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RESUMO

A carne de frango resfriada ¢ um alimento bastante perecivel, sendo necessaria aplicagdo de
métodos de conservacdo e armazenamento. O estudo de embalagens capazes ndo s6 de
proteger, mas também de interagir com o alimento ¢ uma crescente, sendo um exemplo as
embalagens antimicrobianas, que devido a presenca de conservantes, sdo capazes de retardar
ou inibir o crescimento de micro-organismos no produto embalado. Diante disto, o objetivo
desta pesquisa foi desenvolver embalagem biodegradavel incorporada com agente
antimicrobiano natural (filme ativo), avaliar suas propriedades mecénicas e seu efeito in vitro
sobre o crescimento de mesofilos e avaliar a contagem de psicrotroficos e coliformes totais e
as caracteristicas fisicas e quimicas de peitos de frango resfriados nele acondicionados. Foram
produzidos filmes ativos a base de celulose incorporados com diferentes concentragdes (10,
20, 30, 40 e 50%, v/p) de oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e os resultados
foram submetidos a andlise de variancia e teste para comparagdo de médias (Tukey, p<0,05).
Filmes incorporados com 10, 20 e 30% se mostraram os mais resistentes, sendo que os filmes
com 10 e 20% foram, também, os mais rigidos, enquanto a elongagdo ndo variou entre os
tratamentos. A analise in vitro dos filmes revelou que uma concentragdo entre 10 ¢ 20% de
6leo essencial foi requerida para reduzir o crescimento dos mesofilos coletados de amostras
de peito de frango, ¢ que o crescimento microbiano sob os filmes foi o mesmo nas quatro
maiores concentragdes. Contudo, filmes incorporados com 20% de O6leo essencial e
intercalados em amostras de peito de frango ndo mostraram efeito significativo no controle de
micro-organismos psicrotroficos ou coliformes totais durante o periodo de armazenamento (9
dias, 2 £ 2°C), mas filmes incorporados com 50% de dleo essencial mostraram-se eficientes
no controle do crescimento de micro-organismos do grupo coliformes, durante o
armazenamento das amostras (6 dias, 2 &= 2°C), sem alterar a cor das mesmas. A concentracao
de 6leo essencial de alecrim nos filmes influenciou suas propriedades mecénicas e afetou o
crescimento de micro-organismos mesofilos in vitro e, a 50%, o filme reduziu o crescimento
de coliformes em peito de frango resfriado.

Palavras-chave: embalagem ativa, acetato de celulose, antimicrobiano, Rosmarinus officinalis
L., 6leo essencial, carne de frango.



EFFECT OF ACTIVE FILM EMBEDDED WITH ESSENTIAL
ROSEMARY (Rosmarinus officinalis L.) OIL ON THE
CONSERVATION OF CHILLED CHICKEN

ABSTRACT

The chilled chicken is highly perishable food that requires the application of conservation and
storage methods. Studies on packaging that are able not only to protect, but also to interact
with the food have been increasing, as antimicrobial packaging for example that, due to the
presence of preservatives, are able to retard or inhibit the growing of microorganisms in the
packed product. The objectives of this study were to develop biodegradable packaging
embedded with natural antimicrobial agent (active film); assess its mechanical properties and
its effect in vitro on the mesophilic microorganisms and assess the counts of psychrotrophic
and total coliforms and the physical and chemical characteristics of chilled chicken packed in
it. It was produced cellulose-based active films embedded with different concentrations (10,
20, 30, 40 and 50%, v/w) of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) essential oil and analysis of
variance and mean comparison tests (Tukey p<0.05) were performed on the results. Films
embedded with 10, 20 and 30% were shown to be the most resistant ones, and the films with
10 and 20% were also the hardest ones, while the elongation weren 't shown to have variation
among treatments. In vitro analysis of the films showed that the concentrations between 10
and 20% of essential oil were necessary in order to reduce the growing of mesophilic
collected in samples of chicken chest and that the microbial growth on the films was the same
of the four biggest concentrations. However, films embedded with 20% of essential oil and
alternated in samples of chicken chest didn’t show any significant effect on the control of
psychrotrophic microorganisms or total coliforms during the storage period (9 days, 2 + 2°C),
but films embedded with 50% of essential oil were shown to be efficient on the control of
microorganisms growth of coliform groups, during the storage of the samples (6 days, 2 +
2°C), without color alteration. The essential oil of rosemary concentration on the films
influenced its mechanical properties and also affected the mesophilic microorganisms growth
in vitro and, with 50% the film reduced the coliforms growth in chilled chicken chest.

Key words: active packaging, cellulose acetate, antimicrobial, Rosmarinus officinalis L.,
essential oil, chicken.
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1 INTRODUCAO

A carne ¢ uma das fontes de proteina mais consumidas pela populacdo em todo o
mundo. Nos paises emergentes, a medida que aumenta a renda da populagdo urbana cresce
também o consumo de carne, produto que €, historicamente, objeto de desejo do consumidor
(CASTEDO, 2009).

O Brasil lidera o mercado mundial de carnes, comercializando o produto resfriado,
congelado ou, ainda, industrializado. Alguns consumidores preferem a carne resfriada por
associarem a uma carne mais fresca (NEVES; ROSSI; MELO, 2005), mas, a vida-de-
prateleira da carne resfriada ¢ bastante inferior a da carne congelada, devido, sobretudo, a
alteracdes causadas por micro-organismos patogénicos e/ou deteriorantes oriundos do
processo de criacao e abate das aves e processamento da carne (PARDI et al., 2006).

Para atuar sobre micro-organismos deteriorantes, e até mesmo sobre patogénicos,
alguns estudos citam o uso de agentes antimicrobianos sintéticos, procedimento que esbarra,
principalmente, na demanda dos consumidores por produtos naturais, o que levou
pesquisadores e produtores a buscarem compostos alternativos que pudessem exercer a
mesma fung@o ao passo que oferecessem um risco consideravelmente menor a satide dos
consumidores (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004). Um exemplo de
produto natural com propriedades antimicrobianas ¢ o dleo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) (HUSSAIN, 2009).

Uma tecnologia emergente ¢ o uso de embalagens ativas, ou seja, embalagens que
contem substancias capazes de melhorar a qualidade do alimento ou manté-la por um tempo
maior. Um exemplo de embalagem ativa sdo as embalagens antimicrobianas, cujos compostos
atuam sobre micro-organismos deteriorantes e/ou patogénicos, inativando-os ou controlando,
de alguma maneira, o seu desenvolvimento (QUINTAVALLA; VICINI, 2002).

Diante do exposto, uma possibilidade tecnologica a carne de frango resfriada seria o
uso de embalagens ativas com antimicrobianos naturais, que agiriam de modo a retardar ou
impedir o crescimento de micro-organismos deteriorantes e até mesmo patogénicos,

aumentando a vida-de-prateleira deste produto e sem prejuizos a saide do consumidor.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARNE DE FRANGO RESFRIADA

Atualmente, o Brasil ¢ referéncia no mercado de carnes, liderando as exportagdes
mundiais de carne bovina e aves e com uma forte presenga no mercado de carne suina
(ABIEC, 2009; OLIVO, 2009). Segundo a Associagdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frango (ABEF, 2009), em 2009 o pais exportou 3,6 milhdes de toneladas de
carne de frango, sendo o Oriente Médio o principal comprador. O consumo interno também ¢é
bastante significativo, ja que, em 2008, cada brasileiro consumiu uma média de 39 kg de
carne de aves, 3,6% a mais que no ano anterior, confirmando a tendéncia de um aumento
anual no consumo deste tipo de carne (OLIVO, 2009).

A Portaria n° 210 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 1998) define carne de aves como “a parte muscular comestivel das aves abatidas,
declaradas aptas a alimentagdo humana por inspec¢do veterinaria oficial antes e depois do
abate”, e entre os animais incluidos nesta classifica¢do esta o género Gallus, do qual fazem
parte frangos, galinhas e galos. Em relagdo a composi¢ao nutricional, de acordo com a Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (UNICAMP, 2006), o frango inteiro cru, sem pele,
contém 74,9% de umidade, 20,6% de proteina e 4,6% de lipideo, enquanto o peito de frango
cru, sem pele, contém quantidade proxima de umidade (74,8%), um pouco mais de proteina
(21,5%) e menos lipideo (3,0%).

O valor de pH em peitos de frango, 24 horas apos o abate dos animais, € variavel,
sendo comum valores entre de 5,7 ¢ 5,9 (LEITAO, 2001). Afericdes deste valor durante o
periodo de armazenamento servem para, juntamente com outros parametros de qualidade,
determinar o estado de conservacdo da carne (SKROKKI, 1997), j4 que é comum, sob
aerobiose, um aumento no valor de pH pela formacdo de substincias basicas resultantes do
metabolismo das bactérias deteriorantes (MANO; PEREDA; FERNANDO, 2002).

A cor da carne ¢ um importante atributo que influencia diretamente na decisdo de
compra do consumidor, uma vez que ¢ usada como indicativo de qualidade QIAO et al.,
2002). A carne de frango apresenta coloracdo branca, podendo variar de cinza a vermelho
palido (VENTURINI; SARCINELLI; SILVA, 2007), sendo este parametro frequentemente
avaliado por colorimetros comerciais que utilizam a escala de cores CIE (Comission

Internacionale de L’Eclairage) L*a*b* (BARBUT, 2001), onde L* indica a luminosidade, a*
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indica a intensidade de cor vermelha ¢ b* a intensidade de cor amarela (RIBEIRO et al.,
2007), de modo que juntos estes parametros indicam a cor.

A carne de frango in natura é comercializada em carcaca, cortes (parte ou fragdo da
carcaga) ou recortes (parte ou fracdo do corte), necessariamente resfriados, ou entdo,
congelados (BRASIL, 1998), ja que se trata de um alimento bastante perecivel em que €
necessaria a aplicagdo de métodos de conservagdo e armazenamento para, basicamente,
retardar ou evitar alteragdes que acabam por comprometer sua qualidade (PARDI et al.,
2006). Estas alteracdes estdo relacionadas, principalmente, ao crescimento de micro-
organismos deteriorantes ¢ até mesmo patogénicos (JAY, 2005).

O resfriamento ¢ um método de conservagdo pelo frio que reduz a taxa de
crescimento dos micro-organismos deteriorantes e previne o crescimento da maioria dos
micro-organismos patogénicos (JAMES et al., 2006). A carne de aves resfriada ¢ aquela que
foi submetida a refrigeracdo para atingir, e devendo posteriormente manter, uma temperatura
entre 0°C e 4°C (na intimidade das pegas), com tolerancia de 1°C (BRASIL, 1998).

Para o consumidor, praticamente ndo ha diferenga de prego entre carnes resfriadas e
congeladas (CEPEA, 2010), entdo, a preferéncia de alguns pela carne resfriada parece
relacionada ao fato desta ser associada a uma carne mais fresca (NEVES; ROSSI; MELO,
2005; NUNES; CASTRO, 2007). Mas, a vida-de-prateleira da carne resfriada ¢ curta, varia de
tr€s a 10 dias e ndo ultrapassa duas semanas (PINTO et al., 2005; RITTER; BERGMANN,
2003), o que pode gerar perdas para indistria, comerciantes e até para o consumidor. A
deterioragdo estd relacionada, sobretudo, a micro-organismos advindos de contaminagdo
industrial durante o abate e processamento (PARDI et al., 2006), e as condigdes favoraveis
para o crescimento destes micro-organismos, como temperatura durante o transporte e

armazenamento e atmosfera na embalagem (ICMSF, 2005 apud BUNKOVA et al., 2010).

2.1.1 Contaminacao da carne de frango resfriada

A contaminagdo da carne pode ocorrer nas etapas de manejo durante a criagdo,
durante o abate em etapas criticas como depenagem, escaldagem, evisceracao e resfriamento,
pela manipulagdo das carcagas pelos funcionarios ou até mesmo pelo ambiente ¢ agua
contaminados (CARVALHO, CORTEZ; 2005; RODRIGUES et al., 2008; TSOLA;
DROSINOS; ZOIOPOULOS, 2008; VON RUCKERT et al., 2009). Além disso, o contetido
intestinal das aves ¢ apontado como uma fonte primaria de contaminagdo (SANTOS, 2008),
de modo que os micro-organismos presentes podem alcangar a musculatura, principalmente, a

partir de alguma lesdo (MIYAGUSKU et al., 2003). A carne pode ser contaminada por micro-
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organismos patogénicos, o que ¢ especialmente preocupante, uma vez que pode comprometer
a saude do consumidor, e/ou por micro-organismos deteriorantes, comprometendo a vida-de-
prateleira do produto (MEAD, 2004).

Dentre os micro-organismos identificados na carne de frango in natura ha mesoéfilos
e psicrotroficos, mas em decorréncia do processo de resfriamento, com o tempo, predominam
os psicrotroficos (ALVAREZ-ASTORGA et al., 2002), que crescem bem sob essas
temperaturas (JAY, 2005; PARDI et al., 2006). H& mais espécies e linhagens de bactérias
Gram negativas que crescem, na carne de frango, em temperaturas abaixo de 7°C do que
espécies ¢ linhagens de Gram positivas, ¢ a maioria dos patéogenos ndo ¢ capaz de se
multiplicar quando abaixo de 7°C, sendo uma importante excegdo a Listeria monocytogenes
(BERSOT et al., 2008; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005; PELISSER et al., 2001).

Na carne de aves podem ser encontrados: Achromobacter, Acinetobacter,
Aeromonas, Arcobacter, Campylobacter, Clostridium perfringens, Corynebacterium,
Escherichia coli O157, Helicobacter, Listeria monocytogenes, Moraxella, Pseudomonas,
Salmonella, Staphylococcus coagulase positivo, Shewanella (JAY, 2005; KOCA;
SARIMEHMETOGLU, 2009; MEAD, 2004, PEPE et al., 2006; SILVA; DUARTE, 2002),
dentre outros. Mas de acordo com a Resolu¢do da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001), que estabelece padrdes
microbioldgicos sanitarios para alimentos, no item 5b do anexo I, a carne de frango in natura
resfriada ou congelada, em carcaga inteira ou cortes, para ser comercializada deve obedecer
apenas um limite para coliformes a 45°C, sendo que o produto ¢ considerado inaceitavel

quando o resultado ultrapassa 10* UFC.g"' de carne.

2.1.1.1 Micro-organismos deteriorantes

Um produto ¢ considerado deteriorado quando sofreu danos por agentes
microbiologicos, quimicos ou fisicos que o tornaram improprio para o consumo (PARDI et
al., 2006). O elevado teor de nutrientes, a alta atividade de 4gua e pH proximo a neutralidade
tornam a carne de aves bastante susceptivel a deterioracio (HOFFMAN; GARCIA-CRUZ;
VINTURIM, 1995 apud SANTOS, 2008), sendo as bactérias os principais micro-organismos
envolvidos no processo (SUNDHEIM; SLETTEN; DAINTY, 1998), com algumas leveduras
associadas (ECONOMOU et al., 2009; HINTON; CASON; INGRAM, 2002).

A carne de frango resfriada quando embalada sob aerobiose, ou seja, sob condigdes
que permitem altos niveis de potencial de oxi-reducdo (sem uso de filmes de alta barreira ou

atmosfera modificada, por exemplo), fica susceptivel a deterioracdo por micro-organismos
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aerobios, que predominam na superficie do produto em razdo da presenca de oxigénio
(PARDI et al., 2006). Os principais micro-organismos envolvidos no processo de deterioracao
da carne de frango resfriada, armazenada sob acrobiose, pertencem ao género Pseudomonas,
mas, em menor nimero, outras bactérias Gram negativas, como Acinetobacter, Moraxella e
Psychrobacter (MEAD, 2004) e Gram positivas, como Brochothrix thermosphacta
(LABADIE, 1999), sao encontradas. Bactérias da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli, os géneros Pantoea sp., Serratia sp. ¢ Klebsiella sp. e outros, também sio
encontradas (BUNKOVA et al., 2010).

Ao género Pseudomonas pertencem bactérias Gram negativas que vivem
especialmente no solo e na agua, produtoras de enzimas proteoliticas e lipoliticas e, no caso
de algumas espécies, produtoras de pigmentos fluorescentes, como a Pseudomonas
fluorescens, que produz pigmento esverdeado e esta frequentemente associada a deterioragdo
de carne in natura (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

O metabolismo de bactérias do género Aeromonas sp., Pseudomonas ¢ a familia
Enterobactereaceae gera compostos como amoénia ¢ aminas biogénicas ao utilizar
aminoacidos e compostos nitrogenados como fonte de energia (BUNKOVA et al, 2010;
FRAQUEZA; FERREIRA; BARRETO, 2007), sendo estes metabolitos os principais
responsaveis pelo odor desagradavel da carne de frango deteriorada (JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005). A carne deteriorada apresenta aparéncia viscosa, sabor desagradavel,
alteracdes na cor, odor putrido e até mesmo pontos de crescimento superficial (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Os odores indesejaveis normalmente sdo percebidos antes da limosidade (aparéncia
viscosa) e, normalmente, sdo detectados quando a contagem total de micro-organismos se
encontra entre 10’ e 10° UFC.g™, por isso muitos autores estabeleceram que carnes de frango
com uma contagem acima deste valor sdo consideradas deterioradas e inaceitdveis para o
consumo (DICKENS; INGRAM; HINTON JR, 2004; ECONOMOU et al., 2009; JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005).

2.1.1.2 Micro-organismos patogénicos

Embora a maioria dos micro-organismos patogénicos ndo se desenvolva em carnes
resfriadas a sua presenca ¢ potencialmente perigosa, isto porque a refrigeracdo ¢ um método
de conservagdo que dificulta a multiplicacdo da maioria destes micro-organismos, podendo
levar a morte de algumas células por injuria, mas nao de todas, deixando células viaveis que

podem causar enfermidade (GAVA, 2002). Entre os patogénicos capazes de se multiplicarem
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sob refrigeragdo estdo a Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila e Yersinia
enterocolitica (COSTA; ROSSI JUNIOR, 2002; PELISSER et al., 2001; TEODORO et al.,
2006).

Dentre os micro-organismos patogénicos transmitidos pela carne de frango
destacam-se Salmonella, Campylobacter spp., Clostridium perfringens, Escherichia coli
enteropatogénica, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (CARVALHO; COSTA,;
CARVALHO, 2002; MEAD, 2004), comumente associados a operacionalizagdo insatisfatoria
das etapas de processamento (CARVALHO; COSTA; CARVALHO, 2002). A Salmonella ¢ o
patdgeno mais significativo (HAFEZ, 2005).

Do género Salmonella fazem parte bactérias Gram negativas da familia
Enterobacteriaceae, anaerobias facultativas que podem crescer na presenga de oxigénio. Ha
apenas duas espécies neste género, algumas subespécies ¢ inimeros sorovares (mais de 2.400
ja identificados) (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A ocorréncia e a quantidade deste
micro-organismo na carne de frango variam de acordo com as condi¢des de manejo durante a
criacdo e com os cuidados higiénicos nas operagdes de abate dos animais e posterior
manipulagdo dos produtos (CARVALHO; CORTEZ, 2005).

A salmonelose ¢ uma das doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) mais comuns
e de distribuicdo mundial, sendo os produtos de origem animal os principais responsaveis pela
infeccdo humana, com destaque para os ovos e seus derivados (SILVA; DUARTE, 2002).
Normalmente, a infec¢do causa doenca gastrointestinal, mas alguns sorovares especificos sao
invasivos (FIELDS, 2009) e desencadeiam outros quadros, como septicemia e meningite
(CHIAPPINI et al., 2002). O dificil controle na cadeia produtiva e o nimero significativo de
pessoas afetadas pelo patoégeno representam um custo elevado para a sociedade, tanto que
varias medidas vem sendo tomadas para reduzir este impacto na satde publica (SILVA;
DUARTE, 2002).

No Brasil, foi instituido, em 2003, o monitoramento microbioldgico e controle de
Salmonella sp. em carcagas de frangos e perus, para verificar a prevaléncia do micro-
organismo, gerar dados para monitoramento e tomada de agdes e, por fim, garantir a
inocuidade dos produtos (BRASIL, 2003a). “O Codex Alimentarius recomenda a auséncia de
qualquer sorovar de Salmonella em 25 gramas de amostra analisada, incluindo carne de aves e
ovos” (SILVA; DUARTE, 2002).

Outro importante agente de DTAs é o género Staphylococcus spp., que engloba
bactérias Gram positivas, anaerdbias facultativos e algumas coagulase positiva, ou seja,

capazes de produzir enzima coagulase (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A principal



14

espécie envolvida nas DTAs ¢ o Staphylococcus aureus, uma espécie coagulase positiva que
tem cepas capazes de produzir enterotoxinas termoestaveis que, quando ingeridas, causam
intoxicagoes alimentares (ISIGIDI et al., 1992; PARDI et al., 2006). Nem todos os
Staphylococcus sp. sdo coagulase positiva, mas a ocorréncia de intoxicac¢des ¢ frequentemente
associada a cepas com reagdo positiva para o teste de coagulase (STAMFORD et al., 2006), ¢
por este motivo, as analises de rotina para produtos destinados ao comércio no Mercado
Comum do Sul (MERCOSUL) sdo conduzidas até o teste de coagulase, sem que seja
necessario identificar a(s) espécie(s) (BRASIL, 2003b).

Embora seja apontada a ocorréncia de S. aureus em carne de frango resfriada
(ALVAREZ-ASTORGA et al., 2002; FREITAS et al., 2004), em fungio da temperatura, é
quase improvavel a producdo de enterotoxinas (SCHMITT; SCHULER-SCHMID;
SCHMIDT-LORENZ, 1990). A presenga do micro-organismo neste alimento torna-se um
perigo potencial se, no momento do preparo, o produto ndo for adequadamente tratado pelo
calor (PEPE et al., 2006), permitindo que micro-organismos sobrevivam e se multipliquem a
ponto de atingir contagens acima de 10> UFC.g", quando tem inicio a produgdo de toxinas

(BALABAN; RASOOLY, 2000).

2.1.1.3 Micro-organismos indicadores

“Micro-organismos indicadores sdo grupos ou espécies de micro-organismos que,
quando presentes no alimento, sinalizam a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal,
provavel presenga de patdgenos, deterioragdo potencial do alimento, ou ainda, condigdes
sanitarias inadequadas durante o processamento, produ¢do ou armazenamento” (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Os micro-organismos deteriorantes também sdo considerados indicadores, pois
indicam as condi¢des gerais do alimento (DICKENS; INGRAM; HINTON JR, 2004). A
presenca do género Staphylococcus spp. em numero elevado indica falhas de higiene,
principalmente na manipulagdo, além do perigo potencial a satide publica pela presenga de
enterotoxinas (FRANCO; LANDGRAF, 1996; OLIVEIRA et al., 2003). Os coliformes
termotolerantes sao indicadores que, além de refletir as condi¢des higiénico-sanitarias durante
a producdo e/ou armazenamento, levantam a suspeita de patogenos de origem entérica
associados, advindos da mesma fonte de contaminagdo (RAY, 2003).

Os coliformes termotolerantes sdo bactérias Gram negativas de origem fecal,
aerdbias ou anaerobias facultativas, capazes de fermentar a lactose com produgdo de gas apos

24 a 48 horas sob temperaturas de 45°C (RAY, 2003). Nestas condigdes, até 90% destes
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micro-organismos sdo Escherichia coli (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Estudos mostram a
presenga de coliformes termotolerantes em carcacas de frango coletadas no decorrer do
processo de abate ¢ resfriamento e, embora a passagem das carcagas pelo chiller (resfriadores
continuos) promova uma reducdo significativa nas contagens, ndo elimina totalmente os
micro-organismos (RODRIGUES et al., 2008).

A presenca de coliformes termotolerantes indica contaminagdo de origem fecal,
sinalizando, portanto, um produto de baixa qualidade, o uso de equipamentos ou utensilios
sujos ou ainda a manipulacdo sem cuidados de higiene em algum momento da producio,
armazenamento e/ou preparo (DE SOUSA et al., 2002; GONZALEZ et al., 2003). No
processo de abate de aves a contaminagdo das carcacas com micro-organismos de origem
fecal constitui o maior perigo durante estas atividades (FLORENTINO et al., 1997) e embora
sua presenca nao cause, necessariamente, danos a saude dos consumidores, algumas cepas de
Escherichia coli sdo patogénicas e causam disturbios gastrointestinais, urinarios e/ou do

sistema nervoso central (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

2.2 EMBALAGENS ATIVAS ANTIMICROBIANAS

E sabido que o consumidor anseia por alimentos que se assemelhem ao maximo ao
in natura, que estejam prontos para o consumo ou que sejam facilmente preparados, que
contenham menos conservantes e que sejam totalmente seguros (APPENDINI; HOTCHKISS,
2002; SOARES et al., 2009) ja que a incidéncia de surtos de origem alimentar é algo
preocupante (TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). Dentre as alteracdes que ocorrem no
alimento a microbiologica ¢ a principal, uma vez que pode afetar diretamente a satide do
consumidor (SILVEIRA, 2005). Muitos sdo os métodos de conservacdo utilizados para
reduzir alteragdes indesejaveis na carne e¢ prolongar a sua vida-de-prateleira, podendo ser
citados o uso de calor, frio, secagem e conservantes quimicos (COMA, 2008), entre outros,
mas, em carnes in natura, a maioria destes métodos ndo pode ser aplicada, uma vez que
alteram caracteristicas sensoriais do produto (QUINTAVALLA; VICINI, 2002).

As embalagens em alimentos, além de parte da estratégia de marketing das
industrias e foco do consumidor que busca conveniéncia e praticidade, também constituem
um método de conservagdo, uma vez que formam uma barreira fisica entre o produto e o meio
ambiente, impedindo a contaminagdo pos-embale (ALVAREZ, 2000) e algumas alteragdes

bioquimicas e microbioldgicas no produto (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004). Mas embora seja
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um importante método de barreira, a chamada “embalagem passiva” limita-se a proteger o
alimento de condicoes externas (SOARES et al., 2009).

Nos tltimos anos, os pesquisadores se dedicaram ao estudo de embalagens capazes
ndo s6 de proteger, mas também de interagir com o produto (OLIVEIRA, 2002). Assim
surgiram as embalagens ativas, que sdo “um tipo de embalagem que altera as condi¢cdes do
embalado, de modo a aumentar sua vida-de-prateleira ou melhora-lo em termos de seguranga
alimentar ou caracteristicas sensoriais, enquanto mantém a qualidade do alimento”. Nestas
embalagens podem ser incorporados aditivos ou outros compostos (KERRY; O’GRADY;
HOGAN, 2006) cuja fun¢do ativa pode ser de absor¢do de oxigénio, etileno, umidade,
didxido de carbono e/ou sabores/odores; ou de liberagdo de dioxido de carbono, agentes
antimicrobianos, antioxidantes e/ou sabores (VERMEIREN et al., 1999).

As embalagens ativas antimicrobianas visam reduzir a taxa de crescimento
populacional e/ou estender a fase lag e¢/ou inativar por contato os micro-organismos alvo
presentes no alimento ou na embalagem em si (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
QUINTAVALLA; VICINI, 2002). Nesta tecnologia ha: saches ou pastilhas que contenham
antimicrobianos volateis; polimeros cujos filmes apresentam atividade antimicrobiana
inerente ou, segundo Coma (2008), que sofrem algum tipo de modificacdo que resulta em
atividade antimicrobiana; polimeros revestidos, adsorvidos ou com antimicrobianos
imobilizados; e polimeros incorporados de antimicrobianos volateis ou ndo volateis
(APPENDINI; HOTCHKISS, 2002). Com exce¢do dos sistemas em que s3o utilizados
agentes volateis, o contato direto entre a embalagem ativa e o alimento € necessario para que
ocorra a migrag¢ao do antimicrobiano da embalagem para o mesmo, ou para que 0s compostos
ativos tenham acesso aos micro-organismos alvo (quando ndo ocorre migragdo da embalagem
para o alimento) (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; COOKSEY, 2001).

E vélido citar que na tecnologia de embalagens ativas ha os filmes e os
revestimentos. Os filmes sdo peliculas finas previamente formadas e s6 entdo aplicadas no
produto, como envoltdrio ou entre as camadas do mesmo. Revestimentos sdo filmes formados
no produto, cuja base ¢ aplicada diretamente sobre a superficie do mesmo, onde ocorre a
secagem e, assim, a formag@o do filme, com a funcdo de protegé-lo ou, de alguma maneira,

melhora-lo, permanecendo durante o uso e até durante o consumo (KROCHTA, 2002).

2.2.1 Polimeros
Os polimeros sintéticos comumente utilizados na producdo de filmes revestidos ou

adsorvidos, imobilizados ou incorporados sdo o polietileno (PE), cloreto polivinil (PVC),
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alcool polivinil (PVA), acido polilactico (PLA), nylon, além de outros. Mas, ¢ cada vez maior
o0 interesse por polimeros comestiveis, como os feitos com quitosana (DUTTA et al., 2009) e
também por polimeros biodegradaveis, como os a base de celulose (COOKSEY, 2005;
THARANATHAN, 2003). O ponto positivo no uso de polimeros biodegradaveis ¢ atender a
crescente demanda por materiais de embalagem que ndo gerem impactos ambientais negativos
(SILVEIRA, 2005).

O uso de filmes a base de celulose ja se mostrou bastante eficiente na tecnologia de
embalagem ativa. Resultados positivos foram obtidos com pediocina e nisina fixadas em
embalagens a base de celulose, caracterizando um invoélucro capaz de inibir completamente o
crescimento de Listeria monocytogenes em peito de peru, presunto e carne bovina. A
tecnologia pertence a um fabricante de envoltérios a base deste polimero (KERRY;
O’GRADY; HOGAN, 2006).

O acetato de celulose ¢ um composto biodegradavel (DAVIS, 2003) produzido por
acetilacdo da celulose, ou seja, reagdo da celulose com acido acético e anidrido acético,
utilizando o acido sulfurico como catalizador (SASSI; CHANZY, 1995). O produto desta
reacdo apresenta até trés radicais acetato para cada unidade fundamental da celulose
(CERQUEIRA et al., 2010; OLIVEIRA JR, 2002) (Figura 1), e os diferentes graus de
acetilacdo afetam propriedades como a solubilidade e a bodegradabilidade do composto

(EDGAR et al., 2001).

R=—2~C
N CH,
Figura 1. Estrutura do acetato de celulose, sendo R o radical acetato, que

pode chegar a trés unidades por monémero.
Fonte: CERQUEIRA et al, 2010.

O polimero acetato de celulose ¢ amorfo, ndo toxico e inodoro, estavel em oleos
minerais, permeavel a vapor d’agua e, dependendo do grau de substituicdo (nimero médio de
grupos acetila por unidades glicosidicas), soluvel em acetona (OLIVEIRA JR, 2002). A partir
deste polimero ¢ possivel formar filmes transparentes (CERQUEIRA et al., 2010),

essencialmente rigidos, ou seja, que suportam alta tensdo a temperatura ambiente, ¢ com certa
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flexibilidade (PUC-RIO, 2010). Filmes a base de acetato de celulose tem sido produzidos e
utilizados em alimentos (SILVEIRA, 2005).

Polimeros biodegradaveis podem ser obtidos ndo s6 de celulose, mas também de
amido, proteina do leite, germe de trigo e outros compostos naturais (SILVEIRA, 2005). Os
filmes tem flexibilidade variavel, sdo transparentes e resistentes (THARANATHAN, 2003),
além de soluveis em agua a ponto de liberar de maneira efetiva o antimicrobiano quando

utilizados em alimentos com alto teor deste composto (COOKSEY, 2005).

2.2.2 Antimicrobianos

Dentre os antimicrobianos utilizados em embalagens estdo alguns 6leos essenciais
(OJAGH et al., 2010; ROJAS-GRAU et al., 2007; SEYDIM; SARIKUS, 2006), 4cidos
organicos ¢ seus anidridos, bacteriocinas, enzimas (HAN; FLOROS, 1997; MING et al.,
1997; PADGETT; HAN; DAWSON, 1998; WENG; CHEN, 1997), quelantes (COMA, 2008)
e metais. Um exemplo comercial ¢ o AgION®, cujo componente ativo ¢ a prata, um poderoso
fon de amplo espectro que pode ser incorporado (ALVAREZ, 2000; APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; COMA, 2008).

O crescente interesse pela incorporagdo, nas embalagens, de antimicrobianos
naturais, como os encontrados em diversos condimentos, se baseia na demanda do
consumidor por alimentos com menos aditivos sintéticos (DEVLIEGHERE; VERMEIREN;
DEBEVERE, 2004). A maioria dos 6leos e extratos de plantas é considerada GRAS
(geralmente reconhecidas como seguras) podendo ser utilizada para contato direto com o
alimento, sem prejuizos a saude do consumidor (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

O uso de o6leos alimenticios de origem vegetal em embalagens ¢ autorizado no
Brasil sem restricdes (BRASIL, 2008). O unico empecilho no uso destes agentes parece ser a
baixa concentracdo dos compostos antimicrobianos nos 6leos e extratos, que torna necessaria
uma incorporagdo de grandes quantidades nas embalagens para garantir a da concentragao
inibitéria minima (CIM) (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002), podendo alterar as
caracteristicas sensoriais do alimento de maneira negativa (COMA, 2008).

Varios trabalhos reportam o uso de 6leos essenciais em alimentos (BURT, 2004;
FISHER; PHILLIPS, 2008; HARPAZ et al.,, 2003; OUATTARA et al., 1997) e outros
apresentam a atividade antimicrobiana do alecrim, cravo, canela, céssia, erva-doce, tomilho,
orégano, horteld-pimenta, pimenta, noz-moscada, manjericio (GENENA et al., 2008;
MATAN et al, 2006; NASCIMENTO et al., 2000; SUPPALKU et al, 2003;
VASINAUSKIENE et al., 2006; ZHANG et al., 2009), dentre outros condimentos.
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O uso de o6leos essenciais em embalagens para aumentar a vida-de-prateleira de
carnes resfriadas esta descrito na literatura. Filmes a base de quitosana e gelatina incorporados
com 0,75% (v/p) de 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum L.) foram aplicados em
carne de bacalhau (Gadus morhua) ¢ o sistema armazenado a vacuo e sob refrigeragdo (2 +
1°C). Os filmes reduziram significativamente o crescimento de bactérias Gram negativas,
especialmente da familia Enterobactereaceae, mostrando que a embalagem poderia aumentar
a vida-de-prateleira da carne (GOMEZ-ESTACA et al., 2010). J4 filmes a base de proteina
isolada de soro de leite incorporados com 1,5% (p/p) de 6leo essencial de orégano (Origanum
vulgare sp. Hirtum) reduziram a contagem total de micro-organismos, Pseudomonas spp. ¢
bactérias acido laticas em cortes de carne bovina in natura durante armazenamento sob
refrigeracdo (5 £ °C) (ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009).

Os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pelas propriedades
antibacterianas em varios oOleos essenciais, mas em funcdo da gama de componentes
encontrados, o mais plausivel ¢ que a acdo ndo esteja relacionada a apenas um mecanismo ou
composto, mas sim, a um combinado de substancias (BURT, 2004; CORBO et al., 2009). Os
mecanismos de atuacdo dos agentes ndo estdo bem definidos, de modo que pode haver ataque
a camada de fosfolipidios da membrana celular, bloqueio de sistemas enzimaticos,
comprometimento do material genético dos micro-organismos e, ainda, formagdo de
poderosos oxidantes, como as hidroperoxidases de acidos graxos (TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010).

2.2.3 Modo de acdo dos antimicrobianos incorporados em embalagens

Uma vez incorporados nos polimeros e em contato com o alimento, pode ocorrer
uma migracao lenta e constante dos agentes bactericidas e/ou bacteriostaticos, por difusdo ou
separagdo, para a superficie do produto, de modo que a atividade antimicrobiana se prolonga e
ocorre mais intensamente onde se faz necessario, ou seja, na superficie, sendo esta a principal
vantagem frente ao uso de antimicrobianos por outros meios, como imersdo ou Spray
(COMA, 2008; HAN, 2000; PEREZ-PEREZ et al., 2006; QUINTAVALLA; VICINI, 2002).
O uso em embalagem também reduz a quantidade de antimicrobiano utilizado em relacdo ao
usualmente incorporado diretamente em uma massa, por exemplo (QUINTAVALLA;
VICINI, 2002).

Estudos indicam que a atividade antimicrobiana, quando se utiliza a imersdo ou
spray do agente, pode ser rapidamente perdida por inativacdo do composto por componentes

do alimento ou rapida difusdo da superficie para o interior do produto, fazendo com que a
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quantidade de agente na superficie ndo seja suficiente para o efeito desejado (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002; QUINTAVALLA; VICINI, 2002). Ao que parece, os antimicrobianos
utilizados diretamente no produto vdo agir de maneira efetiva no momento em que sdo
adicionados, mas os micro-organismos que ndo forem destruidos ou células injuriadas que se
recuperarem, poderdo se desenvolver assim que a concentragdo do agente, na superficie,
estiver abaixo da CIM (QUINTAVALLA; VICINI, 2002).

O efeito do antimicrobiano, ja incorporado, em determinado sistema depende do seu
espectro de agdo; da taxa de crescimento e estado fisiolégico dos micro-organismos alvo no
alimento; das caracteristicas fisico-quimicas da superficie do alimento, como pH ¢ atividade
de agua; e da cinética de difusdo do agente sobre a superficie. Todos estes fatores podem
interferir na atividade antimicrobiana do composto ativo (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

A cinética de liberacdo, por sua vez, vai depender do grau de interacdo entre o
agente e o polimero, as bactérias alvo e até o proprio alimento (COOKSEY, 2001). Para que a
CIM seja, pelo menos, mantida, isto ¢, mantida a concentracdo minima para o efeito proposto
pelo tempo esperado (PEREZ-PEREZ et al., 2006), a liberagio do agente deve ser constante,
caso contrario o efeito ficara restrito aos primeiros dias de armazenamento. A temperatura em
que o sistema sera transportado, distribuido e armazenado, também afeta a migracdo dos
agentes a partir do polimero. Normalmente, aumentos na temperatura tendem a acelerar a
migragdo do agente, enquanto decréscimos tendem, por sua vez, a reduzir a taxa de migracao
(HAN, 2000).

Para a producdo da embalagem, a natureza quimica do polimero ou do agente ativo
pode dificultar a sua homogeneizacdo, assim como o processo utilizado pode alterar a
estrutura do agente antimicrobiano, como no uso de altas temperaturas (HAN; FLOROS,
1997) ou altas temperaturas associadas ao cisalhamento, como no processo de extrusdo
(COMA, 2008; DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004). O processo “cast” ¢
uma alternativa para compostos antimicrobianos sensiveis ao calor, uma vez que os agentes
sdo fundidos ou solubilizados junto ao polimero na presenga de um solvente, sem a
necessidade de altas temperaturas para a eficiéncia do processo (APPENDINI; HOTCHKISS,
2002).

Uma vez incorporados os antimicrobianos ¢ necessario, de acordo com o fim a que
se destina a embalagem, medir as possiveis alteracdes nas suas propriedades fisicas,
mecanicas e de barreira, além de efeitos sobre a cor, textura e sabor no alimento em que a
embalagem foi utilizada (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; BATISTA; TANADA-PALMU;
GROSSO, 2005; COOKSEY, 2005; GNANASAMBANDAM; HETTIARACHCHY;
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COLEMAN, 1997). A espessura dos filmes ¢ um ponto importante e deve ser definida
conforme o tipo de alimento onde os filmes serdo utilizados e ser controlada de modo a
assegurar a uniformidade dos filmes (GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993 apud
GROSSO, 2006).

2.2.4 Consideragdes quanto ao uso de embalagens antimicrobianas

Apesar das vantagens, a utilizagdo das embalagens antimicrobianas ¢ limitada pela
necessidade de novos materiais poliméricos, regulamentagdo, métodos apropriados de
produgdo e, ainda, a disponibilidade de antimicrobianos adequados (JIN; ZHANG, 2008).
Uma vez incorporados nos polimeros e havendo liberagdo do agente no produto, este passa a
ser considerado, na maioria dos casos, um aditivo alimentar indireto € seu uso sO sera
permitido ap6s aprovagdo pelo o6rgdo responsavel em cada pais, o que geralmente ocorre se o
aditivo ja estd autorizado como aditivo direto (COMA, 2008; COOKSEY, 2005).
Independente da forma de uso, se direta ou indireta, a concentragdo maxima permitida pelas
normas especificas devera ser sempre respeitada (SILVEIRA, 2005).

Enquanto Estados Unidos e Japdo ja vinham utilizando os conceitos de embalagem
ativa, a Europa limitava o desenvolvimento desta area por restricdes legais, falta de
conhecimento quanto a aceitabilidade pelo consumidor e os impactos ambientais da
tecnologia, restringindo estudos e, assim, avancos nesta area (VERMEIREN et al., 1999).
Mas, nos ultimos anos, a Comissao Européia tem estudado formas de introduzir embalagens
ativas no mercado europeu por meio de diretivas que garantam a seguranga do consumidor,
informando-o por meio de rotulagem adequada e sistema de rastreabilidade (COMA, 2008).

No Brasil, a tecnologia ainda se encontra a nivel laboratorial (SOARES et al.,
2009). Poucos estudos foram realizados diretamente em sistemas alimentares, sendo
necessario avaliar o desempenho dos filmes no alimento a que se destinam (COOKSEY,
2001). A falta de pesquisas em sistemas alimenticios reais para confirmar a eficacia das
embalagens acaba por impedir o uso desta tecnologia comercialmente, sendo necessarios
estudos que estabelecam o potencial real da tecnologia em cada sistema (DEVLIEGHERE;
VERMEIREN; DEBEVERE, 2004; OLIVEIRA, 2002).

Um exemplo de alimento onde poderiam ser testados polimeros incorporados de
antimicrobiano ¢ a carne, alimento bastante perecivel cuja deterioracdo ocorre basicamente
em nivel de superficie (QUINTAVALLA; VICINI, 2002). Em produtos carneos deve-se
considerar que a embalagem antimicrobiana deve, além de retardar a deterioragdo microbiana,

ndo alterar negativamente a aparéncia, sabor e odor dos produtos (KERRY; O’GRADY;
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HOGAN, 20006), haja vista que determinadas alteragdes na aparéncia podem limitar a compra
(CARPENTER; CORNFORTH; WHITTIER, 2001) e no sabor e odor podem limitar a
recompra (AASLYNG et al., 2006).

E importante mencionar que, mesmo que as pesquisas cheguem a embalagens
antimicrobianas de uso comercial, isso ndo ird eximir a industria das boas praticas de
fabricacdo, nem dos cuidados com a distribui¢do e manutencao dos produtos, uma vez que a
embalagem antimicrobiana segue a proposta de ser um complemento aos métodos de
conservagio ja existentes, retardando a degradagio do alimento (COOKSEY, 2001; PEREZ-
PEREZ et al., 2006). Além disso, para o melhor efeito desta embalagem e, assim, um
aumento significativo na vida-de-prateleira, serd essencial um produto cuja qualidade inicial

esteja dentro dos padrdes (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

2.2.5 Propriedades mecéanicas das embalagens antimicrobianas

“As propriedades mecanicas dos materiais determinam a resposta destes as
influéncias mecanicas externas e estdo associadas a capacidade de desenvolver deformagdes
reversiveis e irreversiveis e de apresentar resisténcia a fratura (OKAMOTO, 1978 apud
RIGO, 2006). De modo geral, uma embalagem deve ser resistente o bastante para suportar,
sem romper, 0 manejo e armazenamento ao qual o alimento sera submetido, com flexibilidade
variando de acordo com a aplicagdo a que se destina, se adaptando a possiveis deformacgdes
(HENRIQUE, 2002). Assim, dentre as propriedades frequentemente avaliadas das
embalagens ativas estdo resisténcia a tragdo, elongacdo (RHIM et al., 2000; GOMEZ-
ESTACA et al., 2009), ¢ modulo de elasticidade ou médulo Young (ATARES et al., 2010;
DU et al., 2009; ROJAS-CRAU et al., 2007; TURE et al., 2009).

A resisténcia a tragdo esta relacionada tensdo maxima desenvolvida em um material
quando submetido a tragdo, enquanto o mdédulo Young indica a rigidez, ou seja, quanto mais
rigido o material, maior o seu valor (RIGO, 2006). O modulo Young corresponde a porgao
linear de uma curva tensdo-deformacdo, onde a deformacdo sofrida pelo filme ainda é
reversivel. Ja a elongac¢do nada mais ¢ que do que a deformacdo total, relacionada a variagado
no comprimento, sofrida pelo material durante a anélise (ASTM, 2009).

A Figura 2 mostra um exemplo de comportamento de uma amostra durante um teste
de tragdo, onde se v€ que inicialmente o material oferece resisténcia crescente e relacionada a
tracdo, provocando seu alongamento (regido linear), mas que a partir de certo ponto a
resisténcia passa a ser menor para a mesma variagao na deformagdo. Quando ndo resiste mais

ao alongamento, o material rompe (SARANTOPOULOS et al., 2002).
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Figura 2. Curva caracteristica da resisténcia a tragdo versus a deformagao.
Fonte: OLIVEIRA et al. (1996), com modificagdes.

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns valores de tensdo maxima, médulo Young e
elongacdo de amostras de filmes a base de celofane (GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY,
2006), polietileno de baixa e alta densidades (COUTINHO; MELLO; SANTA MARIA, 2003;
GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY, 2006; GOMES, 2006; THARANATHAN, 2003) e
quitosana (GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY, 2006; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010;
SRINIVASA; RAMESH; THARANATHAN, 2007). Embalagens de polictileno séo
frequentemente utilizadas em carnes (NEVES; ROSSI; MELO, 2005).

Tabela 1. Tensdo maxima (MPa), modulo Young (MPa) e elongagao (%) de alguns filmes.

Tipo de filme Tensdo maxima Modulo Young Elongacao
Celofane 77 - 95 - 12-17
PEBD 6-28 102 - 240 54 - 965
PEAD 13 -45 132 - 1550 50 - 1200
Quitosana 39 -133 1875 - 2459 2-27

PEBD = polietileno de baixa densidade, PEAD = polietileno de alta densidade.

As propriedades mecénicas de embalagens antimicrobianas dependem do polimero
utilizado (composicao quimica), da interacdo entre o polimero e o(s) aditivo(s) utilizado(s), e
do processamento ao qual foi submetido o material (GONTARD; GUILBERT, 1996). Sendo
assim, o efeito da incorporacdo de oOleos essenciais em filmes sobre as propriedades
mecanicas dos mesmos, por exemplo, dependerd das caracteristicas de cada 6leo e sua
interagio com a matriz polimérica (ATARES et al., 2010). A incorporagdo de 2% (v/v) de
6leo essencial de uma planta conhecida como arvore do cha ou melaleuca (Melaleuca

alternifélia) em filmes a base de quitosana reduziu significativamente a tensdo (de 113 para
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54 MPa), o mddulo Young (de 2182 para 653 MPa) e a elongacdo (de 22 para 8%) dos filmes
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010). Ja a incorporagdo de 0,4% (v/v) de 6leo essencial de
alho em filmes a base de alginato reduziu significativamente a resisténcia dos filmes (de

66,12 para 38,67 MPa), mas nio alterou a elongacio (ROJAS-GRAU et al., 2007).

2.3 OLEO ESSENCIAL DE ALECRIM

O alecrim (Rosmarinus officinalis Lamiaceaeous), condimento muito utilizado como
flavorizante em carnes (PANDIT; SHELEF, 1994; ZHANG et al., 2009), vem sendo bastante
estudado devido a sua atividade antimicrobiana e antioxidante (BOZIN et al., 2007;
CELIKTAS et al., 2007; GENENA et al., 2008; MARZOUK et al., 2006; NASCIMENTO et
al., 2000; SOUSA; CONCEICAO, 2007; ZHANG et al., 2009).

A espécie Rosmarinus officinalis L. é uma planta da familia Lamiaceae,
(SACCHETTI et al., 2005) originaria das areas ao redor do mar Mediterraneo e suas muitas
ilhas, atualmente cultivado em quase todo territorio brasileiro (GENENA, 2005). Trata-se de
uma planta subarbustiva, perene, lenhosa, pouco ramificada, com altura entre 50 cm e 2
metros. As folhas sdo lineares, coridceas e aromaticas e as flores ficam dispostas em cachos,
sdo azulado-claras, pequenas e de aroma forte lembrando canfora (Figura 3) (LORENZI;
MATOS, 2002; VON HERTWIG, 1991). O alecrim pode ser usado fresco, seco ou como 6leo
essencial, sendo que rende cerca de 1% (v/p) deste ultimo (TEWARI; VIRMANI, 1987).

Figura 3. Alecrim com flores (A) e variagao na cor das folhas (A e B)
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O dleo essencial do alecrim € obtido, geralmente, das folhas da planta (BOZIN et al.,
2007; GENENA et al., 2008) e varia de incolor a amarelo palido, com odor bastante
caracteristico (BAUER; GARBE; SURBURG, 1997 apud ATTI-SANTOS et. al., 2005). A
composi¢do ¢ variavel e os componentes principais sdo alguns monoterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos monoterpenos (HUSSAIN, 2009).

Em estudo realizado com o6leos da regido da Sardenha e Corsega (ilhas do Mar
Mediterraneo) foram encontrados 58 compostos, sendo o a—pineno o principal constituinte
(PINTORE et al., 2002). Em oleos de plantas da regido da Turquia foram encontrados 62
compostos, sendo o principal componente o 1-8-cineol (CELIKTAS et al., 2007). Ja no
Brasil, em um estudo realizado com plantas da regido de Campestre da Serra, no Rio Grande
do Sul, foram identificados 20 compostos, que corresponderam a cerca de 95% do total, sendo
0 a—pineno o majoritario (ATTI-SANTOS et. al., 2005). Ao que parece, a concentracao dos
compostos na planta e, consequentemente, no 6leo esta relacionada a regido e ao clima onde a
planta ¢ cultivada (CELIKTAS et al., 2007; MARZOUK et al., 2006).

Os principais componentes do o6leo essencial de alecrim que exibem atividade
antimicrobiana sdo: a—pineno, acetato de bornil, canfora, 1-8-cineol (BURT, 2004), limoneno
(BOZIN et al., 2007), borneol e verbenona, que juntos chegam a corresponder 80% dos
componentes presentes no 6leo essencial de alecrim (SANTOYO et al., 2005). Mas, ¢
provavel que a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais ndo esteja relacionada a um
unico composto, ou apenas aos compostos majoritarios, mas sim, a uma combinagdo que
acaba por inibir ou retardar o crescimento de alguns micro-organismos. Assim, o efeito parece
estar relacionado aos componentes principais e, também, aos componentes minoritarios, de
modo que um sinergismo entre alguns destes componentes resulte no efeito final
(MARZOUK et al.,, 2006). A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais pode estar
associada ao carater hidrofobico de seus constituintes, que causariam danos a membrana das
bactérias, tornando-a mais permeavel (DUSAN et al., 2006).

De maneira geral, bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis a compostos bioativos
que Gram negativas, sendo o género Pseudomonas um dos menos sensiveis (CEYLAN;
FUNG, 2004). Para alguns autores, o 6leo essencial de alecrim apresenta menor eficacia sobre
Gram negativas (CIMANGA et al., 2002; PINTORE et al., 2002; TRAJANO et. al., 2009),
possivelmente porque os componentes da membrana externa que envolvem a célula Gram
negativa restringem a passagem de compostos de caracteristica hidrofobica (VAARA, 1992;
SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998). Contudo, ha estudos em que o 6leo mostrou

boa atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (BOZIN et
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al., 2007; CELIKTAS et al., 2007; HUSSAIN, 2009), ou at¢, maior atividade contra cepas
Gram negativas (DORMAN; DEANS, 2000; MARZOUK et al., 2006).

A variagdo nos resultados in vitro da atividade antimicrobiana do 6leo essencial pode
estar relacionada ao clima e a regido onde a planta foi cultivada (CELIKTAS et al., 2007;
MARZOUK et al., 2006), ao método de extragdo do 6leo, ao volume do indculo, a fase de
crescimento, meio de cultura utilizado, pH do meio e tempo de incubacdo e temperatura
(RIOS; RECIO; VILLAR, 1988). Além disso, ndo ha, atualmente, um método padronizado
para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos oleos essenciais (BURT, 2004),
dificultando a comparacdo dos resultados.

Além de testes in vitro sdo necessarios testes diretamente no alimento, isto porque os
resultados obtidos in vitro podem ndo se repetir no alimento em si. Estes testes devem ser
feitos em cada produto, pois pode haver variacdo entre grupos de alimento também, como por
exemplo, o resultado na carne de frango pode ndo ser o mesmo na carne de peixe
(MARIUTTI, 2009 apud NETTO, 2009). E importante mencionar que, o 6leo essencial de
alecrim utilizado em alimentos uma vez que caracterize, também, um condimento, deve
obedecer ao padrao microbioldgico estabelecido pela RDC 12, que no item 15 que trata de
especiarias, temperos, condimentos ¢ molhos preparados e similares, estabelece um limite de
10> UFC.g" na contagem de Staphylococcus coagulase positiva, 10 UFC.g™" na contagem de
coliformes termotolerantes ¢ auséncia de Salmonella sp/25 g de produto (BRASIL, 2001).

Avaliar alteragdes sensoriais causadas pelo uso do odleo essencial no alimento
também ¢ necessario, uma vez que o consumidor pode rejeitar o produto em caso de
mudancas indesejaveis (BURT, 2004). Uma alternativa para evitar grandes alteracdes
sensoriais no alimento foi proposta com o encapsulamento de 6leos essenciais de canela e de
alho em B-ciclodextrina, o que permitiu que os compostos fossem liberados em doses baixas e
constantes, reduzindo o impacto sobre as caracteristicas sensoriais (AYALA-ZAVALA et al.,
2008). Com o o6leo essencial de alecrim a incorporacdo em embalagens seria uma alternativa,
ja que nesta tecnologia ¢ possivel o uso de menor quantidade do composto para o efeito sobre
os micro-organismos (QUINTAVALLA; VICINI, 2002), o que poderia, consequentemente,

resultar em menores impactos sobre as caracteristicas sensoriais do alimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia de filmes ativos biodegradaveis incorporados com 6leo essencial

de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), na conservagéo de carne de frango resfriada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— elaborar filmes de acetato celulose incorporados com oOleo essencial de alecrim em
diferentes concentragdes;

— avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes in vitro;

— analisar as propriedades mecanicas dos filmes;

- avaliar o efeito dos filmes na conservacgdo de carne de frango resfriada.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos laboratorios do Setor de Alimentos da Escola de
Agronomia e de Engenharia de Alimentos (EA/UFG) e no Centro de Pesquisa em Alimentos
da Escola de Veterinaria (EV/UFG). O 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
de grau alimenticio, foi adquirido da empresa Petite Marie (Itaquaquecetuba - SP), cujos
parametros de qualidade constam em certificado de andlise (ANEXO 1). O acetato de celulose
foi adquirido da empresa Rhodia (Freiburg - Alemanha) e os bifes de peito de frango em

estabelecimento inspecionado pelo Servigo de Inspecdo Municipal em Goiania - GO.

4.1 ELABORACAO DOS FILMES ATIVOS

Os filmes foram elaborados pelo método “cast” descrito por Soares (1998) e
adaptado por Silveira (2005), com algumas modifica¢des. Flocos de acetato de celulose foram
colocados em acetona (10% p/v, acetato de celulose/ acetona) e a mistura deixada em repouso
por 12 h. Cinco concentra¢des de 6leo essencial de alecrim, 10, 20, 30, 40 e 50 % (v/p, dleo
essencial de alecrim/ acetato de celulose), foram adicionadas as misturas momentos antes da
produgdo dos filmes, seguindo uma completa homogeneizacdo. Aliquotas da mistura foram
espalhadas em placa de vidro (previamente sanitizada com éalcool 70%) e, apos evaporacao da
acetona, os filmes foram removidos da placa, intercalados entre folhas de papel branco de 75
g.m™ para que ndo houvesse contato entre os filmes, e armazenados em temperatura ambiente
para analises posteriores. Como controle, foram produzidos filmes sem 6leo essencial.

Foram utilizados filmes com espessuras de 25 = 5 um, obtidas pela média de dez

aferi¢cdes em pontos aleatorios dos filmes, utilizando micrémetro Mitutoyo (0-25 mm).

4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DOS FILMES

O procedimento adotado baseou-se no método de disco-difusdo em agar do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003), sugerido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2009) para testes de sensibilidade in

vitro de bactérias aerdbias a agentes antimicrobianos, sendo especialmente eficiente para
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avaliar micro-organismos de crescimento rapido. A adaptacdo foi semelhante ao método
utilizado por Imran et al. (2010), Pranoto, Rakshit e Salokhe (2005) e Rojas-Graii et al.
(2007). As analises foram feitas com 5 repeti¢des, em duplicata.

Foram utilizadas placas de plastico de 140 mm de didmetro, previamente preparadas
com agar Mueller-Hinton. Amostras de 25 g de peito de frango resfriado foram
homogeneizadas em solucdo salina peptonada (1%) tamponada. Aliquotas dessa diluigdo
foram semeadas sobre a superficie do agar com auxilio de swab estéril, obtendo-se contagens
de mesofilos entre 10* ¢ 10° UFC.g" de carne, apos o periodo de incubagdo. Apos inoculaco
foram dispostos, em cada placa, sobre a superficie do agar, seis filmes de 1 cm? (controle e
filmes ativos), previamente expostos a luz ultravioleta (UV) por 2 minutos em ambas as faces.
Em seguida, as placas foram incubadas a 36°C + 1°C por 48 h e as areas sem crescimento
microbiano (%) foram medidas com auxilio de Microscopio Esterioscopio (Leica M250C,

camara DFC 420) e do aplicativo Leica Application Suite V3.

4.3 PROPRIEDADES MECANICAS DOS FILMES

Previamente a analises, os filmes foram condicionados a temperatura de 23°C + 2°C
e umidade relativa de 50% + 10% por 48 h, de acordo com a norma D618-08 da American
Society for Testing and Materials (ASTM, 2008). Para tal, permaneceram em estufa, dentro
de um dessecador com solugdo saturada de nitrato de calcio (SINCLAIR; DHINGRA, 1995
apud MESQUITA; ANDRADE; CORREA, 2001).

Foram analisadas tensdo maxima a tragdo (MPa), elongagdo (%) e o moédulo Young
(MPa) de 5 repeti¢des, em duplicata, de cada tratamento (controle, 10, 20, 30, 40 ¢ 50%, v/p)
medindo 175 mm de comprimento total ¢ 10 mm de largura, a uma velocidade fixada em 12,5
mm/min., com auxilio de texturdmetro TA-XT plus (Stable Micro Systems Texture

Technologies, Godalming, Surrey, Inglaterra), conforme a norma D882-09 (ASTM, 2009).

4.4 EFEITO DOS FILMES NA CONSERVACAO DE CARNE DE FRANGO RESFRIADA

4.4.1 Montagem das bandejas
A camne de peito de frango resfriada foi acondicionada em sacos plasticos de

polietileno e transportada em caixa de isopor com gelo ao laboratorio, onde permaneceu sob
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refrigeracdo (4 £ 1°C) por, aproximadamente, 1 h. Para montagem do experimento foram
utilizadas bandejas de isopor de 28 x 15 cm onde os filmes ativos, preparados conforme
metodologia anteriormente descrita e previamente esterilizados em camara sob luz UV por 2
minutos em ambos os lados, foram intercalados com bife de peito de frango (espessura de 5 a
8 mm) de modo a cobrir ambos os lados das pegas. No tratamento controle o filme ndo foi
utilizado (Figura 4). Foram acondicionados cinco bifes por bandeja totalizando,
aproximadamente, 200 g de carne. As bandejas foram embaladas com filme de PVC —

policloreto de vinila (15 um) e armazenadas sob refrigeragao (2 £ 2°C).

Figura 4. Bandeja coberta com filme (A) para intercalar filmes e
filés (B) e bandeja controle sem uso do filme (C)

Esta etapa foi realizada duas vezes (duas baterias), na primeira foram montadas e
analisadas bandejas com filmes incorporados com 20% (v/p) de o6leo essencial de alecrim,
filmes sem oleo essencial e, também, bandejas sem filme (controle). Na segunda bateria
foram montadas e avaliadas bandejas controle e com filmes incorporados com 50% (v/p) de
6leo essencial de alecrim. Na primeira etapa foram avaliados apenas filmes incorporados com

20% (v/p) de dleo essencial porque os melhores resultados in vitro foram conseguidos com
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esta concentragdo. Uma segunda etapa com filmes incorporados com 50% de o6leo essencial
de alecrim foi realizada ap6s os resultados da primeira etapa de analises sugeriram que
maiores concentra¢des de 6leo essencial seriam necessarias para resultados favoraveis in vivo.

Para cada tratamento foram feitas trés repetigdes.

4.4.2 Andlises microbioldgicas

Em amostras de carne de cada uma das trés repeticoes dos tratamentos foram feitas
contagens de psicrotroficos (log UFC.g™), coliformes totais (log UFC.g"), coliformes
termotolerantes (log UFC.g™") e Staphylococcus coagulase positiva (log UFC.g™) e pesquisa
de Salmonella (presenga ou auséncia), conforme metodologia sugerida pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1993; BRASIL, 2003b). As
analises foram conduzidas nos tempos 0, 3, 6 ¢ 9 dias de estocagem, com excegdo da pesquisa
de Salmonella, realizada no tempo 0 e, por seguranga, no tempo 3, sendo estabelecido que

esta seria repetida no tempo 9 apenas se os resultados no tempo 0 ou 3 fossem positivos.

4.4.3 Determinagdo do valor de pH e anélise de cor

Durante as duas baterias de analise, amostras de carne de cada tratamento tiveram
seu valor de pH (concentracdo de ions hidrogénio) determinado por método eletrométrico
(pHmetro de bancada, marca Logen Scientific modelo LS 300, série 5204) conforme
metodologia sugerida pelo MAPA (BRASIL, 1999). A avaliagdo de cor foi realizada apenas
na segunda bateria de analises, em colorimetro ColorQUEST II (Hunterlab, série 6553), com
Universal Software Versions 3.6, operando no padrdo CIE L*a*b*, onde L* varia de 0 (preto)
a 100 (branco), e a* e b* ndo possuem limites numéricos especificos (HOUBEN et al., 2000).
O sistema operou com iluminante D65 e angulo de 10° (GAYA, 2006), e as aferi¢des foram
feitas diretamente nas pegas. A calibragdo do colorimetro foi realizada previamente as
leituras utilizando padrdo preto, branco e cinza, sendo o branco utilizado, posteriormente,
como padrdo (L* = 94,18, a* = -0,93, b* = 0,48). As analises de pH e cor foram feitas nos

tempos 0, 3, 6 ¢ 9 dias de estocagem nas trés repeticdes, em duplicata.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, em que o numero de

repetigdes e réplicas variou de acordo com a analise (como exposto nos respectivos topicos).
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia, com teste F. Quando significativo no
teste F a 5% de probabilidade, foi aplicado teste Tukey. Para os célculos foi utilizado o

programa Statistical Analysis System 6.0 (SAS, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DOS FILMES

A analise in vitro foi realizada como estudo preliminar, uma vez que constitui um
método qualitativo simples e rapido, se comparado a analise in vivo, (HAMMER, CARSON,
RILEY, 1999) cuja resposta pode inviabilizar estudos em sistemas mais detalhados, ja que se
espera que o resultado obtido in vivo se assemelhe ao obtido in vitro (APPENDINI;
HOTCHKISS, 2002). Na tabela 2 estao apresentados os resultados obtidos in vitro.

Tabela 2. Crescimento microbiano sob filmes ativos a base de
acetato de celulose incorporados com diferentes
concentracdes de 6leo essencial de alecrim.

Tratamento Crescimento microbiano (%) !
Controle 33,42 +16,78 °

Filme 10% 2556 +14,33°

Filme 20% 2,53+2,34°

Filme 30% 2,28+1,83°

Filme 40% 3,56 £4,63°

Filme 50% 1,75+ 1,45°

! Valores correspondem a média + desvio padrdo de cinco repeticdes feitas
em duplicata. Médias com letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados sugerem que para uma agdo significativa sobre os micro-organismos
avaliados € necessaria uma incorporagao minima de 6leo essencial entre 10 e 20% (v/p). Uma
concentracdo minima inibitéria (CIM) pode ser definida como a menor concentracdo
requerida para que o crescimento bacteriano seja completamente inibido apos 48 h de
incubagdo (CANILLAC; MOUREY, 2001) ou, ainda, a concentracdo de 6leo que resulta em
90% de inibigdo in vitro (MOREIRA et al., 2007).

Estudos realizados por Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (1998), Hammer, Carson e
Riley (1999) e Pintore et al. (2002) apontam a CIM de dleo essencial de alecrim, sem
incorpora-lo em filmes, para efeito sobre alguns micro-organismos. Smith-Palmer, Stewart e
Fyfe (1998) avaliaram concentragdes entre 0,005% e 1% contra cinco micro-organismos, trés
Gram positivos e dois Gram negativos, e identificaram que trés deles, um Gram negativo e
dois Gram positivos, também tiveram seu crescimento inibido em concentracdes de até 0,5%.

Hammer, Carson e Riley (1999) utilizaram uma concentracdo maxima de 2% do

6leo essencial, e dos dez micro-organismos avaliados, seis foram inibidos por concentragdes
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iguais ou inferiores a maxima, entre estes, um do género Acinetobacter, um do género
Aeromonas e uma Escherichia coli, todos ja encontrados em carnes (KOCA;
SARIMEHMETOGLU, 2009; SAHA; CHOPADE, 2009; SANTO; RODOLPHO; MARIN,
2007). Pintore et al. (2002) identificaram maior sensibilidade das cepas Gram positivas, sendo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o mais sensivel, com CIM de 2,5% de 6leo essencial, e a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a mais resistente que, se inibida, a CIM certamente
estd acima da concentracdo maxima em teste, que foi de 4%. Os pesquisadores mencionam
que até mesmo entre plantas da mesma espécie pode haver variagdes na CIM, ja que os
compostos ativos variaram de acordo com a regido em que a planta foi cultivada.

Nao houve formagdo de halos de inibi¢do ao redor dos filmes (Figura 5), o que
sugere a nao difusdo dos agentes antimicrobianos pelo agar, como observado por Imran et al.
(2010), em estudo com filmes a base de derivados de celulose incorporados com nisina. Por
estes resultados nao se pode afirmar que ndo houve atividade antimicrobiana, ja que esta pode
ocorrer sem migracdo dos compostos ativos, resultando em uma inibicdo dos micro-
organismos em contato direto com a superficie do filme, como em estudo realizado por
Brody, Strupinsky e Kline (2001 apud Pranoto, Rakshit e Salokhe, 2005) com filmes de
quitosana. Segundo Cagri, Ustunol e Ryser (2001), uma intera¢do entre grupamentos do
polimero e os compostos ativos do agente incorporado pode reduzir ou até¢ impedir a migragado

de compostos ativos para o sistema.

Figura 5. Crescimento de micro-organismos mesofilos sob os filmes apos 48 h de incubagéo
a 36°C £ 1°C, sendo A = controle, B = 10%, C = 20%, D = 30%, E = 40%, F = 50%
(v/p) de 6leo essencial de alecrim.
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Embora sem formacéao de halos de inibicdo, o crescimento microbiano sob os filmes
foi significativamente menor (p<0,05) naqueles incorporados com 20, 30, 40 e 50% de o6leo
(v/p), sugerindo que houve algum tipo de inibi¢do sob os mesmos. Melo et al. (2006) indicam
que as zonas de inibicdo devem ser medidas a partir do centro do filme, ou seja, consideram a
area sem crescimento sob os filmes como resultado de alguma inibigao.

Os resultados in vitro também apontam que o efeito ndo se mostrou proporcional a
concentracdo do oleo, ja que entre os filmes incorporados de 20, 30, 40 e 50% (v/p) ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre as respostas. Sugere-se que o efeito maximo pode
ter sido alcangado ja nos filmes incorporados com 20% (v/p) de 6leo ou, entdo, que
concentragdes acima de 50% sejam requeridas para um aumento significativo na resposta.
Estudos realizados por Bozin et al. (2007) e Pranoto, Rakshit e Salokhe (2005) corroboram
com estas hipoteses.

Bozin et al. (2007) analisaram o 6leo essencial de alecrim em concentracoes de 20 ¢
50%. Os pesquisadores testaram os efeitos de cada uma das duas dilui¢des sobre 13 cepas
bacterianas e os dados obtidos mostraram que as inibi¢des causadas pelas duas concentragoes,
se avaliadas globalmente, parecem nao diferir, pois embora os autores ndo tenham submetido
os dados a analise estatistica, as médias das zonas de inibi¢do das duas concentragcdes parecem
semelhantes (20,5 mm com 20% e 24,4 com 50%).

Pranoto, Rakshit e Salokhe (2005), ao avaliarem filmes a base de quitosana
incorporados com quatro diferentes concentragdes de sorbato de potassio, identificaram
aumento na atividade inibitoéria quando a concentracdo de sorbato de potassio passou de 50
mg/g para 100 mg/g, mas a partir desta ndo houve melhora significativa na resposta, mesmo
quando incorporados com 150 mg/g ou 200 mg/g. Segundo os autores, isto pode ter ocorrido
porque o polimero possui uma capacidade maxima de transporte de grupos funcionais para o
sistema.

Os dados publicados por Bozin et al. (2007) também sugerem que alguns micro-
organismos, por caracteristicas proprias, sejam resistentes aos agentes ativos do o6leo, ou
requeiram maiores concentragdes para sua inibicdo, pois os pesquisadores identificaram que
duas cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 e IPH-MR) foram resistente as duas
concentragdes (20 e 50%). Pode ter ocorrido algo semelhante no sistema teste, o que
explicaria a inibi¢do parcial do crescimento sob os filmes, mesmo sob aqueles incorporados
com 50% do o6leo essencial. Alguns trabalhos onde a inibi¢do do 6leo essencial foi avaliada
em concentracdo absoluta (100%) também confirmam esta hipotese, como o estudo realizado

por Gachkar et al. (2007), que apontou atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim
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variando de boa a moderada, sendo que a Escherichia coli ATCC 25922 e a Listeria
monocytogenes PTCC 1298 se mostraram mais sensiveis ao Oleo essencial que a
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Entretanto, Trajano et al. (2009) encontraram um baixo
indice de inibi¢do, j4 que entre as dez cepas em teste, apenas uma foi sensivel ao o6leo
essencial de alecrim em concentragdo absoluta.

Neste experimento, as placas foram avaliadas apos 24 h de incubagdo, mas, 0
crescimento ndo se mostrou aparente, sendo necessarias 48 h para um crescimento visivel por
toda a placa (Figura 6), conforme sugere Appendini e Hotchkiss (2002). A atividade
antimicrobiana dos filmes foi avaliada frente a microbiota natural de amostras de peito de
frango resfriado, enquanto grande parte das publicacgdes trata de estudos com cepas isoladas,
isto €, uma unica espécie (subespécie ou sorovar) de micro-organismos em cada placa teste.
Pela grande variedade de cepas que podem ser encontradas na carne de frango (JAY, 2005;
MEAD, 2004, PEPE et al, 2006; SILVA; DUARTE, 2002), o uso da diluicio 107
possibilitou testar uma mesma amostra de filme contra varios micro-organismos ao mesmo
tempo, semelhante a situagdo encontrada no alimento, como foi feito por Ponce et al. (2008)
ao analisarem a atividade antimicrobiana de filmes incorporados de oleoresina de diversas
plantas, entre elas o alecrim, sobre a microbiota nativa de abdbora (Cucurbita moschata

Duch).

Figura 6. Crescimento microbiano em uma das placas com agar Mueller-Hinton
inoculadas com micro-organismos meso6filos, sobre a qual foram alocadas as
amostras de diferentes filmes. Trata-se do momento da leitura, apés 48 h de
incubagdo a 36°C £ 1°C.
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Seydim e Sarikus (2006) incorporaram diferentes concentracdes de dleo essencial
de alecrim em filmes comestiveis a base de proteina de soro de leite e obtiveram resultados
opostos aos encontrados neste experimento, ja que os filmes ndo exibiram qualquer atividade
antimicrobiana sob os micro-organismos. Possivelmente, tais resultados devem-se a varios
fatores, como a utilizag¢do de filmes comestiveis € ndo a base de celulose, onde as interagdes
quimicas entre os compostos ativos e o polimero podem ter reduzido o efeito inibitorio
(PRANOTO; RAKSHIT; SALOKHE, 2005); o método utilizado para a produgdo dos filmes,
jé que os pesquisadores fizeram uso de calor, o que pode ter inativado alguns dos agentes
ativos (COMA, 2008); as baixas concentragdes de 6leo utilizadas; ao procedimento escolhido
para a analise, ja que o grau de inibi¢do in vitro depende das particularidades do método
utilizado (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999) e a contagem de micro-organismos, uma vez
que os pesquisadores utilizaram uma contagem inicial de 10 UFC.mL", o que pode ter

excedido a capacidade inibitoria dos compostos no filme (PONCE et al., 2008).

5.2 PROPRIEDADES MECANICAS DOS FILMES

A Figura 7 mostra o comportamento dos pardmetros tensdo maxima e elongacdo de
todos os tratamentos, durante as andlises. Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados de

tensdo maxima, elongacdo e moédulo Young dos filmes a base de acetato de celulose.

75

c (MPa)

£ (%)

—— Controle Filme 10% Filme 20% Filme 30% Filme 40% Filme 50%

Figura 7. Curvas de tensdo/elongacdo de filmes ativos a base de acetato de
celulose incorporados com 0, 10, 20, 30, 40 ou 50% (v/p) de 6leo essencial
de alecrim, obtidas a partir de testes de tracdo.
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Tabela 3. Resisténcia a tragdo (MPa), modulo Young (MPa) e elongagdo (%) dos filmes
ativos a base de celulose incorporados com diferentes concentragdes de oleo
essencial de alecrim e controle.

Tratamento Tensdo maxima * Mobdulo Young ! Elongacgao !
Controle 57,5+6,6% 33,1 £39% 6,70 +3,0°
Filme 10% 70,9+4,0° 36,3+22% 7,81+£29%
Filme 20% 65,6 +3,1 % 32,6 +24° 10,62 +3,8°
Filme 30% 63,4+84" 27,5+28°¢ 10,35 +3,3%
Filme 40% 60,8 + 4,0 ™ 28,0+2,1° 9,49 +3,1°
Filme 50% 523+3,49 232+1,7¢ 9,09 +3,4%

! Valores correspondem a média de cinco repetigoes, em duplicata. Médias com letras iguais ndo apresentam
diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A incorporagdo de 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em filmes
de acetato de celulose promoveu variagdes significativas (p<0,05) na tensdo maxima, isto &,
na resisténcia maxima oferecida pelos filmes quando submetidos a tracdo. O modulo Young,
que mostra a rigidez dos filmes, também variou significativamente (p<0,05) com a
incorporagdo de 6leo essencial, enquanto a elongacdo, que mostra a capacidade do filme de
esticar antes de romper, variou entre os resultados, mas, a variacdo ndo se mostrou
significativa (p>0,05) pela andlise estatistica aplicada.

Inicialmente, a incorporagdo de 10% (v/p, 6leo essencial de alecrim/ acetato de
celulose) aumentou consideravelmente a tensdo maxima do filme, de aproximadamente 57,5
para 70,9 MPa. Porém, a medida que a concentracdo aumentou, observou-se a redugdo
gradual da tensdo, que atingiu valores em torno de 52,3 MPa com 50% (v/p) do 6leo essencial
de alecrim incorporado. O aumento na tensdo maxima suportada pelos filmes pode estar
relacionado a uma possivel interacdo entre as cadeias do polimero e os componentes do dleo
essencial, formando uma estrutura mais resistente a tragdo, e resultados semelhantes
encontrados por Kechichian et al. (2010), Moraes et al. (2007) e Ojagh et al. (2010)
corroboram com esta hipotese.

Kechichian et al. (2010) incorporaram até 0,2% de oleo essencial de laranja em
filmes a base de fécula de mandioca e identificaram um aumento na tensdo maxima dos
filmes. Moraes et al. (2007) ao incorporarem 7% de acido soérbico em filmes a base de
celulose identificaram que os mesmos apresentaram maior resisténcia que o controle. Ojagh et
al. (2010) incorporaram concentracdes entre 0,4% e 2% de o6leo essencial de canela em filmes
a base de quitosana e também obtiveram amostras mais resistentes. De acordo com estes
ultimos, houve uma forte interagdo entre o polimero e os componentes do 6leo essencial,
resultando em ligagdes cruzadas que reduziram a mobilidade molecular na matriz. No estudo

realizado por Ojagh et al. (2010), a incorporagdo de 6leo essencial de canela aumentou a
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resisténcia a tracdo e reduziu a elongacdo, o que aconteceu, provavelmente, pela formacao de
estrutura compacta nestes filmes, que reduziu sua flexibilidade.

A redugdo gradativa na resisténcia dos filmes a partir da incorporacdo de 20% de
6leo essencial (v/p), por sua vez, pode estar relacionada a substituicdo exagerada dos
polimeros pelos componentes do 6leo, € na medida em que se aumentou a concentracdo de
oleo essencial esta substitui¢ao foi cada vez mais acentuada, resultando em uma matriz menos
resistente. Batista, Tanada-Palmu e Grosso (2005), ao incorporarem acido laurico em filmes a
base de pectina identificaram ligeiro aumento na tensdo dos filmes quando a concentracdo de
acido laurico passou de 6% para 12%, mas, quando a concentragdo passou a 18% houve uma
reducdo na resisténcia dos filmes. Em outro estudo, Arvanitoyannis, Psomiadou ¢ Nakayama
(1996) verificaram que a incorporacdo de uma grande quantidade de plastificante resultou em
uma interacdo excessiva de compostos com a matriz dos filmes, enfraquecendo-a e resultando
em uma baixa resisténcia a tragcdo. Yang e Paulson (2000) também apontam que a partir de
certa substituicdo de polimeros por lipideos na matriz a tensdo suportada pelo filme tende a
reduzir.

Os filmes a base de acetato de celulose incorporados com 6leo essencial de alecrim
de tensdo maxima entre 70,4 MPa (10%, p/p) e 52,3 MPa (50%, p/p), mostraram resisténcia
semelhante a filmes a base de quitosana incorporados com de 6leo essencial de melaleuca
(Melaleuca alternifolia). A incorporagdo de 0,5% (p/p) de 6leo essencial de melaleuca
resultou em filmes com resisténcia maxima de 75 MPa, que reduziu para 72 MPa com a
incorporagdo de 1% (p/p) de 6leo essencial e para 54 MPa com a incorporacao de 2% (p/p) do
mesmo 6leo (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010). Os valores mostram, também, que filmes
a base de celulose incorporados com 6leo essencial de alecrim sdo mais resistentes que filmes
a base de polietileno, cujos valores de tensdo maxima estdo entre 6 e 45 MPa (COUTINHO;
MELLO; SANTA MARIA, 2003; GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY, 2006; GOMES, 2006;
THARANATHAN, 2003) e filmes a base de proteinas de soja ou de gluten, cujos valores
estdo entre 1,79 e 8,4 MPa (RHIM, 2000; TURE et al., 2009).

O filme mais resistente a tracdo foi, também, o que apresentou maior rigidez. O
comportamento dos filmes quanto ao médulo Young foi semelhante a tensdo maxima, isto &,
aumento inicial da rigidez, com posterior reducdo a medida que se aumentou a concentragdo
de o6leo essencial, e comportamento semelhante foi observado em estudo realizado por Ture et
al., (2009) em filmes a base de metilcelulose incorporados com diferentes concentracdes de
natamicina e extrato de alecrim. Ja reducdo de rigidez a partir do acréscimo de 20% (v/p) de

6leo essencial de alecrim, em relagdo aos filmes incorporados da menor concentracdo de 6leo
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essencial (10% p/v), possivelmente deveu-se a sua influéncia na interagdo das cadeias da
matriz polimérica. Lima et al. (2007) citaram que a incorporagdo de 30% de sorbitol em
filmes a base de alginato de sodio reduziu as interagdes polimero-polimero, resultando em
uma diminui¢do significativa no moddulo de elasticidade. No estudo conduzido por estes
pesquisadores, rigidez e resisténcia apresentaram comportamentos semelhantes, ¢ quando
houve reducdo em um destes parametros, o mesmo foi observado no outro.

Os valores de modulo Young, que variaram de 36,3 MPa para filmes incorporados
com 10% de 6leo essencial de alecrim (v/p) a 23,2 MPa para filmes incorporados com 50%,
foram menores que os encontrados em filmes a base de metilcelulose incorporados com 1,5%
de extrato de alecrim (v/p) e de 1 a 2% de natamicina (p/p), préximos ao encontrado em
filmes a base de proteina de soja e glicerol (60/40 e 50/50 p/p, proteina de soja/glicerol) e
maiores que o observado em filmes a base de amido de quinoa (Chenopodium quinoa)
incorporados com 21,2% (p/p) de glicerol. Os filmes a base de metilcelulose mostraram
valores entre 272,46 e 462,22 MPa (TURE et al., 2009), filmes a base de proteina de soja e
glicerol valores entre 12,5 e 36 MPa (GUERRERO et al., 2010), e os filmes a base de amido
de quinoa valores entre 3,53 a 5,65 MPa (ARAUJO-FARRO et al., 2010). Segundo Gomes
(2006), quanto maior o modulo Young, maior a tensdo necessaria para produzir uma
deformacao, o que caracteriza filmes mais rigidos.

Embora tenha havido variacdes significativas na resisténcia a tragdo e na rigidez dos
filmes incorporados com oOleo essencial de alecrim, ndo foram observadas variagoes
estatisticamente diferentes no percentual de elongac¢do. De acordo com Pranoto, Rakshit,
Salokhe (2005) variagdes na resisténcia dos filmes durante os ensaios de tragdo nem sempre
sdo acompanhadas de variagdes na elongagdo. Os pesquisadores incorporaram 6leo essencial
de alho em concentragdes variando entre 100 e 400 pl/g em filmes a base de quitosana, e
identificaram que a resisténcia a tragdo caiu a medida que maiores concentracdes de 6leo
eram incorporados, mas, o percentual de elonga¢do foi 0 mesmo para todos os filmes.

Estudo realizado por Santiago-Silva et al., (2009), também com filmes a base de
acetato de celulose, mostrou que a deformagdo ndo variou significativamente com a
incorporagdo de 25 ou 50% (p/p) de pediocina. Os pesquisadores ndo calcularam a elongacdo
(%) dos filmes, mas ¢ possivel uma comparagdo de dados a partir da deformagdo (mm).
Segundo eles, filmes a base de acetato de celulose, sem incorporagdo de qualquer composto,
apresentaram 1,70 mm de deformagdo, enquanto no aqui apresentado os valores foram de
8,38 mm (o que representou 6,7% de elongagdo). Essa diferenca pode estar relacionada, como

citam Appendini e Hotchkiss (2002), a espessura dos filmes, uma vez que os Santiago-Silva et
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al., (2009) analisaram amostras com espessura média de 82 um, frente aos 25 £ 5 um das
amostras analisadas neste experimento.

Supde-se que as interagdes entre o polimero e os componentes do 6leo essencial de
alecrim foram suficientes para tornar alguns filmes mais resistentes e mais rigidos, mas nao
facilitaram nem dificultaram o movimento das cadeias, de modo que ndo alteraram a
elongagdo. Em estudo realizado com filmes a base de amido incorporados com glicerol, os
pesquisadores sugeriram a formac¢do de uma matriz menos densa que, quando sob tensdo, se
movimentou com mais facilidade (MALI et al., 2005). Atarés et al. (2010) encontraram que, a
medida que aumentavam a concentracdo de 6leo essencial de canela em filmes a base de
proteina de soja a tensdo era reduzida, mas, a elongacdo ndo sofria variagdes, possivelmente
porque os lipideos ndo sdo capazes de formar uma matriz coesa e continua, de modo que
podem até haver interagdes, mas o tipo de interagcdo que ocorre ndo favorece a elongacao.

Os valores de elongacdo encontrados neste experimento (6,70 a 10,62%) sao
semelhantes aos apontados por Gemili, Yemenicioglu e Altinkaya (2009) para filmes a base
de acetato de celulose incorporados de com agua e lisozima. Os pesquisadores apontam que a
elongagdo variou entre 1,4 £ 0,55% para filmes 5/13,5/1,5 (p/p, acetato de
celulose/agua/lisozima) e 12,0 = 1,58% para filmes 15/5/0. Os valores também estdo
proximos aos apontados por Garcia, Pinotti e Zaritzky (2006) para filmes a base de celofane
(14,4 + 2,4%), e sdo inferiores ao que ¢ encontrado para filmes de polietileno de baixa
densidade, cuja elongacdo pode variar entre 54 ¢ 965% (COUTINHO; MELLO; SANTA
MARIA, 2003; GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY, 2006; GOMES, 2006; THARANATHAN,
2003).

5.3 EFEITO DOS FILMES NA CONSERVACAO DE CARNE DE FRANGO RESFRIADA

Com base no exposto por Appendini ¢ Hotchkiss (2002) espera-se um resultado in
vivo semelhante ao encontrado in vitro, sendo assim, os resultados das andlises in vitro
mostraram ser viavel testar filmes a base de acetato de celulose incorporados com dleo
essencial de alecrim em concentragcdes de 20 a 50% (v/p), em carnes. Para economia de
matéria-prima e conseqiiente reducdo de custos, a concentra¢do de 20% (v/p) foi, obviamente,
a primeira escolha.

Os resultados das contagens de psicrotroficos, coliformes totais, coliformes

termotolerantes ¢ Staphylococcus coagulase positiva e a pesquisa de Salmonella em amostras
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de peitos de frango embaladas sem filmes (controle), com filmes sem incorporagdo de 6leo
essencial de alecrim (filme 0%) ou com filmes incorporados com 20% (v/p) de 6leo essencial

(filme 20%) estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Atividade microbiana (log UFC.g") na carne de frango submetida aos tratamentos
(controle, filme 0% e filme 20%), nos tempos 0, 3, 6 ¢ 9 dias de estocagem, a 2 +

2°C.
Microrganismo  Tratamento Tempo !
0 3 6 9

Psicrotroficos  Controle 54552 6,61 *° 7,57 ¢ 8,99 Ad

Filme 0% 54582 6,59 4° 7,524¢ 8,74 14

Filme 20% 5,451 6,77 %° 7,714 8,59 44
Coliformes Controle 4,401 3,994 3,584 2,324
Totais Filme 0% 4,401 4,394 4,801 5,184

Filme 20% 4,401 4,421 3,364 2,561
Coliformes Controle <1 <1 <1 <1
Termotolerantes Filme 0% <1 <1 <1 <1

Filme 20% <1 <1 <1 <1
Salmonella Controle ausente ausente - -

Filme 0% ausente ausente - -

Filme 20% ausente ausente - -
Staphylococcus  Controle <1 <1 <1 <1
coagulase Filme 0% <1 <1 <1 <1
positiva Filme 20% <1 <1 <1 <1

! Os valores correspondem as médias de trés repetigdes. Letras mailsculas expressam tratamento e letras
minusculas expressam tempo. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minascula na linha nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A contagem de psicrotroficos aumentou significativamente (p<0,05) no decorrer do
periodo de armazenamento, mas nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos em nenhum dos tempos, mostrando que, neste sistema alimenticio, uma
concentracgdo de 20% de 6leo essencial de alecrim em filmes a base de acetato de celulose ndao
foi eficiente para reduzir ou evitar o crescimento destes micro-organismos. Sendo a contagem
de psicrotroficos um indicador da vida-de-prateleira de carnes resfriadas (DICKENS;
INGRAM; HINTON JR, 2004; ECONOMOU et al., 2009), o filme ativo a base de acetato de
celulose incorporado com 20% (v/p) de O6leo essencial de alecrim ndo contribuiu
significativamente para estender a vida-de-prateleira das amostras.

A contagem de coliformes totais ndo variou significativamente entre os tempos
(p>0,05), provavelmente pela temperatura utilizada ter exercido, por si s6, um controle sobre
o crescimento destes micro-organismos (MAROSO, 2008). Também nao houve interferéncia

significativa dos tratamentos sobre o crescimento destes coliformes. A auséncia de
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Salmonella e contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva
abaixo de 1 log UFC.g" de peito de frango mostrou a boa qualidade da matéria-prima
utilizada nos testes, em relag@o a estes micro-organismos.

O valor de pH das amostras, que inicialmente foi de 6,08, aumentou com o tempo
de armazenamento, mas, este aumento sé foi significativo (p<0,05) no tempo 9, quando o
valor de pH médio das amostras controle, embaladas com filme 0% e embaladas com filme
20% foram, respectivamente, 6,66, 6,30 e 6,27. Houve, também, no 9° dia, diferenca
significativa entre as amostras controle (p<0,05) e as amostras embaladas com filmes 0% e
20%, sendo que entre estas ultimas ndo houve variagao significativa (p>0,05).

Em alimentos armazenados sob aerobiose e ricos em proteinas ou aminoacidos
livres, como a carne de frango, ¢ comum o aumento no valor de pH a medida que aumenta a
contagem de micro-organismos deteriorantes (BALAMATSIA et al., 2006; KRIZEK et al.,
2004; NTZIMANI et al., 2008), cuja atividade proteolitica resulta em compostos de carater
basico (ANTUNEZ et al., 2006; VINCI; ANTONELLI, 2002), explicando este aumento
significativo no valor de pH. Esta mesma relacdo entre valor de pH e crescimento de
deteriorantes também pode explicar a variag@o entre controle e demais tratamentos no tltimo
tempo, pois, apesar da ndo diferenca significativa (p>0,05) entre as contagens de
psicrotroficos das amostras controle em relagdo as demais, esta foi, no tempo 9,
numericamente maior (1,6 x 10° UFC.g" no controle contra 5,5 x 10° UFC.g"' naquelas com
filme 0% e 3,9 x 10° UFC.g" naquelas com filme 20%).

O fato do efeito in vitro obtido com filmes incorporados de 20% de dleo essencial
de alecrim ndo ter se repetido no sistema in vivo pode ser explicado pela influéncia de tempo
de contato, temperatura, pH, sistema alimenticio e concentracdo de dleo essencial. Quanto ao
tempo de contato, ¢ possivel que para uma resposta positiva com o 6leo essencial de alecrim
seja necessario um tempo maior de armazenamento, como descrito em estudo de Moreira et
al. (2007). A necessidade de maior tempo de exposi¢do para uma resposta significativa
poderia inviabilizar o uso de filmes a base de acetato de celulose incorporados com 20% do
6leo essencial em peitos de frangos resfriados e embalados sob aerobiose, ja que a vida-de-
prateleira destes produtos ¢, naturalmente, curta, exigindo tratamentos cuja resposta seja
répida.

A temperatura de armazenamento pode interferir na migracdo dos agentes do filme
para o sistema, como apontado em estudo realizado por Moreira et al. (2007) com o6leos
essenciais de cravo (Syzygium aromaticum) e uma planta conhecida como arvore de cha ou

melaleuca (Melaleuca alternifolia) em espinafre e carne cozida, em que a atividade inibitoria
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dos oleos essenciais foi maior sob temperatura entre 20 e 22° C que sob refrigeragdo (8-10°
C). No caso do experimento, os resultados in vitro sugerem a ndo migra¢do dos compostos do
filme, sendo assim, a temperatura ndo deve, no sistema alimenticio em andlise, ter interferido
negativamente. Além disso, para Smith-Parker, Stewart e¢ Fyfe (1998), nem sempre
temperaturas de refrigeracdo reduzem a atividade inibitoria dos 6leos essenciais, sendo que
em alguns casos a influéncia pode ser até positiva, e isso depende do 6leo essencial.

Por outro lado, baixas temperaturas de armazenamento poderiam interferir no efeito
antimicrobiano dos filmes se, em fungdo deste pardmetro, ocorresse alguma alteracdo
significativa na estrutura dos filmes que impedisse a agdo dos agentes ativos sobre os micro-
organismos. Em temperaturas muito abaixo da temperatura de transigdo vitrea (Ty) nota-se
que as cadeias poliméricas sdo imobilizadas, o que reduz a mobilidade das moléculas
(MENDIETA-TABOADA; CARVALHO; SOBRAL, 2008), uma vez que o polimero esta se
comportando como um material vitreo e, por isso, rigido (CASSU; FELISBERTI, 2005).

Bonzanini ¢ Gongalves (2006) encontraram que a T, para filmes de acetato de
celulose ¢ 145°C, que aumentou em 20°C com a incorporagdo de argila montmorilonita sodica
nos filmes. Por sua vez, Cercend, Andreani e Soldi (2009) encontraram um valor de T, de
194°C, que com a incorporagdo de diferentes farmacos nos filmes, reduziu significativamente
para todos os tratamentos, sendo que quanto maior a concentracdo de farmaco nos filmes,
menor a Ty, sendo o valor minimo encontrado de 100°C quando da incorporagdo de 30% de
acido salicilico. Diante de valores tdo altos de T, pode-se sugerir que, seja sob temperaturas
de 36°C + 1°C (ensaio in Vvitro), seja sob temperaturas de 2 & 2°C (ensaio in vivo) todos os
filmes ja estariam em seu estado vitreo. A analise in vitro dos filmes incorporados de 6leo
essencial de alecrim sugere que ndo houve migragdo dos agentes ativos pelo agar, assim, se ja
sob temperaturas de 36°C + 1°C ndo houve movimentagdo dos agentes, uma redugdo na
temperatura ndo teria maiores influéncias sobre a acdo dos filmes.

O pH do sistema também pode afetar a atividade dos agentes ativos. Segundo Han
(2000), o pH pode alterar o grau de ionizacdo (dissociagdo/ associag@o) de alguns compostos
ativos e, consequentemente, sua atividade, o que, nem sempre, ¢ algo negativo. Gutierrez,
Barry-Ryan e Bourke (2008) em estudo com oOleos essenciais de orégano e tomilho,
identificaram que um valor de pH 5 (acido) favoreceu a atividade destes Oleos essenciais.
Segundo os autores, neste caso, o baixo valor de pH aumentou a hidrofobicidade dos 6leos,
facilitando sua passagem pela membrana das células bacterianas. E valido considerar que no
peito de frango resfriado o valor de pH variou de 5,8 a 6,7 (entre os tempos 0, 3, 6 ¢ 9), saindo

da faixa ideal apontada pelos autores. Sendo assim, € possivel cogitar que, se um baixo valor
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de pH realmente influenciar positivamente a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim, esta influéncia ndo seria vista neste sistema em teste.

Um 1ultimo ponto, e talvez o mais importante a ser considerado, ¢ o sistema
alimenticio em si e, intimamente relacionado a ele, a concentracdo de 6leo essencial nos
filmes. Devlieghere, Vermeiren e Vermeiren (2004) citam que podem ocorrer interagdes entre
0s compostos antimicrobianos e componentes do alimento, como proteinas e gordura, e que
estas interagdes, por sua vez, podem influenciar na eficacia destes compostos. Além de
possiveis interagdes entre compostos ¢ ingredientes, para Moreira et al. (2007), no sistema in
vitro ha o contato direto entre agentes e micro-organismos, sendo que o mesmo pode nio
ocorrer no sistema in vivo. Segundo Burt (2004), ¢ possivel que as moléculas de gordura e/ou
proteina ajam como barreira fisica aos agentes antimicrobianos, protegendo os micro-
organismos da a¢do dos mesmos. Singh et al. (2003), em estudo realizado com hotdogs,
mostraram uma reducdo significativa na atividade antimicrobiana de oleos essenciais de
tomilho e cravo quando o teor de gordura passou de zero para 9% nas formulagdes.

A incorporagdo de 20% de 6leo essencial de alecrim nos filmes foi insuficiente para
um efeito in vivo e alguns estudos apontam que podem ser necessarias concentragdes maiores
de oleo essencial em sistemas alimenticios, devida sua complexidade, para que se consigam
resultados similares ao observado in vitro. Além dos pontos ja levantados em relagdo as
particularidades do sistema alimenticio, Gill et al. (2002) sugerem que uma maior
disponibilidade de nutrientes no sistema alimenticio em relacdo aos meios de cultura permite
que células bacterianas danificadas se recuperem mais rapido, e consequentemente, o
crescimento seria mais efetivo.

Vermeiren, Devlieghere e Debevere (2002) ao avaliarem a atividade antimicrobiana
de filmes incorporados com 1% de triclosan in vitro e in vivo (em peitos de frango embalados
a vacuo e armazenados a 7°C) identificaram que o filme foi efetivo no controle de micro-
organismos psicrotroficos in vitro, mas in vivo o efeito ndo foi significativo. O mesmo
ocorreu com Suppakul et al. (2003), que avaliaram o efeito de filmes de polietileno
incorporados com 1% de triclosan e identificaram que esta concentragao foi suficiente para o
controle de Listeria in vitro, mas ndo foi efetiva em impedir seu crescimento em peito de
frango estocado a 7°C.

Pandit ¢ Shelef (1994) avaliaram a atividade antimicrobiana de o6leo essencial de
alecrim encapsulado tanto in vitro quanto in vivo (linguiga preparada com figado de suino), e
citam que in vivo foi necessaria uma concentragdo 10 vezes maior de 6leo essencial que in

Vvitro para o mesmo resultado. Uhart, Maks e Ravishankar (2006) ao avaliarem os efeitos do
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alho, gengibre e agafrdo contra Salmonella typhimurium DT104 identificaram que o contato
direto dos condimentos com as bactérias era capaz de inativa-las, mas quando os condimentos
eram aplicados em carne moida contaminada com a bactéria a atividade antimicrobiana dos
mesmos era significativamente reduzida.

Diante da hipotese de que uma maior concentragdo poderia ser necessaria no sistema
in vivo uma nova bateria de analises foi conduzida, desta vez com filmes incorporados com
50% (v/p) de o6leo essencial de alecrim (concentragdo maxima avaliada in vitro). Nesta etapa
ndo foram montadas bandejas com filme sem o6leo essencial (0% de alecrim), ja que a
primeira bateria de analises mostrou que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o
controle sem filmes e as amostras onde filmes sem alecrim foram utilizados. Além disso, as
analises foram conduzidas apenas até o tempo 6 de estocagem porque, durante a primeira
bateria de andlises micro-organismos psicrotroficos atingiram uma contagem entre 10’ ¢ 10°
UFC.g" (7 a 8 log UFC.g™") neste tempo, indicando que a carne ja estaria deteriorada a partir
do tempo 6 (DICKENS; INGRAM; HINTON JR, 2004; ECONOMOU et al., 2009). Os

resultados da segunda bateria de analises sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade microbiana (log UFC.g") na carne de frango submetida aos tratamentos
(controle e filme 50%), nos tempos 0, 3 ¢ 6 dias de estocagem, a 2 &+ 2°C.

Microrganismo Tratamento Tempo !
0 3 6

Psicrotroficos Controle <1 52170 6,57°°

Filme 50% <M 4,494 6,86 "
Coliformes Totais  Controle <1 3,84 4° 4,56°

Filme 50% <M 2,621 2,39 %
Coliformes Controle <1 <1 <1
Termotolerantes Filme 50% <1 <1 <1
Salmonella Controle ausente ausente -

Filme 50% ausente ausente -
Staphylococcus Controle <1 <1 <1
coagulase positiva  Filme 50% <1 <1 <1

! Os valores correspondem as médias de trés repeticdes. Letras mailisculas expressam tratamento e letras
minusculas expressam tempo. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minascula na linha nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nesta segunda bateria, as pecas de peito de frango resfriadas apresentaram
contagem inicial de psicrotroficos e coliformes totais baixas (< 1 log UFC.g™"). Segundo
Ceylan e Fung (2004), o nimero de micro-organismos presentes no alimento pode determinar
a atividade de alguns compostos ativos, uma vez que, segundo Ponce et al. (2008) uma

determinada concentragdo de compostos possui uma capacidade inibitéria maxima, e estando
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a contagem de micro-organismos acima desta capacidade o controle no crescimento nao sera
efetivo.

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre controle e tratamento nos
diferentes tempos em relagdo ao crescimento de micro-organismos psicrotréficos, mas, nas
amostras em que foram utilizados os filmes incorporados com 50% de 6leo essencial de
alecrim o crescimento de coliformes totais se mostrou significativamente menor no tempo 6
(p<0,05) em relagdo ao controle.

Santiago-Silva et al. (2009) ao analisarem filmes a base de acetato de celulose
incorporados com 25 ou 50% de pediocina (p/p) identificaram que os tratamentos foram mais
eficientes no controle de Listeria innocua do que de Salmonella sp. em amostras de presunto
fatiado armazenadas a 12 + 1°C. Ja Zinoviadou, Koutsoumanis, Biliaderis (2009)
identificaram que filmes a base de proteina isolada do soro de leite incorporados com 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare sp. Hirtum) foram mais eficientes em controlar
bactérias acido-laticas que pseudomonas. Ambas as pesquisas mostram que ¢ possivel que
filmes ativos incorporados de oleos essenciais sejam mais efetivos contra determinados
micro-organismos que outros, possivelmente pela susceptibilidade que cada um apresenta aos
agentes ativos.

Os resultados mostram que ndo houve uma reducdo na contagem de coliformes
totais, mas sim, um controle no crescimento destes micro-organismos durante a estocagem.
Segundo Quintavalla e Vicini (2002), o controle no crescimento dos micro-organismos por
agentes antimicrobianos pode ocorrer por uma redugdo na taxa de crescimento dos mesmos,
um aumento na fase lag ou mesmo por inativagao direta, por contato, entre os agentes ativos e
0s micro-organismos, sendo assim, € possivel que o tratamento tenha desempenhado pelo
menos um destes papéis.

Nas andlises de coliformes totais ja na fase presuntiva foi observado menor
crescimento bacteriano nas placas incubadas com as diluigdes 10~ ¢ 10™ (utilizadas para a
contagem) de amostras tratadas com filme ativo. As provas confirmativas atestaram o menor
crescimento de coliformes totais nas amostras tratadas com filmes, em que o resultado final
foi uma significativa redug@o na contagem destes micro-organismos (p<0,05). Isso sugere que
filmes com 50% do o6leo essencial podem ser eficientes sobre certos coliformes totais e,
provavelmente, sobre outros micro-organismos, de modo que novos experimentos podem ser
conduzidos, e em outros sistemas alimenticios, para identifica-los.

Stecchini, Sarais e Giavedoni (1993) mostraram ser possivel que concentracdes

eficientes in vitro também o sejam in vivo ao estudarem o efeito de oleos essenciais de
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coentro, cravo, noz moscada ¢ pimenta sobre o crescimento de Aeromonas hydrofila. Os
pesquisadores citam que ndo houve diferenga entre os resultados obtidos in vitro e in vivo
(carne suina cozida), isto ¢, a inibi¢do observada in vitro se repetiu no sistema in vivo para o
micro-organismo em questdo. Além disso, para Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008), a
composi¢do de um sistema alimentar pode interferir na atividade do dleo essencial a ponto
deste ndo ser, ou ser pouco efetivo, em um determinado sistema, mas ser bastante efetivo em
outro. Assim, a atividade do 6leo essencial parece estar relacionada a micro-organismo e
sistema, além de outros fatores como temperatura e tempo de exposigao.

Além da possibilidade de efeitos positivos sob determinados micro-organismos,
parece interessante avaliar maiores concentragdes de 6leo incorporado, haja vista a melhor
resposta diante do aumento da concentragdo utilizada nos filmes. Caso maiores concentragoes
reduzam significativamente o crescimento dos micro-organismos passa a ser importante
avaliar o impacto sobre a aceitabilidade sensorial, j& que o odor e sabor podem se tornar
inaceitaveis, como ocorreu em estudo realizado por Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008)
com oOleo essencial de tomilho e erva cidreira. Segundo Burt (2004), se identificado que
concentragdes muito altas sdo necessarias para um efeito significativo, uma opg¢ao seria o uso
de baixas concentracdes de mais de um o6leo essencial, associando compostos ativos, o que
resultaria em um efeito sinérgico.

O pH, assim como na primeira bateria de andlises, se mostrou relacionado ao
crescimento de micro-organismos deteriorantes, variando entre os tempos. Além das analises
microbiologicas e de valor de pH das amostras, nesta segunda etapa foi feita a analise de cor
para identificar se os filmes, apesar de ndo interferirem (até entdo) no crescimento dos micro-
organismos, interfeririam neste importante atributo de qualidade.

Os resultados deste experimento mostraram que ndo houve variagdo significativa
(p>0,05) nos parametros L*a*b* (comumente utilizados para descri¢do da cor) em momento
algum. A explicagdo mais plausivel ¢ a de que ndo houve oxidacdo lipidica ou formacdo de
metamioglobina significativas durante este periodo, ja que ndo houve variagdo entre controle
e tratamento e, principalmente, no decorrer dos tempos. Alguns autores apontam que
compostos presentes no alecrim possuem agdo antioxidante (BENTAYEB et al., 2007;
FORMANEK et al., 2001; HUSSAIN, 2009; MARIUTTI et al., 2008; SACCHETTI et al.,
2005) e sdo capazes de contribuir para a estabilidade da cor nas carnes, uma vez que evitam a
formagdo de metamioglobina e a oxidagdo lipidica (DJENANE et al., 2003; SANCHEZ-
ESCALANTE et al., 2001).
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6 CONCLUSOES

- A analise antimicrobiana in vitro mostrou que filmes incorporados com 20%, 30%, 40% e
50% foram igualmente eficientes para controlar o crescimento de micro-organismos sob os
mesmos.

- A analise das propriedades mecanicas mostrou que filmes incorporados com as menores
concentragdes de 6leo essencial foram os mais resistentes a aplicacdo de tensdo em tragdo e
também os mais rigidos, ja a elongacdo ndo variou entre os tratamentos.

- O uso de filmes a base de acetato de celulose incorporados com 20% de 6leo essencial nédo
reduziu de maneira significativa o crescimento de micro-organismos psicrotroficos e
coliformes totais na carne de frango resfriada, mas, filmes incorporados com 50% de 6leo
essencial foram eficientes no controle de coliformes totais.

- Os valores de pH na carne de frango ndo variaram significativamente com o uso de filmes
incorporados com o6leo essencial, mas, variaram com o tempo. A cor das amostras de carne
ndo variou nem com o tempo nem com o uso dos filmes.

- Filmes a base de acetato de celulose incorporados com 50% (v/p) de oleo essencial de
alecrim podem ser considerados o melhor tratamento, ja que apresentaram mesma resisténcia
e elongacgdo de filmes a base de acetato de celulose sem 6leo essencial incorporado e possuem
significativa atividade antimicrobiana in vitro contra micro-organismos mesoéfilos de carne de

frango e contra coliformes totais em carne de frango resfriada.
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ANEXO 1 - Certificado de analise do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

da empresa Petite Marie Quimica Fina LTDA.
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