan ao
flme ndo apresentou efeito significativo sobre a fase lag de Listeria

monocytogenes.

Tabela 9. Aumento da fase lag por acéo dos diferentes filmes de PvVdC com
antimicrobianos.

Filmes Staphylococcus Listeria Escherichia
aureus monocytogenes coli

(? £s)h (? £s)h (? £s)h
A (% triclosan + 2 % 11,7 +£3,72 58+21° 7,9+0,3%
ac. sorbico)
B (1 % triclosan) 11,7 + 3,02 6,9 +1,0% 75+1,1°%
C (0,5 % triclosan) 10,2 +0,8% 6,4 +0,9% 6,1+0,8°
D (sem antimicrobiano) 73+1,1° 57+0,72 49+0,1°
Controle (sem filme) 73+1,0° 5,5+0,52 4,9+0,2°

Médias seguidas de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si, em teste
de Duncan (P < 0,07). Trés repeti¢cdes, em duplicata.

Os filmes antimicrobianosp de poli(cloreto de vinilideno) co
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Experimento a) Utilizacdo de salsicha tratada por esterilizacdo
comercial e analise em meio de cultura ndo-seletivo

A Figura 21 mostra os resultados de contagem microbiolégica em
salsichas envolvidas com filmes antimicrobianos de PVdC. Os resultados
obtidos mostram que os filmes A e B apresentaram maior limitacdo de
crescimento de Staphylococcus aureus, comparando-se com o filme C e
controle, nos tempos de 5 e 10 dias. Com relacdo a Escherichia coli, ndo se
observou diferenca de comportamento do crescimento com relacdo a
composicao dos filmes, o que mostra ndo haver agcao antimicrobiana contra
esta bactéria, neste teste. No grafico de crescimento de Listeria
monocytogenes, observou-se maior limitagdo de crescimento relativo aos
filmes A e B, nos tempos iniciais, mas o comportamento do crescimento de
L. monocytogenes frente ao filme D (controle) foi similar, e a salsicha

embalada com o filme C, apresentou maior crescimento (Figura 21).

As variacfes observadas neste teste podem ser devidas a dois principais
fatores: 1) meio de cultura ndo seletivo, e 2) as salsichas utilizadas no teste
possuiam textura macia e facilidade em apresentar poros, nos quais
possivelmente houve penetracdo de bactérias ao interior da salsicha e isso
poderia levar a contaminacéo inicial ndo somente a superficie. Assim sendo,
a acao do filme antimicrobiano ocorreu apenas no ponto de contato entre o
filme e a superficie da salsicha, ndo atuando sobre as bactérias localizadas

em camada ao interior desta.
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Crescimento de Listeria monocytogenes (1), Staphylococcus
aureus (2) e Escherichia coli (3), em salsichas envolvidas com
filmes de PVdC incorporados com antimicrobianos, estocados
sob refrigeracdo. Analises realizadas em meio de cultura néo-
seletivo (TSA). Legenda: (?) Filme A (1 % triclosan + 2 %
acido sorbico); () Filme B (1 % triclosan); (? ) Filme C (0,5 %
triclosan); (?) Filme D (controle). Média de trés repeticdes.
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Experimento b) Utilizacdo de salsicha esterilizada por irradiacéo e
analise em meio seletivo

Os resultados apresentados na Figura 22 referem-se a primeira repeticdo
e, no grafico de crescimento de Listeria monocytogenes observa-se que,
apos a fase adaptacao, houve menor velocidade de crescimento relativo aos
flmes B e E, com 1 % e 3 % de triclosan, respectivamente. Salsicha
embalada com o filme D (controle), apresentou maior velocidade de
crescimento. O teste com Staphylococcus aureus nao apresentou
crescimento em nenhum dos tratamentos. Nas outras repeticdes, o0 teste
falhou na avaliagdo de acdo antimicrobiana sobre as salsichas inoculadas
com Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, pois ndo se observou
crescimento nas condicdes de teste. Um dos fatores que podem justificar tal
fato esta na contagem total inicial da salsicha que, mesmo com o tratamento
de irradiacéo, apresentou-se na faixa de 10* UFC.g™%, e a baixa capacidade
de competicdo de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus frente a
flora deterioradora. Nos tempos 20 e 25 dias, a contagem total apresentava-
se na ordem de 10° a 10’ UFC.g™~.

BRAID e WALE (2002), ao estudar a acao antimicrobiana de caixas
plasticas incorporadas com triclosan, observaram a acao antimicrobiana foi
efetiva a temperaturas de 30 e 22 °C, para Escherichia coli, mas néo efetiva
sob refrigeracdo, a 4 °C, indicando que o efeito inibitério € dependente da
temperatura. A baixa temperatura possivelmente reduz a migracdo de

triclosan do filme para o produto.

VERMEIREN et al. (2002a), citando CUTTER et al. (1999) indicam que
plasticos adicionados de triclosan tém efeito antimicrobiano em testes de
recobrimento em placas, mas quando o plastico é combinado com
embalagem sob vacuo e estocagem refrigerada, as bactérias ndo séo
suficientemente reduzidas em superficies de carnes. Indicam possivel
interacdo entre triclosan e compostos gordurosos como responsavel por esta
inatividade. VERMEIREN et al. (2002a) descrevem teste em que filme de
polietileno adicionado de 0,1 % de triclosan foi efetivo em limitar crescimento

de Listeria monocytogenes em temperatura de 7 °C, utilizando placas de
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meio de cultura TSA. Este mesmo teste com carne de peito de frango nao
apresentou efeito inibitério no crescimento de Listeria monocytogenes, em

contraste com o teste in vitro.
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Figura 22 - Crescimento microbiano de Listeria monocytogenes (1) e
Staphylococcus aureus (2), em salsichas envolvidas com filmes
de PVdC incorporados com antimicrobianos. Analises
realizadas em meio de cultura seletivo. Legenda: (?) Filme B (1
% triclosan); (? ) Filme E (3 % triclosan); (} ) Filme D (controle).
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5. CONCLUSOES

Os filmes antimicrobianos de poli(cloreto de vinilideno) contendo triclosan
apresentaram efeito inibitério contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Listeria monocytogenes, nos testes in vitro, e avaliando-se as
caracteristicas de aplicacdo a alimentos especificos, podem desempenhar
papel importante na seguranca e conservacado dos alimentos, através do

controle da contaminacéo superficial.

Filmes de poli(cloreto de vinilideno) adicionados de acido sérbico em
conjunto com triclosan, n&o aumentaram a eficicia da acéo antimicrobiana,

nas concentracoes e condi¢des de teste utilizadas.

A adicdo do antimicrobiano triclosan em filmes de poli(cloreto de
vinilideno) manteve as propriedades de resisténcia da termossoldagem e
elongamento, com pequena reducdo na resisténcia a tracdo, sendo viavel

sua aplicacdo em filmes antimicrobianos de PVdC.

A quantidade do triclosan que migrou para o alimento, de 2,2 mg.kg™?, foi
inferior ao limite estabelecido pela Comunidade Européia, ndo sendo a

migracdo um impedimento para seu uso.

E necessario ampliar os testes para avaliagdo da ac¢&o antimicrobiana em
salsicha, considerando a complexidade em controlar todas as condi¢cbes de
teste de contaminacdo microbiolégica em salsicha e determinar a eficiéncia

dos filmes de PVdC adicionados de triclosan, em embalagem de salsicha.
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7. ANEXOS

Tabelas de analise estatistica

Espessura:

Tabela 10 — Resumo da analise de variancia para espessura dos corpos de
prova para os filmes de PVdC e PVdC com poliéster.

Fonte de Grau de Quadrado médio
variagao liberdade
PVvdC PVdC com
poliéster
Filmes 4 0,00™® 0,00™®
Residuo 10 0,00 0,00
CV(%) 7,58 10,99

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"° Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Propriedades de tracao:

Tabela 11 — Resumo da analise de variancia das variaveis resisténcia
maxima a tracéo e elongamento para filmes de PVdC.

Fonte de G.L Quadrado médio
variagcao
Resisténcia maxima a elongamento
tracao
Filmes 4 1,97 9,04"*
Residuo 10 0,28 27,90
CV(%) 5,74 1,80

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"* N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Tabela 12 — Resumo da analise de variancia das variaveis resisténcia
méaxima a tracao e elongamento para termossoldagem de filmes

de PVvdC.
Fonte de G.L Quadrado médio
variacao
Resisténcia maxima a tracao elongamento
Filmes 4 0,52 14,88"°
Residuo 10 0,08 16,08
CV(%) 4,53 1,35

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"* N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 13 — Resumo da analise de variancia das variaveis resisténcia
maxima a tracdo e elongamento para termossoldagem de filmes
de PVdC+poliéster.

Fonte de Grau de Quadrado médio
variacao liberdade
termossoldagem elongamento/termossaldagem
Filmes 4 17,69™° 30,20™°
Residuo 10 12,27 56,31
CV(%) 9,81 29,07

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"° Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

TPVA - Taxa de Permeabilidade ao Vapor de Agua:

Tabela 14 — Resumo da andlise de variancia variavel TPVA para diferentes

filmes.
Fonte de Grau de liberdade Quadrado médio
variacao
Filmes 4 0,20"*°
Residuo 15 0,32
CV(%) 19,10

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"* N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

Acdo antimicrobiana por anélise de Halo de inibigcéo:

Tabela 15 — Resumo da andlise de variancia para teste do halo para os
diferentes microrganismos em contato com os filmes incorporados
com diferentes concentragdes de triclosan.

Fonte de G.L QM
variacao

S.aureus Salmonella E.coli Klebsiella

sp.

Data de 2 0,79 0,30 0,34 0,22
fabricacéo
Triclosan 3 66,25 42 48 29,66 32,61
Residuo 18 12,88 3,07 1,31 0,74
C.V(%) 28,91 37,61 49,13 36,70

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"° Nao significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 16 — Resumo da andlise de regressao para teste do halo para os
diferentes microrganismos em contato com os filmes incorporados
com diferentes concentragdes de triclosan.

Linear

Fonte de G.L QM
variacao

S.aureus Salmonella E.coli Klebsiella
Regressao 1 187,20 116,56 87,19 97,18
Falta de
ajustamento 2 5,77"¢ 5,44"S 0,90"° 0,33"®
Triclosan (3) 66,25 42,48 29,66 32,61
Residuo 18 12,88 3,07 1,31 0,74

Quadratica

Fonte de G.L QM
variacao

S.aureus Salmonella . E.coli Klebsiella
Regressao 2 99,06 60,62 43,80 48,89
Falta de
ajustamento 1 0,61"° 6,21"° 1,39"° 0,07"®
Triclosan (3) 66,25 42,48 29,66 32,61
Residuo 18 12,88 3,07 1,31 0,74

Acédo antimicrobiana avaliada através da curva de crescimento:

Tabela 17- Resumo da andlise de variancia da taxa de crescimento dos
microrganismos (h™) em contato com diferentes filmes.

Fonte de G.L Quadrado médio
variacao
Staphylococcus Listeria Escherichia
aureus monocytogenes coli
Filmes 4 0,06"° 0,10 0,35
Residuo 10 0,02 0,01 0,04
CV(%) 22,56 11,13 25,37

Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
"* N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 18 - Resumo da analise de variancia da variavel tempo da fase Lag
(h) dos microrganismos em contato com diferentes filmes.

Fonte de G.L Quadrado médio
variacao
Staphylococcus Listeria Escherichia
aureus monocytogenes coli
Filmes 4 15,06™° 1,12"° 6,07
Residuo 10 5,24 1,41 0,37
CV(%) 23,60 19,57 9,79

Significativo ao nivel de 7 % de probabilidade pelo teste F.
* N&o significativo ao nivel de 7 % de probabilidade pelo teste F.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

