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RESUMO GERAL

DIAS, Marali Vilela. Desenvolvimento e avaliagdo de filmes antimicrolies

incorporados com alil isotiocianato e nanotubo deatbono na conservagéo
de alimentos2010. 85 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dosehitos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

A producdo de alimentos com qualidade e segurdimardar € meta
prioritaria para as industrias alimenticias. Aléas dooas praticas higiénico-
sanitarias, faz-se necessario também o acondicemtamem embalagens
adequadas, para proteger e conservar o produi.tfasialho foi realizado em
duas etapas. Primeiramente, estudou-se o encapsutamio alil isotiocianato
(AIT) e verificou-se sua adequacdo em embalagenssatcom e sem
nanocompostos, por meio da avaliagéwiiro dessas embalagens com relacéo a
SalmonellaCholeraesuis é.isteria innocuapor volatilizacdo e por contato
direto. Na segunda etapa, avaliaram-se os filmesndelvidos aplicando-os em
carne de frango cozida e desfiada inoculada, $aimonellaCholeraesuis, por
meio da reducdo na contagem microbiolégica, alfemqas caracteristicas de
cor e oxidacdo e também as alteragBes nas progeiedaecanicas, estrutural e
difusdo do antimicrobiano do filme para o alimentwrante 40 dias de
estocagem. Os resultados indicaram que o0 desemaitd de filmes
incorporados com AIT é possivel, pois eles inibiramcrescimento dos
microrganismos estudados e sua retencdo pode 8da @om o processo de
encapsulamento cofirciclodextrina e ou uso de nanotubo de carbono (NTC
Diante dos resultados da aplicacédo dos filmes n&ade frango, recomenda-se
a utilizacdo de AIT em concentracbes superiores8%,2combinada com
concentracbes superiores a 0,02% de NTC para seeguan reducao
microbiolégica, controle de oxidacdo e reducdo mdteracdes de cor,
considerando que esses dois fatores ndo influamciaas caracteristicas
mecanicas. Essas embalagens foram eficientes duf@ntias de estocagem,
pois permitiram a difusdo de AIT para o frango respntandgrande potencial
de aplicagdo em produtos alimenticios.

Palavras-chave.embalagem ativa, alil isotiocianato, nhanotubo dbamao.

“Comité Orientador: Dra. Soraia Vilela Borges — UFEMG (Orientadora); Dr Nilda
de Fatima Ferreira Soares — UFV — MG2Dkna Clarissa dos Santos Pires —
UFV — MG.DF. José Ivo Ribeiro JUnior — UFV — MG.



GENERAL ABSTRACT

DIAS, Marali Vilela. Development and evaluation of antimicrobial films
incorporated with allyl isothiocyanate and carbon ranotubes on food
preservation. 2010. 85 p. Dissertation (Master's in Food Scienee)
Universidade Federal de Lavras, Lavtas.

The production of foods with quality and alimentagfety is a priority
goal for the food industries. Besides good hygiesainitary practices, packaging
in appropriate packages is also necessary to pratecto preserve the product.
This work was carried out in two stages. First, #meapsulation of the allyl
isothiocyanate (AIT) was studied and it was vedifies adequacy in active
packagings with and without nanocompounds, thrdbglin vitro evaluation of
those packagings regardif@almonellaCholeraesuis andisteria innocuaby
volatilization and by direct contact. In the secatdge, the developed films
were applied on cooked, shredded chicken inoculatéth Salmonella
Choleraesuis, and evaluated through the reducfieneomicrobiological count,
alterations in the color and oxidation charactessand also the alterations in
the mechanical and structural properties, and #soantimicrobial diffusion
properties of the film to the food, during 40 dayk storage. The results
indicated that the development of films incorpodateith AIT is possible,
because they inhibited the growth of the studiedroarganisms and their
retention can be obtained with the encapsulatiatgss withB-cyclodextrin
and, or the use of carbon nanotubes (CNT). Coriagldghe results of the
application of the films on the chicken, the useAdT is recommended at
concentrations above 28%, combined with CNT comaéinhs over 0.02% to
achieve microbiologial reduction, oxidation conteosid reduction in the color
alterations, considering that those two factorsrditiinfluence the mechanical
characteristics. Those packagings were efficierindu40 days of storage,
because they allowed the diffusion of AIT to théckbn, representing a high
application potential in food products.

Keywords: active packaging, allyl isothiocyanate, carlmamotube.

T Guidance Committe: Dra. Soraia Vilela Borges — URLMG (Adviser); Df. Nilda de
Fatima Ferreira Soares — UFV — MG ?Dhna Clarissa dos Santos Pires — UFV —
MG.Dr°. José Ivo Ribeiro Junior — UFV — MG.



1 INTRODUCAO GERAL

Em 2003, a aquisicdo domiciliar per capita de pd#ofrango foi de
1,050 kg no Brasil e de 1,768 kg na regido sudestey utilizacdo nos mais
diversos pratos, como pizza, salpicéo, salgadietiogtas, entre outros (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2003)

Carne cozida é um produto altamente perecivel, idende prateleira
de aproximadamente 14 a 15 dias, a 40C. O prodessozimento torna a carne
praticamente estéril, mas alguns microrganismos spigrevivem ou Ssao
introduzidos ap6s o cozimento podem facilmente cereg atingir nimeros
elevados de contaminacdo. Contaminagdo pds-cozneeotre principalmente
pelos procedimentos de corte que, juntamente conteraperatura de
armazenamento, afetam a vida de prateleira de caordas (Patterson et al.,
2010).

O uso de embalagem antimicrobiana pode melhoraruaidade
microbiolégica da carne de aves cozidas. Vériodathes utilizando a
tecnologia de embalagens ativas melhoraram a seguedimentar por meio da
reducdo do numero de agentes patogénicos e datlies (Lemay et al., 2002;
Pires et al., 2008, 2009; Santiago-Silva et al0920

Recentemente, a nanotecnologia tem recebido getededo, visando a
sua aplicacdo na area de embalagens para alimantas/ez que as embalagens
constituidas a partir de materiais poliolefinicosbiodegradaveis incorporados
com nanocompostos apresentam propriedades mecaeicatle barreira
melhoradas. O conceito de nanotecnologia tem sendido amplamente no
meio cientifico, buscando criar novos materiaigesedvolver novos produtos e
processos baseados na incorporacdo de nanocompastomtriz polimérica
(Bao & Tjong, 2008; Cho et al., 2009).



Este tipo de aplicacdo € vista como a mais impmtadas
nanotecnologias na area de alimentos para o fpndeamo. Nanoparticulas de
silicato, de prata, magnésio e de argila sdo imragas para aumentar as
propriedades de barreira dos materiais de embald@muawmeester et al.,
2009). As propriedades excepcionais dos nanotubos motivado muitas
pesquisas acerca das propriedades mecanicas dejsithapa base desses
compostos (Herbst et al., 2004; Narayan et al.5200

Um nanotubo de carbono (CNT) caracteriza-se pelgiamento de uma
ou varias folhas de grafeno de forma concéntrica) diametro em dimensées
nanomeétricas, com cavidade interna oca (Zarbin, 7200ndicando a
possibilidade de poder abrigar substancias atbaap antimicrobianos volateis
gue precisam ser encapsulados para serem utiliz&th®o-encapsulamento
envolve incorporacdo, absorcdo ou dispersdo de astogp bioativos em
pequenas vesiculas com nano (ou submicron) didsné@ouwmeester et al.,
20009).

Com relacdo a migracdo desses compostos, maioesi#id necessarios
para chegar a uma afirmacéo conclusiva. Ainda méeen dados disponiveis
sobre a possivel migracdo de nanocompostos emratiméAzeredo, 2009),
principalmente em funcao da falta de métodos paeteccdo de nanoparticulas

em matrizes de alimentos (Bouwmeester et al., 2009)

1.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar embalagens ativas incorpsradamm
antimicrobiano e nanocomposto para a conservagamoritoramento da

qualidade de alimentos.



1.2 Objetivos especificos

= Desenvolver filme incorporado com antimicrobiandatib por
meio de encapsulamento cdghticlodextrina e/ou nanotubo de
carbono.

» Avaliar a eficiénciain vitro dos filmes desenvolvidos sobre
SalmonellaCholeraesuis kisteria innocua

» Estudar alteracbes estruturais dos filmes incodmsracom
antimicrobiano e nanocomposto.

= Aplicar a embalagem antimicrobiana em frango coz&lo
desfiado inoculado con$almonellaCholeraesuis e avaliar a
reducao na contagem microbioldgica, as caractasstie cor e
oxidacdo do frango, e analisar nas embalagenstasgies
mecanicas, estruturais e difusdo do antimicrobigaoa o

alimento.
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CAPITULO 1: Alteragdes estruturais e efeito dos fines antimicrobianos
sobre os microrganismossalmonella Choleraesuis d_isteria innocua



1 RESUMO

O desenvolvimento de sistemas de embalagens aivasa area de
grande importancia na tecnologia de alimentos @lémn de possibilitar a
conservacdo dos alimentos, permite também o delsemento de novos
produtos. Embalagens antimicrobianas se apresectano uma das versdes
mais promissoras de embalagem ativa, pois agenrg@auair, retardar ou inibir
0 crescimento de microrganismos que podem estaemis nos alimentos.
Diante disso, este trabalho foi realizado com @tblg) de estudar a adequacéo
do alil isotiocianato (AIT), encapsulado ou ndo, embalagens ativas com e
sem nanocompostos, por meio da avaliagéwitro dessas embalagens por
volatilizacdo e por contato direto com relacddsamonellaCholeraesuis e
Listeria innocua Avaliaram-se também as alteracdes estruturaisadas pelo
AIT nas bactérias por microscopia eletrénica daesimisséo e a superficie dos
filmes por microscopias de forca atbmica e elet®nde varredura. Os
resultados obtidos sugerem que o desenvolvimenfonakes incorporados com
AIT é possivel e que sua retencdo pode ser obtada o processo de
encapsulamento cofciclodextrina e/ou uso de nanotubo de carbono (NTC
AIT causou danos na parede celular, induzindo aamanto citoplasmatico dos
microrganismos estudados, mostrando ser capazldedrcrescimentan vitro
de Listeria innocua e Salmonella Choleraesuis. Os filmes apresentaram
alteracbes estruturais provocadas pela adicdo de ehicapsulado eng-
ciclodextrina e NTC e também reducédo na liberag@oAll. Os resultados
globais sugerem que esses filmes apresentam gpatetecial como embalagens
antimicrobianas na conservacdo de alimentos, pmigrp ser mais aceitaveis
para os consumidores, em comparacdo com 0 uso mpostos quimicos
sintéticos.

Palavras-chave: embalagem antimicrobiand.isteria innocua Salmonella
Choleraesuis



2 ABSTRACT

The development of active packaging systems is rma &f great
importance in the foods technology that, besidekimgathe conservation of
foods possible, also allows for the developmemey products. Antimicrobial
packaging is one of the most promising versionaatifve packaging, because it
acts to reduce, delay or inhibit the growth of manganisms that can be present
in the foods. Thus, this work was conducted with tibjective of studying the
adequacy of allyl isothiocyanate (AIT), encapsuwater not, for active
packagings with and without nanocompounds, thrangthtro the evaluation of
those packagings by volatilization and direct conteegardingSalmonella
Choleraesuis antisteria innocua The structural alterations caused by AIT in
the bacteria were also evaluated by transmissiectreh microscopy and the
surface of the films by atomic force and scannéhectron microscopy. The
obtained results suggest that the developmentro$ fincorporated with AIT is
possible and that its retention can be obtaindd thie encapsulation process
with B-cyclodextrin and/or the use of carbon nanotubeT(C AIT caused
damage in the cell walls, inducing the cytoplasridakage of the studied
microorganisms, showing to be capable of inhibitthg in vitro growth of
Listeria innocuaand SalmonellaCholeraesuis. The films present structural
alterations provoked by the addition of AIT encdatad inf-cyclodextrin and
CNT and also reduction in the liberation of AlT.€elrglobal results suggest that
those films present great potential as antimiaohbackaging in the
conservation of foods, because they can be moeptadale to the consumers, in
comparison with the use of synthetic chemical cammpis.

Keywords: antimicrobial packagind,isteria innocuaSalmonellaCholeraesuis



3 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, novos materiais desenvolvidopartir de
polimeros naturais tém despertado interesse no mimntifico, por se
apresentarem como alternativa para substituicdqoldsticos derivados de
petréleo que causam impacto negativo ao meio anebiehm exemplo sdo os
plasticos de celulose, que sao polimeros termdi@dstproduzidos por
esterificacdo de celulose de materiais, como algyga#pel reciclado, madeira e
cana-de-agUcar. Esses materiais tém sido utilizpdos aplicacdes em muitas
areas, tais como laminados, filmes opticos, filiéxseis e revestimentos para
farmacos e alimentos (Pranoto et al., 2005; Roratah, 2009).

Além da questdo ambiental, a producdo de alimestos qualidade e
seguranca alimentar é meta prioritaria para assinds alimenticias e, para isso,
as boas praticas higiénico-sanitarias fazem-sesgséras, juntamente com o
acondicionamento do produto em embalagens adequeal@s proteger e
conservar o alimento. Embalagem ativa € um camdeitvador e pode ser
definida como uma interacdo entre embalagem e fwpdom o objetivo de
prolongar a vida util ou melhorar a seguranca e®propriedades sensoriais,
mantendo a qualidade do produto (Soares, 1998)tr@efesse conceito,
destacam-se as embalagens antimicrobianas como damaversdes mais
promissoras de embalagem ativa, que agem paraimecetardar ou inibir o
crescimento de microrganismos que podem estar miessenos alimentos
embalados (Vartiainen et al., 2003).

Dentre os microrganismos de origem alimentar gpeesentam ameaca
para a seguranca do consumidor, podem-seldfigaria ssp. éSalmonellassp.

Listeria spp. € um microrganismo psicotréfico capaz de eresgesmo

em condicdes de refrigeracdo. Além disso, tem matliado que este patdgeno



pode sobreviver em ambientes 4cidos, bem comosé@naia ou em quantidades
muito baixas de oxigénio.

O controle del.. monocytogeneé comum em varios alimentos, como
frango, carne e laticinios e desempenha papel foedil para fins de
seguranca alimentar, devido aos inUmeros focostragos de listeriose, que é
uma doenca altamente letal. A fim de evitar algpreblemas de seguranca
durante estudos com microrganismos tem se optaglgudntemente pela
substituicdo de espécies patogénicas por outrégsiesmao patogénicas que se
comportam da mesma forma do microrganismo de sgereComo exemplo,
tem-seListeria innocua microrganismo nao patogénico tratado no lugar do
patégenoListeria monocytogenegor apresentar comportamento analogo ao
desta (Noriega et al., 2008). Vaz-Velho et al. (30@ostraram quk. innocuae
L. monocytogenesomportam-se de maneira semelhante diante dengatas
com ozdnio e bacteriocinas aplicados a peixe etalidissol. innocuatem sido
utilizada como um substituto pdramonocytogenegor varios autores (Perni et
al., 2006; Noriega et al., 2008; Pinto et al., 2009

Ja o microrganismoSalmonella spp. é responsavel por doencas
gastrintestinais, com o ndmero de casos em todamdmexcedendo a 100
milh6es a cada ano. A infeccdo ocorre geralmenis apngestéo de alimentos,
principalmente os de origem animal, como aves, ,0eite, carne de porco ou
agua contaminados, sendo caracterizada por diaroéiicas abdominais,
nauseas, febre e vomitos (Miko et al., 2005; Hdra&eal., 2005; Andrews-
Polymenis et al., 2009).

Extratos naturais e 6leos essenciaisptintas foram historicamente
utilizados para prolongar a vida de prateleiraatibtando ou melhorando a
qualidade sensorial de alimentos. No entanto, desdelvento de potentes
antibioticos sintéticos, na década de 1950, o esdedivados de vegetais como

antimicrobianos tornou-se quase inexistente. Reomatite, os 6leos essenciais e
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0s extratos de muitas espécies de plantas torrsganapulares (Lopez et al.,
2005; Nadarajah et al., 2005b; Rasoolia et al.6R0@arias substancias, como
acidos organicos, extratos de temperos, 6leos @aiere isotiocianatos, ja
foram incorporadas em materiais de embalagengdaaltes vitro e também em

alimentos, apresentando atividade antimicrobiandresomicrorganismos

deterioradores e patogénicos (Vartiainen et alg32@®@liveira et al., 2007;

Becerril et al., 2007; Pires et al., 2008; Santi§gwa et al., 2009; Guiga et al.,
20009).

O alil isotiocianato (AIT) é um composto volatimfendlico e natural,
encontrado em caule, raiz, folhas e sementes aeaplgertencentes a familia
Crucifereae como rabano, mostarda, couve, brécolis e nabm (&i Tung,
1997). Varios trabalhos relatam sua eficiéncianaiotobiana contra diversos
microrganismos patogénicos, inclusive de origenmetitar, mesmo quando
utilizado em baixas concentragbes (Isshiki et192; Nielsen & Rios, 2000;
Rhee et al., 2002; Nadarajah et al., 2005b; Luc&amtolley, 2009), exercendo
um amplo espectro de inibic&o.

Lin et al. (2000) sugerem que AIT interfere na idide de enzimas
intracelulares essenciais alterando a estruturpmdsinas. Segundaiciano &
Holley (2009), o AIT inibe a catalise de tioredairedutase e acetato quinase,
gue sao responsavgier importantes reacdes metabdlicas em bactériasT @
conhecido também pela sua capacidade de alteraptcéo de oxigénio.
Entretanto, para isso, € necessaria uma quant@tadatimicrobiano maior que
a necessaria para inibir microrganismos (Lin et 2000; Luciano & Holley,
20009).

Vega-Lugo & Lim (2009) investigaram o encapsularoeté AIT no
intuito de desenvolver uma metodologia de incomwadeste antimicrobiano
na proteina isolada de soja e fibras polilaticaguBdo Oliveira & Oliveira

(2004), os japoneses desenvolveram um filme detilelio impregnado de alil-
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isotiocianato encapsulado em um oligossacaridd@a@idlesmo diante dos

excelentes resultados j& adquiridos com a utilzalgsse antimicrobiano, sua
aplicacdo na industria de alimentos é limitada g&r um produto volatil e

pungente, necessitando, portanto, ser mais ineelktig

O conceito de nanotecnologia tem se difundido ameidae e
recentemente tem recebido grande atengéo, visasda aplica¢cdo na area de
embalagens para alimentos, uma vez que as embsalagestituidas a partir de
materiais poliolefinicos ou biodegradaveis, incoagdas com nanocompostos,
apresentam propriedades mecanicas e de barreitonadghs (Bao & Tjong,
2008; Bouwmeester et al.,, 2009). A pequena dimenséo intervalo de
nanoescala, em combinacdo com a composi¢cao quérestrutura superficial,
proporciona aos nanocompostos caracteristicas direcgotencialidade de
aplicacdes em diversas areas (Bouwmeester eDab; 2zeredo, 2009).

Vérias nanoparticulas inorganicas tém sido recodascomo aditivos
para melhorar o desempenho do polimero. Alguns piesndessas particulas
sdo representados por solidos em camadas, nasofilergolimero sintético,
nanocelulose e nanotubos de carbono. Entre esfaagara apenas os soélidos
inorganicos, como argila, tém atraido alguma atndad industria de
embalagens. Esse fato ocorre ndo apenas devidodisponibilidade e ao baixo
custo, mas também devido as suas melhorias sigtiNfic e relativa
processabilidade simples (Sorrentino et al., 2007).

Diante do exposto, este trabalho foi realizado coobjetivo de estudar
0 encapsulamento do AIT e verificar sua adequagéerabalagens ativas, com
e sem nanocompostos, por meio da avaliag&dtro dessas embalagens por
volatilizacdo e contato direto com relacd8amonellaCholeraesuis &isteria
innocua assim como estudar as alteragbes causadas peticesbiano nos

microrganismos e nos filmes.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de bBlagens do

Departamento de Tecnologia de Alimentos da Unidads Federal de Vigosa.

4.1 Planejamento experimental

Foi realizada uma experimentacdo sequencial em apiefatores
estudados foram quantidade e tipo de AIT e quatieidi® NTC, sendo 0s niveis
de AIT avaliados entre 0% e 40%, com variacdo dm% pontos percentuais e
os niveis de NTC fixados em dois pontos: 0% e O(ff). Os tipos de AIT
foram encapsulados (1) e ndo encapsulados (0).p@rimento foi realizado
com duas repeticbes. Na Tabela 1 encontra-se arigigscdos filmes

desenvolvidos.
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TABELA 1 Filmes antimicrobianos desenvolvidos

Filmes AIT (%)

Tipo de AIT  NTC (%)

0
5
10
15
20
25
30
35
40
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0
5
10
15
20
25
30
35
40

N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
N&o encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado
Encapsulado

OO0OO0O000O0O0COsc0000O00O00O
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4.2 Desenvolvimento dos filmes

Os filmes antimicrobianos de base celuldsica fooatidos pela técnica
de casting de acordo com a metodologia descrita por Soat@98j, que
consiste na preparacdo da solucéo filmogénicamieagdo da mesma em um
suporte/molde com o auxilio de maquicasting (K Paint applicator), com
posterior evaporacdo do solvente. O antimicrobianitizado foi o alil-
isotiocianato (AIT, Sigma Aldrich), aplicado na fom ndo encapsulada e
encapsulada segundo método citado por Zhang €2G07). O processo para
encapsular o AIT consistiu, basicamente, de umac8ol de etanol corfi-
ciclodextrina (CD) e AIT agitados em banho de getw 6 horas e posterior
filtracdo em papel filtro. Adicionou-se também dmé nanocomposto nanotubo
de carbono (NTC, Ahwahree Technogy) 0,1% (p/p) ehacéo ao peso do

polimero de celulose (PC).

4.3 Ativacao e preparo do indculo

As bactériasSalmonellaCholeraesuis (ATCC 6539) ldsteria innocua
(ATCC 33090) foram ativadas por duas vezes consasuemTryptic Soy
Broth (TSB - Difco ™, USA) e incubadas a 35%2, por 24 horas. Apés a
incubacdo, os meios foram centrifugados a 3.78pog, 5 minutos, a 5°C
(Centrifuge 4K-15, Sigma, USA). Qmllets celulares foram lavados com agua
peptonada 0,1% e novamente centrifugados nas mesmdides. As culturas
foram ressuspensas em agua peptonada e diluidas absorbancia de 0,3 a um
comprimento de onda de 600 nm, determinada porcesfdmetro (GBC,
UV/ VIS 918, SHIMADZU, Japéo), equivalendo a umantagem de 8 log
UFC'mL™ (Nadarajah et al., 2005b).
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4.4 Teste da atividade antimicrobiana da embalagem porolatilizacéo

Avaliou-se a eficiéncia dos filmes antimicrobiarsmbre os diferentes
microrganismos, seguindo metodologia citada por ezépet al. (2005)
(padronizar). Inoculaaram-se separadamédhkmonellaCholeraesuis (ATCC
6539) eListeria innocua(ATCC 33090), friccionando-se uswabde algodao
estéril umedecido com a suspensdo do inocul® (IFEC'mL™), previamente
preparado, em placas contendo miBigptic Soy Agar(TSA, Difco ™, USA).
Posteriormente adicionou-se o filme produzido (&)ona tampa da placa de
Petri para verificar o efeito por volatilizacdocuibaram-se as placas a 3%32
por 18-20 horas. A fim de simular a embalagem @reaitos, as placas foram
acondicionadas em sacos plasticos de PE/nailoiadose

Depois da incubac¢éo, determinou-se a CMI por meicechbalagem
com menor concentragdo de agente antimicrobianocgusou inibicdo visual

dos microrganismos.

4.5 Teste da atividade antimicrobiana da embalagem parontato direto

Por meio do método de diluicdo avaliou-se o efaitbmicrobiano das
embalagens por contato direto. Adicionaram-se 1@oL inéculo (8 log
UFC'mL™) SalmonellaCholeraesuis (ATCC 6539) ldsteria innocua(ATCC
33090) em caldo Mueller Hinton (MH, Difcd", USA) eBrain Heart Infusion
(BHI, Difco ™ USA), respectivamente, resultando em concentrdeab log
UFCmL™. Posteriormente, colocou-se a embalagem antiniamab(8 crf) e
incubou-se por 18-20 horas a 382 A fim de simular a embalagem de
alimentos, os tubos foram acondicionados em sakissiqns de PE/nailon e
selados.

Determinou-se a concentracdo minima inibitéria (Cidbr meio da

embalagem com menor concentracdo de agente armbi@no que inibiu
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completamente o crescimento dos microrganismostualogs, sem turvacao

detectada a olho nu (Rasoolia et al., 2006).

4.6 Liberacado de AIT

Para quantificar o AIT liberado pelos filmes des#wdos, uma area de
90 cnf de amostra foi colocada em frasco de 10 mL e stibne um
aquecimento de 4@, por 5 minutos, para acelerar a liberacédo dedsTilme.
Com o auxilio de uma seringgstight(Hamilton®), uma aliquota de 10 ul foi
retirada do frasco e injetada no cromatdgrafo a, giplado a um
espectrébmetro de massa (GC/MS — QP 5050, coluna, BRbnadzu Co.,
Kyoto, Japéo) e injetor automatico (Shimadzu Coptl, Japdo). Depois da
injecdo da amostra, as condi¢cdes de operacdo dM&@ram: temperatura
inicial da coluna de 60°C, mantida durante 2 misjusmmento para 90°C a taxa
de 12,5°C.min!, sendo mantida por 45 segundos,°@. 9 temperatura do
injetor era de 250°C e gas hélio foi utilizado cayds de arraste, a um fluxo de
1 mL.min* (Nadarajah et al., 2005a). O resultado foi exgress1 mg de
AIT/100 mL.

Para quantificar o AIT, uma curva padrédo com diftge concentracdes
conhecidas do antimicrobiano foi obtida com o tentigoretencdo de 3,45
minutos.

Considerando o valor de AIT encontrado em 96 dm area de filme,
estimou-se a concentracdo de AIT possivelmentealiizepela &rea utilizada nos
testes de volatilizagdo e por contato direto, imdilo a quantidade de AIT

necessaria para causar inibicdo nos microrganismaosstudo.

4.7 Alteracgdes estruturais nos microrganismos

As alteracfes estruturais causadas pelo AIT nagérms foram
avaliadas por microscopia eletrénica de transmissifivando-se o método de

17



diluicdo citado no item 2.4, em contato com filnees concentragdo minima
inibitéria (CMI) com um tempo menor de incubacacapaermitir o crescimento
dos microrganismos (Rasoolia et al., 2006). As a&massforam preparadas
segundo metodologia citada por Lucas (2009), cogunahs alteracdes. A
analise foi realizada no Laboratério de Ultraesiiaute Microscopia Eletrénica,
no Departamento de Fitopatologia da Universidadiefed de Lavras (UFLA).
Ap6s o periodo de incubagdo, os caldos Muller Hin® BHI foram
centrifugados e as células 8almonellaCholeraesui Listeria innocuaforam
mantidas em fixador Karnovsky, por 24 horas. ApoGstapa de pré-fixacao,
centrifugou-se e eliminou-se o sobrenadante, athcido-se tampao fosfato
salino (Phosphate buffered saline, PBS, Labor8lin, Brasil).

Para facilitar a obtencdo dos cortes, os pelletslaces foram
ressuspensos apos centrifugacdo em agar-agar 2fto'(hi USA), sendo
novamente lavados em tampao PBS (3 vezes porritas) e procedendo-se
a pos-fixacao em tetréxido de 6smio 1% (@sfor 4 horas, em geladeira. Apos
esta etapa, os cortes foram lavados (6 vezes derilios) em agua destilada e,
com acetato de uranila 2%, realizou-se a contr@stag bloco por 12 horas em
geladeira e esses fragmentos foram posteriormavaelds em agua destilada (6
vezes de 10 minutos) e desidratados gradualmeni@amol (30%, 50%, 70%,
80% e 95%, por 10 minutos e por 2 vezes de 15 wsnein alcool 100%). A
seguir, houve a infiltracdo do material na resiparr e etanol, permanecendo
por 12 horas antes de cada amostra ser montadaoklaste polimerizada em
estufa, a 6%, por 24 horas.

Para a ultramicrotomia, os blocos obtidos forambdstados para a
retirada do excesso de resina e, em seguida, sesgieifinas (0,85um) e
ultrafinas (<100nm) foram cortadas utilizando-se ultramicrétomo Reichrt —
Jung (ultracut) com navalha de diamante. Os caitesfinos foram coletados

em grades e pos-contrastados em acetato de uf2#ti)aseguido por citrato de
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chumbo (3%) por trés minutos cada, lavando-os ein sénie de 3 béqueres de
100 mL de agua destilada depois de cada contrastant

As amostras foram examinadas em microscopio eletrorde
transmissédo Zeiss EM 109, utilizando o programay8i& Imager.

4.8 Alteracdes estruturais nos filmes

A superficie dos filmes foi estudada por microsaopletronica de
varredura e de forca atdbmica. Os filmes utilizadessas analises foram os de
concentracdo minima inibitéria (CMI) pagalmonellaCholeraesuis &isteria

innocua

4.8.1 Microscopia eletrénica de varredura

A analise foi realizada no Laboratério de Ultragistra e Microscopia
Eletrdnica, no Departamento de Fitopatologia davéisidade Federal de
Lavras (UFLA). Para a obtengcdo das fotomicrografiasalisaram-se,
aproximadamente, 2 mm dos filmes e por¢des do nbaate carbono e do AIT
encapsulado erfi-ciclodextrina. As amostras foram acondicionadasséumbs
com fita de carbono e banhadas a ouro, por 18tdegumetalizacéo), fixadas
no aparelho e fotomicrografadas. Foi utilizado wscopio eletrdnico de
varredura (modelo LEO EVO 40), com tenséo de aagder de 20 KV.

4.8.2 Microscopia de forca atdbmica

A analise de forca atdbmica foi realizada no Lakisratde Nanoscopia,
no Departamento de Fisica da Universidade Federdighsa (UFV). Os filmes
foram cortados e fixados no suporte de amostraawriio de fita dupla face.
Em seguida, cada amostra foi analisada no Micrascdp Forca Atdmica
modelo NTEGRA marca NT — MDT, operando no modo dmtato
intermitente. Para cada amostra, foram realizagiaeduras de 10 um x 10 um,
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3umx 3 pume 1 pum x 1 um. O software de analisendgens do microscopio
foi utilizado para a determinagdo da rugosidade ianégiadratica de cada

amostra, utilizando-se as varreduras de 3 um x.3 um
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Teste da atividade antimicrobiana da embalagem porolatilizacéo e por
contato direto e liberacédo de AIT do filme
Nas Tabelas 2 a 5 estéo listados os filmes qué&anibo crescimento
microbiano (CMI) paraSalmonella Choleraesuise Listeria innocua por
volatilizacéo e por contato direto, respectivameatguantidade de AIT liberado
dessas embalagens e a concentracdo estimada deeA€Esaria para causar

inibicdo dos microrganismos em estudo.

TABELA 2 Concentracdo minima inibitéria (CMI), expressa emncpntagem
de AIT adicionada ao filme par&almonella Choleraesuis por
volatilizacdo, teor de AIT liberado pelos filmescencentragcdo em
ppm estimada de AIT para causar inibi¢&o.

CMI por

: . NTC L mg ppm
Filmes Tipo de AIT (%) vokall_tlll|(2023;ao AIT/100mL  (mL/mL)
5 N&o encapsulado 0 20 294,182 258,14
23 N&o encapsulado 0,1 20 213,586 187,42
16 Encapsulado 0 30 193,499 169,79
34 Encapsulado 0,1 30 152,771 134,05

TABELA 3 Concentracdo minima inibitéria (CMI), expressa emncpntagem
de AIT adicionada ao filme para Listeria innocua polatilizagéo,
teor de AIT liberado pelos filmes e concentracéopgm estimada de
AIT para causar inibicdo.

Filmes Tipo de AIT NTC vc;:e'::li:ifgréo mg ppm
(%) T (%‘)? AIT/100mL  (mL/mL)
9 N&o encapsulado 0 40 356,923 294,77
26 N&o encapsulado 0,1 35 342,756 300,76
18 Encapsulado 0 40 230,543 202,28
36 Encapsulado 0,1 40 223,805 196,38
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TABELA 4 Concentracdo minima inibitéria (CMI), expressa emncpntagem
de AIT adicionada ao filme pafalmonellaCholeraesuis por contato
direto, teor de AIT liberado pelos filmes e concagio em ppm
estimada de AIT para causar inibicéao.

CMI por contato

i i i mg ppm
Filmes Tipo de AIT NTC Aclzl_:_r%t)/c;) AIT/100mL (mL/mL)
2 N&o encapsulado 0 5 135,197 118,63
20 N&o encapsulado 0,1 5 85,567 75,08
13 Encapsulado 0 15 119,927 105,23
30 Encapsulado 0,1 10 47,736 41,88

TABELA 5 Concentracdo minima inibitéria (CMI), expressa emncpntagem
de AIT adicionada ao filme patasteria innocuapor contato direto,
teor de AIT liberado pelos filmes e concentracaopgmm estimada
de AIT para causar inibicao.

Filmes Tipo de AIT NTC cor?t';/ltlop(;)i:eto mg bpm
P (%) AIT (%) AIT/100mL  (mL/mL)
5 N&o encapsulado 0 20 294,182 258,14
26 N&o encapsulado 0,1 35 342,756 300,76
17 Encapsulado 0 35 209,206 183,57
36 Encapsulado 0,1 40 223,805 196,38

A CMI para SalmonellaCholeraesuidoi sempre inferior a CMI da
Listeria innocua Estudos mostram que bactérias gram-negativasnsiie
sensiveis que bactérias gram-positivas quando didawme ao AlT,
provavelmente, devido a maior espessura da pamddiarcdas bactérias gram-
positivas (Lin et al., 2000).

Filmes com AIT encapsulado exigem uma CMI| maiontdapor
volatilizacdo quanto por contato direto, quando parada com os filmes
elaborados com AIT ndo encapsulados. O processndadgsulamento diminui a
liberacdo de AIT quando se compara a quantidadmtimicrobiano dos filmes
nao encapsulados e encapsulados, independentetiaeotecentracdo utilizada

nos filmes. Chacon et al. (2006) avaliaram difeasncna atividade
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antimicrobiana de AIT, quando usado como gas, dimuu microencapsulado

contra E. coli O157:H7 em &gar e sistemas alimentares. Estesreauto
concluiram que um nivel maior inicial de AIT foi qessario quando foram

utilizadas microcdpsulas em relacdo a volatilizago espaco vazio da

embalagem para se ter 0 mesmo efeito bactericida.

Analisando o teor de AIT liberado pelos filmes, cermem NTC, e com
a mesma concentracéo de AIT (5 e 23; 16 e 34;@ &&e 36; 2 e 20), observa-
se que os filmes com NTC liberaram menor quantiddeleantimicrobiano,
indicando que o nanocomposto utilizado, assim corancapsulamento, auxilia
na retencdo de AIT, ou seja, ocorre uma liberag@oluzl, o que € mais
desejavel por prolongar o seu efeito, protegendo, ym periodo maior de
tempo, o alimento que possa ser embalado com esgrdagens.

A dispersao uniforme das nanoparticulas leva a mmatiz de grande
area interfacial, que muda a mobilidade molecwaefedo, 2009), o que pode
interferir na liberacdo do antimicrobiano. Seguriglmo & Tjong (2008), a
incorporacdo de NTC em filmes de polipropileno midm a mobilidade da
cadeia polimérica. Além disso, os nanotubos de ocarb devido ao
entrelacamento de dezenas e centenas de tubosdiraiey que sdo aderidos
(ligados) uns aos outros como resultado das fateagracdo de Van der Waals,
formam poros agregados que séo capazes de forgeamedes superficies
externas que podem imobilizar substancias (Upadhaast al., 2009).

Lin et al. (2000) encontraram valores de CMI de AdaraListeria
monocytogeneg SalmonellaTyphimurium na fase liquida de 197 e 99 ppm
(v/v). Esses valores sao intermediarios aos eratodrneste estudo para causar

inibicdo deListeria innocuae SalmonellaCholeraesuis por contato direto.
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5.2 Alteracdes estruturais nos microrganismos

Na Figura 1 sédo ilustradas as fotomicrografias m@asmissdo de

SalmonellaCholeraesuigA) e Listeria innocuaB).

e .

FIGURA 1 Fotomicrografia de transmissdo dos in6culos testéiau
SalmonellaCholeraesuigA) e Listeria innocudB).

Nas imagens A e B (Figura 1) encontram-se os indad¢Salmonella
Choleraesuis elisteria innocua com as paredes celulares intactas, lisas,
continuas sem nenhum dano

Na Figura 2 sdo apresentadas fagmicrografias deSalmonella
Choleraesuis em contato com diferentes filmes acriirinianos.

Nas fotomicrografias A e B da Figura 2, observagee o
antimicrobiano causou irregularidades na paredelaseldeixando as células
mais rugosas. Nas imagens A, C e D ocorreu ruglarparede celular e perda
de material citoplasmatico. Rasoolia et al. (20@Bservaram perda de
suavidade e uniformidade na parede celulat.dmonocytogenesatada com
diferentes 6leos essenciais.

De maneira geral, pode-se observar que as bactéfizsam alteracdes
degenerativas, mostrando ruptura da parede cehkilgzerda de material
citoplasmatico. Este padrdo de anormalidades fiieate em quase todos os

tratamentos.
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FIGURA 2 Fotomicrografia de transmissdo & CholeraesuigA a D): S.
Choleraesuigm contato com filme 5% AIT (A)S. Choleraesuis
em contato com filme 5% AIT + NTC (B)S. Choleraesuissm

contato com filme 15% AIT encapsulado (S)Choleraesuigm
contato com filme 10% AIT encapsulado + NTC (D).

Na Figura 3, a imagem A mostra que o contato deefitntimicrobiano
com as célulakisteria innocuaprovocou ruptura da parede celular.

Observa-se também, na fotomicrografia B (Figuragdle as células
também mostraram uma falta de citoplasma (setasgiyelmente, devido a
diminuicdo da funcionalidade de membrana celularacbarreira.

Nas imagens C e D (Figura 3) pode-se observar \@#tante material
citoplasmatico decorrente de ruptura da pareddacedy nesta Ultima imagem,
percebe-se também processo de mitose. Rasoolia(20@6) perceberam que o

tamanho das células de monocytogenediminuiu e estas foram encontradas
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mais préximas quando expostas a 6leos essencraigavelmente em uma

tentativa de sobrevivéncia.

—
d N

\ "/

FIGURA 3 Fotomicrografia de transmissdo désteria innowma (A a D)
expostas aos filmes antimicrobiandssteria innocuaem contato
com filme 20% AIT (A);Listeria innocuaem contato com filme
35% AIT + NTC (B);Listeria innocuaem contato com filme 35%
AIT encapsulado (C)Listeria innocuaem contato com filme 40%
AIT encapsulado + NTC (D).

Maisner-Patin & Richard (1996) relataram que a eigém delisteria
innocua a nisina induziu ao espessamento da parede cedulEmbém a
irregularidades. Lin et al. (2000) mostraram queAld causou danos na
membrana celular d&scherichia coliK-12, levando a perda de metabdlitos

celulares. Segundo Burt (2004), uma caracteristiopportante dos 6leos
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essenciais e de seus componentes é a hidrofobicidadue Ihes permite a
interacdo com lipidios da membrana celular bactari@ mitocondrias,
perturbando as estruturas, tornando-as mais peeisedazamento de ions e de
outros conteudos celulares pode ocorrer. Certatigagie de fuga de células
bacterianas pode ser tolerada, sem perda de diat#j mas a extensa perda de
conteldo da célula ou a saida de moléculas imgestamos processos de
metabolismo levardo a morte da célula.

Diante do exposto, a acdo do AIT se da, principatmena parede

celular, induzindo ao vazamento citoplasmatico.
5.3 Alteracdes estruturais nos filmes

5.3.1 Microscopia eletrbnica de varredura

Na Figura 4, as fotomicrografias revelam uma sigercaracterizada
por uma rede de cilindricos que representam vasegmentos de NTC

entrelagados, de tal forma que cada cilindro iaterho movimento do outro.

100 e R 95
" p,&' "h“", 10 %0,

> - ! ' T,

FIGURA 4 Fotomicrografias de nanotubo de carbono obtida$itoy.

Liang et al. (2008), analisando NTC por microscoplatrbnica de
varredura, exibiram imagens semelhantes. Segunde agtor, atracdes
momentaneas, por meio das for¢as de Van der Wamdlem ocorrer entre NTC.

Nesses casos, nenhuma transferéncia de carga eobreeeles, mas as cargas
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podem ser deslocadas dentro dessas moléculas e TSs Nrao,
consequentemente, atrair uns aos outros, tornanedotselacados ou enrolados
a medida que crescem.

Na Figura 5 observam-se as fotomicrografias dopmutado de AIT em
B-ciclodextrina, de aparéncia branca e de microdapsiiregulares, porém,
semelhantes entre si. Chacon et al. (2006) utimargoma acacia para
encapsular AIT e exibiram imagens semelhantes & m&rocapsulas

apresentadas na Figura 5.

FIGURA 5 Fotomicrografias do encapsulado de AIT dirciclodextrina,
obtidas por MEV.

A B-ciclodextrina (CD) é conhecida por sua capacidddeformar
complexos por ligacdes quimicas com uma vasta gimeompostos solidos,
liquidos e gasosos. Os dois fatores envolvidosneapsulamento de moléculas
efetuado por CD sdo o tamanho da cavidade e amg¢dts termodinamicas
entre o héspede e as moléculas de acolhimento.vidlagke hidrofobica da
molécula de CD fornece um microambiente favordeehm AIT que tende a
deslocar moléculas de agua por causa de suas qutages hidrofébicas,
levando, assim, a um estado de energia mais baeor®dinamicamente mais
estavel (Vega-Lugo & Lim, 2009).
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Na Figura 6 sdo apresentadas as fotomicrografiadildoes sem AIT
(controles). Observa-se que o filme de base cétal@ontrole (6A) apresenta
uma superficie lisa com a presenca de flocos delosel que ndo foram
solubilizados na solucgéo filmogénica.

3

100 pm 100 pm
E— |

10D pm

FIGURA 6 Fotomicrografias dos filmes de base celulésica bake celuldsica
+ nanotubo decarbono (B); base celuldsidciclodextrina (C) e
base celuldsica +8-ciclodextrina + nanotubo de carbono (D),
obtidas por MEV.

Ja na imagem 6B (setas) observam-se aglomeradé§@eLiang et al.
(2008) desenvolveram compésitos preparados viaagehi de embalagens por
injecdo @ynamic packing injection moldingu DPIM) e conseguiram dispersao
homogénea e sem agregados de nanotubos de caobgue & desejavel para o
desenvolvimento de filmes de maior qualidade.
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Para os filmes adicionados de solucao de CD (6B)epercebe-se que
ocorreram altera¢ges na estrutura, deixando-os srte@mogéneos.

Santiago-Silva et al. (2009) desenvolveram filmesbdse celuldsica
incorporados com pediocina e, por microscopia @t de varredura,
observaram que o filme apenas de base celulésicdrdte) foi visualmente o
mais transparente e o mais homogéneo e que um&n&vidlteracdo na
morfologia de superficie dos filmes foi evidenciadam o aumento da
concentracéo de pediocina incorporada.

Os filmes com AIT ndo encapsulado (Figura 7) aprase alguns
flocos de celulose nédo dissolvidos, mas, em gelaerva-se uma superficie
homogénea, possivelmente em decorréncia da afmigaiinica entre a solucao
de base celulésica e solvente com o antimicrobiAlG que apresentam
caracteristicas hidrofébicas. Estes filmes (7A; B C) apresentam também
microfuros, possivelmente, em fungdo da volatifzagdo antimicrobiano
utilizado, considerando que este € um compostdilvel@ue, nos filmes sem
AIT (Figura 6), esta alteracdo nédo foi observada.Figura 7D, observam-se a
presenca de aglomerado de NTC e a auséncia defumaspreforcando o
indicativo de que a presenca de NTC diminui a #ibgo de AIT.

As fotomicrografias 7C e 7D s&o de filmes incorplosa com NTC,
entretanto, o filme 7C apresenta microfuros, pessignte em funcdo da alta

concentracdo de AIT, quando se compara com o filthe
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10 um

FIGURA 7 Fotomicrografias dos filmes incorporados com AIT ond
encapsulados obtidas por MEV: 5% AIT (A); 20% AB)35%
AIT + NTC (C) e 5% AIT + NTC (D).

Nas imagens apresentadas na Figura 8 observaiseracéo de AIT
(microfuros) e também saliéncias que correspondeld encapsulado erf-
ciclodextrina. A presenca de compostos de AIT esidagos enfi-ciclodextrina
promoveu uma desuniformidade na estrutura do fipreyavelmente devido ao
carater hidrofilico da parte externa da ciclodestrjjue fica em contato com a
solucédo filmogénica, desempenhando um papel dédistdor na interface do

filme.
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FIGURA 8 Fotomicrografias de filmes incorporados com AIT apsulados
obtidas por MEV: 15% AIT encapsulado (A); 35% AIT
encapsulado (B); 10% AIT encapsulado + NTC (C e4D¥o AIT
encapsulado + NTC (E e F).

Hambleton et al. (2009) desenvolveram filmes deag@na com aroma
encapsulado e encontraram, por meio de fotomicfiagrauma estrutura mais

homogénea da emulsdo, que, segundo estes autoredevido ao carater
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anfifilico do n-hexanal utilizado, que tem papetabgizador na estrutura do
filme.

Nas imagens da Figura 8, observa-se que a quaatidad AIT
encapsulado, juntamente com o NTC, alterou a nagfaldo filme, resultando
na formacédo de uma rede de estrutura homogénemsapo que indica que o
NTC neste filme ficou bem disperso, com presencaatiéncias que seriam o

AIT encapsulado.

5.3.2 Microscopia de forca atbmica

Na Tabela 6 encontram-se os valores da rugosidadianguadratica
(rgm) dos filmes, calculados a partir das imagedrglas pela varredura deugn

X 3 um, por meio da microscopia de forgca atbmica (MFA).

TABELA 6 Rugosidade dos filmes analisados por microscopfarga atbmica

Rugosidade média quadratica

Filmes (nm)
PC 4,52
PC + NTC 4,67¢
PC+ CD 3,46¢
PC+ CD + NTC 4,46:
PC + 5% AIT 3,24¢
PC + 20% AIT 3,57¢
PC + 5% AIT + 0,1% NT( 2,60z
PC + 35% AIT + 0,1% NTC 3,08:
PC + 15% AIT encapsulac 3,55¢
PC + 35% AIT encapsulac 5,61¢
PC + 10% AIT encapsulado + 0,1% N~ 3,83:
PC + 40% AIT encapsulado + 0,1% N~ 6,76¢

PC: polimero de celulose; NTC: nanotubo de carb@b;3- cicodextrina; AIT: alil isotiocianato;
AIT encapsulado: AIT encapsulado @rcicodextrina
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O filme de base celulésica apresentou superficperase valor de
rugosidade média quadratica (rmqg) de 4,527 nm, e @ucoerente com
resultados previamente relatados por Xu et al. qRGfue encontraram valores
de rgm para substratos de celulose de 4,691 nimiid Janior et al. (2009)
estudaram propriedades de superficie de fiimesetat® propionato de celulose
e acetato butirato de celulose e relataram valoésios de rqm inferiores a 0,9
nm, indicando a formacao de topografias muito lisas

A rugosidade encontrada para os demais filmes wal#2,602 a 6,768
nm, tendo o maior valor sido observado para o filboen 40% de AIT
encapsulado + NTC, indicando que ele apresentagtafi@ mais irregular,
comparada a das demais superficies. Isso confirmaewlado pela
fotomicrografia deste filme obtida por MEV, que 1mos estrutura diferenciada,
quando comparada com as imagens dos demais filmes.

Nas Figuras de 9 a 11 observam-se as fotomicragralbs flmes em

trés dimensdes, obtidas por microscopia de fo@aiat com o fundo de escala.
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FIGURA 9 Imagens obtidas por microscopia de faigamica da estrutura dos
filmes de base celulésica (A); base celulésica woh#o de
carbono (B); base celulésicaB+ciclodextrina (C) e base celuldsica
+ B-ciclodextrina + nanotubo de carbono (D).

Com o uso de microscopia de for¢a atbmica consttgde mesmo as
regides mais homogéneas dos filmes ndo séo tatareguguanto aparentam.
Entretanto, esta caracteristica de topografia uteegé comum nos filmes,
guando analisados em escala nanométrica (Assitv&, 2003).
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FIGURA 10 Imagens obtidas por microscopia de forca atbmicastautura
dos filmes incorporados com AIT ndo encapsuladésAbT (A);
20% AIT (B); 5% AIT + NTC (C) e 35% AIT + NTC (D).

Uma superficie lisa na microscopia eletrénica deedura (MEV)
torna-se aparentemente mais irregular, contenddafalou “buracos”,
configurando uma estrutura do tipo "montanhas estala microscopia de forca
atbmica. Tal comportamento pode estar relacionadwafporacdo do solvente

utilizado, o que nao foi detectado na MEV.
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FIGURA 11 Imagens obtidas por microscopia de faat@mica da estrutura
dos filmes incorporados com AIT encapsulados: 159 A
encapsulado (A); 35% AIT encapsulado (B); 10% AIT
encapsulado + NTC (C); 40% AIT encapsulado + NTE (D

Na Figura 12 tém-se as fotomicrografias dos filmesbhase celulésica
em trés dimensdes, obtidas por microscopia de fifgaica em varreduras de 1
pm x 1 pm e 10 um x 10 um (vetores x e y) e tamh#mo de escala. Essas

imagens sao representativas para as imagens dassdémes.

()

FIGURA 12 Fotomicrografias dos polimeros celulésicos em damas de 1
pm x 1 um (A) e 10 um x 10 um (B), obtidas por wscopia de
forca atbmica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados analisados sugerem que o desenvablanue filmes
incorporados com AIT é possivel e que sua retepgdle ser obtida com o
processo de encapsulamento c@riclodextrina e ou uso de nanotubo de
carbono (NTC). Conclui-se que 0s agentes encapssl@novocaram alteracdes
estruturais nos filmes, porém, isso ndo prejude@gdo antimicrobiana destes
sobre 0s microrganismos estudados. O AIT causoosdaa parede celular,
induzindo ao vazamento citoplasmatico dos micrasgans. As embalagens
antimicrobianas inibiram o crescimentm vitro de Listeria innocua e
Salmonella Choleraesuis, tanto em contato direto como por tiliakgao,
apresentando grande potencial como embalagens iemwofiianas na
conservacao de alimentos, pois sdo compostos iréJjrportanto, mais aceitos
pelos consumidores em comparacdo com O uso de stosp@uimicos

sintéticos.
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CAPITULO 2: Aplicacdo de embalagem antimicrobiana en carne de
frango cozida e desfiada



1 RESUMO

O principio de atuagdo de embalagem antimicrobfaaadicdo de uma
barreira microbiolégica as tradicionais barreirsics de oxigénio e umidade
por meio da liberacdo de aditivos, permitindo o emtm da validade e da
seguranca do produto. Com o0 objetivo de aumenteida de prateleira de
produtos carneos, desenvolveram-se embalagensiaotimnas incorporadas
com alil isotiocianato (AIT) e nanotubo de carbgiNTIC), aplicando-as em
carne de frango cozida e desfiada inoculada &aimonellaCholeraesuis.
Analisaram-se, durante 40 dias de estocagem, ac&eduwa contagem
microbiologica, as caracteristicas de cor e oxida&mbém as alteracdes nas
propriedades mecanicas, estrutural e difusdo dmianbbiano do filme para o
alimento. Diante dos resultados, recomenda-se lizvagho de AIT em
concentracBes superiores a 28%, combinada com moac@es superiores a
0,02% de NTC para se conseguir reducdo microbicddgiontrole de oxidacao
e reducdo nas altera¢gGes de cor, considerandosges dois fatores estudados
(AIT e NTC), nao influenciaram as caracteristicacamicas dos filmes. Essas
embalagens foram eficientes durante 40 dias deagm, pois permitiram a
difusdo do AIT do filme para o frango, representargtande potencial de
aplicacdo em produtos carneos.

Palavras-chave:embalagem antimicrobian&almonellaCholeraesuiscarne de
frango cozida e desfiada
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2 ABSTRACT

The operational principle of antimicrobial packagin the addition of a
microbiological barrier to the traditional physichlarriers of oxygen and
humidity through the liberation of additives, alliog the increase of the product
validity and safety. With the objective of incraagithe shelf-life of meat
products, antimicrobial packaging incorporated vétlyl isothiocyanate (AIT)
and carbon nanotubes (CNT) were developed, applyiregm on cooked,
shredded chicken meat inoculated waalmonellaCholeraesuis. The reduction
of the microbiological count, the color and oxidaticharacteristics and also the
alterations in the mechanical and structural priger plus the antimicrobial
diffusion properties from the film to the food, thg 40 days of storage were
analysed. Based on the results, the use of Alfdemmended in concentrations
above 28%, combined with concentrations over 0.02NTC to achieve
microbiological reduction, oxidation control anddoetion in the color
alterations, considering that those two studiedofac(AIT and CNT), did not
influence the mechanical characteristics of thmdil Those packagings were
efficient for 40 days of storage, because theywadtbthe diffusion of AIT from
the film to the chicken, representing a high amtian potential for meat
products.

Keywords: antimicrobial packagingsalmonellaCholeraesuiscooked shredded
chicken meat
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3 INTRODUCAO

Vida de prateleira dos alimentos refrigerados ¢é erdghada,
principalmente, pela qualidade microbiol6gica eapepropriedades fisicas
durante o armazenamento e o0 manuseio. O aumentidaale prateleira do
produto pode ter um impacto econémico importaneguzindo as perdas
atribuidas a deterioracdo e permitindo que os posdatinjam mercados
distantes e novos. A demanda dos consumidoresmsitdada para os alimentos
que sao "naturais" e isentos de aditivos, masdaaiassim, seguros e
convenientes para o consumo (Kim & Marshall, 1999).

As tendéncias modernas para atingir a qualidadesegaranca dos
alimentos incluem a aplicacdo da tecnologia deebas e o0 uso dos
conservantes naturais, a fim de manter o procesgamanimo (Chouliara et
al., 2007). O uso da tecnologia de embalagem adegpara minimizar as
perdas de alimentos e fornecimento de produtosreeg saudaveis também
tem sido utilizada. Filmes de polimeros naturaiporados com compostos
antimicrobianos tém despertado interesse, pois) di reduzir o impacto sobre
0 meio ambiente, proporciona, de maneira saudaweficaz, seguranca aos
alimentos (Mitsumoto et al., 2005). Varias substs)ccomo 4acidos organicos,
extratos de temperos, 6leos essenciais e isotatosia foram incorporados em
materiais de embalagens e testadosvitro e em alimentos, apresentando
atividade antimicrobiana sobre microrganismos dwimiores e patogénicos
(Lemay et al., 2002; Vartiainen et al., 2003; Bdtet al., 2007; Oliveira et al.,
2007; Pires et al., 2008; Santiago-Silva et al02@uiga et al., 2009).

O principio de atuacdo desse tipo de embalagemadicdo de uma
barreira microbiolégica as tradicionais barreirsics de oxigénio e umidade
(Han, 2003) por meio da liberacdo de aditivos, auarmelo a seguranca do

consumidor, ja que esses compostos, em vez de selielmnados diretamente
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ao alimento, sao liberados de maneira controlagareisso, estdo presentes em
menores quantidades (Appendini & Hotchkiss, 2002).

Materiais de embalagens antimicrobianas desenwsvadé agora tém
mostrado efeito contra varios microrganismos, palnente em condicdes
laboratoriais, pois, em contato direto com génaitimsenticios, perdem grande
parte da sua atividade (Vartiainen et al., 2003). maiores desafios dessas
embalagens tém sido a estabilidade térmica, acidiedbaixas temperaturas e o
atendimento as exigéncias legais (Brody et al.,1p0@lém de manter ou
melhorar as propriedades fisicas, mecéanicas e ainadujidade dos filmes, que
podem ser alteradas devido as substancias adieisna®d material de
embalagem (Oliveira & Oliveira, 2004).

Considerando o fato de que as carnes de aves qariea classe de
alimentos altamente pereciveis, a principal preac@ip das indlstrias é a
extensdo da vida de prateleira desses produtosm Atla seguranca
microbiologica, cor e estabilidade lipidica em esnsdo importantes
caracteristicas de qualidade que influenciam nadtagé® do produto pelos
consumidores. Carnes picadas sofrem mudancas ivgislat desenvolvem ranco
mais rapidamente do que o mdsculo intacto, poisoagem expde mais a
superficie do musculo ao ar e a contaminacdo mamab(Mitsumoto et al.,
2005).

Isotiocianato € um dos principais compostos antiwbianos isolados de
extratos de planta (Lemay et al.,, 2002). Estudos d¢&monstrado que alil
instabilidade quimica a altas temperaturas e etens#& agquosos apresenta
propriedades antioxidantes e microbiologicas, mibi uma variedade de
patdgenos a baixas concentracdes (Lemay et ak; Rdlarajah et al., 2005a,b;
Luciano & Holley, 2009; Wang et al., 2010).
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O AIT de fontes naturais é permitido para uso campservante de
alimentos no Japdo, sendo classificado como seqel 6rgao de
Administracdo de Drogas e Alimentos (Food and Dxdgninistration — FDA)
dos Estados Unidos (Nadarajah et al., 2005b) eispor ha grande interesse em
utilizar este antimicrobiano em varios sistemasatitares.

AIT pode ser um valioso tratamento secundario pareeducdo de
patdégenos durante a distribuicdo de produtos céroengelados (Nadarajah et
al., 2005a). Entretanto, alguns autores tém citpgoos constituintes da carne
podem diminuir a atividade antimicrobiana do AlTr ste reagir com tidis,
grupos sulfidricos e aminodacidos livres de pro&inacelerando seu
esgotamento na carne (Nadarajah et al., 2005aili)o @ator importante que
pode afetar a atividade antimicrobiana do AIT éia solubilidade em acidos
graxos da carne. Sabe-se também que reacbes emamtde degradacgdo
envolvendo ions hidréxido e ataque nucleofilico #gua (Chen & Ho, 1998) e
adsorcédo do antimicrobiano pelo material de emiata_im & Tung, 1997;
Nadarajah et al., 2005a) tém sido relatadas cosmorsaveis pela reducao da
estabilidade do AIT. Além disso, a gordura domaetitos pode fornecer uma
camada protetora em torno das bactérias contaremami, eventualmente,
absorver a parte lipofilica do AIT e reduzir a sfiaacia no produto (Chacon et
al., 2006).

Nadarajah et al. (2005a,b) ndo observaram redugdoontagem de
mesofilos em carne bovina tratada com AIT. Chadoal.e(2006) observaram
reducdo na contagem e coli O157:H7 em carne bovina devido a liberagéo
continua de AIT encapsulado em goma acéacia dusaeséocagem. Nadarajah et
al. (2005hb) observaram que niveis entre 5% e 10%ard&a de mostarda foram
suficientes para elimingk. coli O157:H7 de carne moida fresca contaminada
com 10 Log UF@y*. Estes autores perceberam também, por meio disenal

sensorial, que, em quantidades superiores a 10%rdeha, os provadores
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distinguiram o controle dos tratamentos, emboraraectratada com farinha de
mostarda tenha sido mais aceita.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado cootjetivo de avaliar
embalagem antimicrobiana contendo AIT e NTC na uiilale carne cozida.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério debBlagens, no

Departamento de Tecnologia de Alimentos da Unidads Federal de Vigosa.

4.1 Desenvolvimento dos filmes

Os filmes antimicrobianos de base celulésica foadntidos segundo a
técnica decasting de acordo com a metodologia descrita por Soa833], que
consiste na preparacao da solucao filmogénicaaplizacdo da mesma em um
suporte/molde com o auxilio de maquioasting (K Paint applicator) com
posterior evaporacdo do solvente. O antimicrobianitizado foi o alil-
isotiocianato (AIT — Sigma Aldrich) incorporado,capsulado ou ndo, em uma
faixa de concentracdo de 20% a 60% (v/p). O entapsmto do AIT foi
conduzido segundo método citado por Zhang et d07AR que consiste,
basicamente, de uma solucéo de etanol g@inlodextrina (CD) e AIT agitados
em banho de gelo por 6 horas e posterior filtragégapel filtro. Adicionou-se
também ao filme nanocomposto nanotubo de carbonbC (N Ahwahree
Technogy) na faixa de 0% a 0,1% (p/p) em relacd@esm do polimero de

celulose (PC).

4.2 Taxa de transmisséo ao vapor de agua e espessura

A espessura dos filmes foi medida por meio darieiem dez pontos
distintos, utilizando micrébmetro manual Mitutoyadpisdo 0.01 mm; Mitutoyo
Sul Americana, Suzano, SP, Brasil).

A taxa de transmissdo ao vapor de agua (TTVA) dioses foi
determinada por meio do método dessecante, segunugtodologia ASTM E
96-00 (American Society Standard Testing and Maer ASTM, 2000), com

algumas modificagBes. Utilizaram-se cépsulas @regl (3 = 85 mm), com
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paredes impermeaveis, contendo 25 g de cloretdldm @nidro, granulometria
entre 0,006 e 2,36 mm, sendo os filmes vedadosingiid filme/capsula com
auxilio de parafina. Apds a montagem das capsesias foram acondicionadas
em dessecadores contendo solugéo saturada deoaleretidio em seu interior,
de forma a manter a umidade relativa de 75%. Rd0 oe pesagens diarias até
peso constante, avaliou-se 0 ganho de peso asscciathidade permeada pelo
filme. Os dados de ganho de peso e tempo foraregeptados em grafico e, a
partir do periodo em que os pontos formaram unaa feitcalculado o ganho de
peso por dia, sendo, entdo, convertida para a dmidalativa a taxa de
transmisséo ao vapor de aguag*dia’).

Para estas analises foram estudados trés fatoq@sméiro se referiu a
concentracdo de AIT (20 a 60% v/p) e o segunddeaode NTC (0% a 0,1%
p/p), sendo ambos em relagdo ao polimero de celubterceiro fator foi o AIT
encapsulado e ndo encapsulado, representadosepbrr@spectivamente. Para a
definicdo da combinacdo dos niveis dos dois priveefatores foi utilizado o
delineamento composto central, sendo as combinag@@esadas na presenca de
AIT encapsulado e ndo encapsulado. A combinaca@®#ede AIT e 0,05% de
NTC, tanto para filmes encapsulados como néo eualtzims (ponto central), foi
realizada com 4 repeticbes. Na Tabela 1 apresesdaas-combinacdes entre 0s
niveis de AIT e NTC.
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TABELA 1 Matriz de experimentos para analise deatae transmissédo ao
vapor de agua e espessura

AIT (%) NTC (%)

26 0,02
54 0,02
26 0,08
54 0,05
20 0,05
60 0

40 0,10
40 0,05
40 0,05
40 0,05
40 0,05

4.3 Experimento carne de frango cozida e desfiada emtzada em filmes
antimicrobianos

Diante dos resultados apresentados no capitulsi@nteptou-se por
continuar os estudos corBalmonella Choleraesuis, por ter sido este o
microrganismo que apresentou melhor resultad@itro. Definiu-se o nivel
inferior de antimicrobiano a ser adicionado nosdis (20%) de acordo com o
valor de concentracdo minima inibitéria (CMI) paslatilizacéo, encontrado
para este microrganismo. Os filmes incorporados edimisotiocianato ndo
encapsulado e nanotubo de carbono foram selecismeatta aplicacdo em carne

de frango cozida e desfiada.

4.3.1 Planejamento experimental

Foi realizado um delineamento composto central td@® fatores: os
fatores valor do antimicrobiano AIT (20% a 60% y/p)teor de nanotubo de
carbono (NTC) adicionado no filme (0% a 0,1% p/m) empo de andlise que

foi de 2 a 40 dias para o experimento de frang@oa desfiado inoculado com
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SalmonellaCholeraesuis embalado em filmes antimicrobianos.Tidbela 2
encontram-se 0s ensaios que foram delineadosantil@zse o sofware Minitab.

Foi feito um controle (filme sem antimicrobiano eontato com frango
contaminado) para avaliar a eficacia deste filme.

TABELA 2 Matriz de experimentos do delineamento composttraen
Ensaios a (AIT %) b (NTC %) c (Tempo)

1 28 0,02 10
2 52 0,02 10
3 28 0,08 10
4 52 0,08 10
5 28 0,02 32
6 52 0,02 32
7 58 0,08 32
8 52 0,08 32
9 20 0,05 21
10 60 0,05 21
11 40 0,00 21
12 40 0,10 21
13 40 0,05 2

14 40 0,05 40
15 40 0,05 21
16 40 0,05 21
17 40 0,05 21

a, b, c = variaveis independentes

4.3.2 Desenvolvimento dos filmes

Os filmes antimicrobianos de base celuldsica foabtidos segundo

metodologia citada anteriormente (item 2.1).

4.3.3 Preparo do frango cozido e desfiado

O peito de frango foi cozido, por 10 minutos, emaprador de tacho
aberto encamisado e, posteriormente, desfiado, alrapate, com o auxilio de
utensilios previamente esterilizados em agua ciof200 ppm, por 20 minutos).
Para confirmar a esterilizacdo, realizou-se a géatedeSalmonellasp. segundo
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normas da American Public Health Association — AP@801) e contagem de
mesofilos aerdbios estritos e facultativos viawejssicrotroficos (Brasil, 2003).
O resultado apresentou ausénciaSdémonellasp. em 25 g e contagem inicial
<1 x 10UFCg*, estimado para mesdfilos aerdbios estritos e tiatieds viaveis

e psicrotroéficos.

4.3.4 Ativacao e inoculacao do frango cozido e desfiado

Salmonella Choleraesuis (ATCC 6539) foi ativada duas vezes
consecutivas em TSB (Tryptic Soy Agar - Merk) euinada, a 35°C, por 24
horas. Apés incubacdo, as bactérias foram centidfagy a 3.783 g, por 5
minutos, a 5°C (Centrifuge 4K-15, Sigma, USA). Gdlgis celulares foram
lavados com agua peptonada 0,1% e novamente oegatlds nas mesmas
condi¢Bes. As culturas foram ressuspensas em &guanada e diluidas a uma
absorbancia de 0,3 a 600 nm, determinada por esfmbémetro (GBC, UV/
VIS 918, Shimadzu, Jap&o), o que equivale a umigem de 8 log UF@L™.
Primeiramente, o in6culo foi diluido para 7 Log URC™ e, na proporcdo de
160 mL para 8,0 kg de carne, foi adicionado e haneizado por 10 minutos,
resultando, dessa maneira, em uma contageBakeonellaCholeraesuis de 5,3

Log UFCmL™ no frango cozido desfiado (Nadarajah et al., 2D05b

4.3.5 Acondicionamento de frango cozido desfiado em emlzagens
antimicrobianas

Frango cozido e desfiado inoculafli embalado (aproximadamente
100 g por embalagem) nos filmes antimicrobianosb@agem primaria) que
foram envolvidos em papel manteiga e acondicionatossacos plasticos de

PE/nailon. As embalagens foram seladas e armazeraugeladeira, a 8+2°C.
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4.3.6 Analises das embalagens

Para a analise mecanica, liberacdo de AIT e eggeciia na regido do
infravermelho, utilizaram-se as embalagens antobianas empregadas para o
acondicionamento da carne de frango cozida e desfia

4.3.6.1 Avaliagcdo das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas dos filmes foram deteawhais utilizando-se
o teste de tracdo por meio do Aparelho Universalege (Instron — modelo
3367, USA), com célula de carga de 1kN, velocidadbstancia de separacéo
entre as garras de 12,5 mm.fia 125 mm, respectivamente. Para cada filme,
foram analisadas cinco amostras com dimensdes de2% 175 mm (ASTM,
2002). Foram analisados os parametros carga maxima (N)ulmode
elasticidade (MPA) e tensdo na ruptura (MPA).

4.3.6.2 Liberacdo de AIT

Para quantificar o AIT liberado pelos filmes des#widos, uma
amostra de 90 cmfoi colocada em vial de 10 mL e submetida a um
aquecimento de 4Q, por 5 minutos, para acelerar liberacdo de ABs@nte no
filme. Para quantificar o AIT nessas amostras,zotikse um cromatégrafo
gasoso acoplado a espectrometro de massa (GC/MS 500, coluna DBS5,
Shimadzu Co., Kyoto, Japan) por meio da metodoldggzrita por Nadarajah et
al. (2005a). Uma aliquota de 10 pl foi retiradaedpaco livre com auxilio de
uma seringa gastight (Hamiltor) e injetada automaticamente (injetor
automatico AOC-5000, Shimadzu Co., Kyoto, Japaognmoonatégrafo. Depois
da injecdo da amostra, as condicdes de operac&eedS foram as seguintes:
temperatura inicial da coluna de 60°C, mantidardarda minutos, aumento para
90°C a taxa de 12,5°C.min?, mantendo-se por 45degua 90°C. A temperatura
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do injetor foi de 250°C e gas hélio foi utilizadmnmw gas de arraste, ao fluxo de
1 mL.min". O resultado foi expresso em mg de AIT/100mL.

Para quantificar o AIT, uma curva padrao com difeee concentracdes
conhecidas do antimicrobiano foi obtida com o tentigoretencdo de 3,45

minutos.

4.3.6.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Para avaliagdo do comportamento dos grupos quinsob®cianatos
presentes nos filmes durante o acondicionamentdratwo, foram obtidos
espectros na regido do infravermelho por um edpeetro Thermo Nicolet
IR200 (Thermo Nicolet Corporation, EUA) no modottinsmissdo. A faixa de
analise foi de 4.000 a 400 ¢ne um total de 32 varredurascén3 foi realizado
por amostra.

Segundo Lieber et al. (1959), tiocianatos e is@itatos, que sdo as
substancias presentes no 0Oleo essencial de mgs{aetaay et al.,, 2002)
possuem frequéncias de vibracdo caracteristiceoera de 2.140 cihe entre
2.060-2.105 cm, respectivamente.

4.3.7 Analises da carne de frango cozida e desfiada
4.3.7.1 Medida da oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica foi medida pela andlise de TBBRARsubstancias
reativas ao acido tiobarbitarico) em duplicata. aPar execucdo da andlise,
utilizaram-se 5 g de cada amostra e adicionaran®;¢ mL de butil-
hidroxitolueno (BHT) 0,15%, para prevenir a oxidagfurante o preparo e 20
mL de &cido tricloroacético (TCA) 5%, aguardandaisetempo de contato de
15 a 20 minutos para que ocorresse a extracao imatdeido (MDA). Para a
homogeneizacgéo, utilizou-se homogeneizador vortereseguida, a mistura foi
filtrada através de funil e papel filtro para bal@®lumétricos de 25 mL e seu
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volume completado com TCA 5%. Dessa solucéo foratnados 2 mL, que
reagiram com 2 mL de &cido tiobarbitarico 0,08 MBA), sendo os tubos
vedados, colocados em banho-maria fervente e deixadr 5 minutos apés a
temperatura da agua ter atingidd®®50 liquido resfriado foi centrifugado a
3.783g (Centrifuga 4K-15, SigfiaUSA), durante cinco minutos e foi efetuada
a leitura em espectrofotbmetro (GBC, UV/ VIS 91B|8ADZU, Japéao), a 531
nm, contra um branco contendo todos os reagentesfcea amostra (Rotta,
2007).

O teor de malonaldeido na amostra (mg de MDA/1066 gmostra) foi
calculado utilizando-se a equacdo da curva padofideopor meio de 1,1,3,3
tetraetoxipropano (TEP), cuja hidrélise acida geadonaldeido na proporcao de
1:1 mol (Racanicci, 2004).

4.3.7.2 Andlise de cor

Medicdes de cor foram determinadas utilizando-selorimetro Color
Quest XE Huber Lab no sistema CIELab operando donte iluminante D65
e angulo de observacédo de’,16m que foram avaliados os paramentos L*=
luminosidade, a*=intensidade de cor vermelha/velde, intensidade da cor

amarela/azul, indice de saturacdo (c* = raiz @ebd), variacdo de saturacéo

(AAC* =C amostra— C  padrao ) e diferenca global de cor

(AE* =\/(AL*)2 +(Aa’)? +(Ab")?). A amostra utilizada como padréo foi o

frango cozido no tempo zero.

4.3.7.3Liberacéo de AIT

Para quantificar o AIT absorvido pelo frango embalanos filmes
antimicrobianos, 5 g de amostra foram colocadasiahde 10 mL e submetidos
a um aquecimento de 4@ por 5 minutos, para acelerar a liberacdo de R#ra
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quantificar o AIT nessas amostras, utilizou-se asm# metodologia citada
anteriormente no item 2.3.6.2.

Para esta andlise, foi realizada correlacdo ergrevabores de AIT
liberado pelo filme e os valores de AIT absorvigtodrango.

4.3.7.4 Analise microbiolégica

Utilizou-se o meigplate count Aga{PCA) Difcd®, para a contagem de
mesofilos aerdbios estritos e facultativos viaveispsicrotréficos, e agar
melhorado hicrome salmonella (HiméBiarecomendado pela ISO 9001-2000
para a contagem dg&almonellaCholeraesuis. Foram assepticamente coletados
25 g de frango cozido e desfiado e adicionado éfm@2de agua peptonada. A
mistura foi homogeneizada, por 30 segundos, em &fioen (ITR Ltd., Esteio,
Rio Grande do Sul, Brasil) modelo 1240 e diluic@esiadas foram feitas.
Aliquotas de 0,1 mL foram plagueadas nos meiosuttara, sendo as placas
incubadas a 3&, por 24 horas, para contagem S monellaCholeraesuis e
mesofilos aerébios estritos e facultativos vidweia 7+2C, por 10 dias, para
psicrotréficos. A leitura foi realizada selecionarsk as placas que continham
de 25 a 250 col6nias, sendo o resultado expressogebiFCg* (Brasil, 2003).

4.4 Andlise estatistica

A superficie de resposta dos pardmetros analistmoajustada em
funcéo dos fatores estudados, cujos coeficientagftestados pelo teste t, a 5%
de probabilidade.

Para obter a superficie de resposta ajustada, fogtirados os efeitos
nao significativos, um de cada vez, comecando gelanaior dificuldade de
interpretacdo. O modelo inicial, denominado de rfeodempleto, foi dado por:

Yi = Bo + Bua + Pobi + BsG + Paai > + Psbi® + Peci? + Braby + Psaci + Pobici + €;
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em que gepresenta o valor do AIT na i-ésima observacasg260), b
o valor do NTC na i-ésima observaca&l{0,1), ¢ = 0 para filme com AIT
ndo encapsulado ¢ £ 1 para flme com AIT encapsulado para as arslige
TTVA e espessura dos filmes. Para as demais amatisefilme (andlise
mecénica e liberacdo de AIT) e da carne de frangala e desfiada (TBARS,
analise de cor e liberacdo de AIT da carne de frasugida e desfiada), ¢
representou o valor do tempa(x40).

Para a superficie de resposta ajustada foram ekithes coeficientes de

determinacdo (B e de variacdo residual (GQY, como seguem,

respectivamente:

R 2 — SQRe gressao
S QTotal

CV = 100)( V Q'\/lY_ReSidUO

SQ regressao = soma de quadrados da regressaalida de variancia;
SQTotal = soma de quadrados total da analise dneaa;

, em que:

QM Residuo = quadrado médio do residuo puro dasandé variancia;

Y = média amostral da caracteristica avaliada.

Para os parametros mais significativos, foram coftkis graficos de
contorno.

Todas as analises estatisticas foram realizadssftveare Minitab 14.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Taxa de transmissdo ao vapor de agua e espessura

N&do houve efeito (P>0,05) da variavel AIT na taratdinsmisséo ao
vapor de agua (TTVA) e espessura, sendo as equastivmdas descritas na
Tabela 3.

A variavel AIT ndo influenciou (P>0,05) e, portantem funcdo da
variavel TTVA, pode-se utilizar qualquer concenfiacentre 20% e 60%
(Tabela 3).

TABELA 3 Equacdes geradas para as varaveis TTVA e espeRé@@y (%)

Variaveis Equacio E CV
TTVA  § = 0,020655 — 0,002315 b — 0,003425 ¢ +0,11t4e2 048 13,97
Espessura  § = 0,036667 + 0,174344b + 0,005727¢ 049 12,73

* Significativo, ao teste t (P < 0,05)
b:NTC: c: filme com AIT ndo encapsulado (0) ou Brom AIT encapsulado (1).

O efeito do NTC na variadvel TTVA foi diferenciadarp cada tipo de
filme. Para os filmes elaborados com AIT ndo engiagl® (c = 0), observa-se
gue a adicao de NTC acarreta leve reducédo no deldfTVA. Ja para os filmes
incorporados com AIT encapsulado (¢ = 1), a add@&dNTC acarreta aumento
na TTVA, de acordo com a Figura 1.

As diferencas de hidrofilicidade da estrutura peliica determinam
como as moléculas de agua interagem com a matcavidade hidrofébica da
molécula de ciclodextrina fornece um microambidat@ravel para o AlT; ja a
suaparte externa, de carater hidrofilico, que fica entato com a solucéo
filmogénica, desempenha um papel na interacdotdatwea polimérica com as

moléculas de agua, aumentando assim a taxa deniss@® de vapor de agua
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gue depende da difusividade e da solubilidade déaula de agua na matriz

(Vega-Lugo & Lim, 2009).

0,029 y.=0,01723 + 0,109177 b

0.027
0.025
0,023
0,021 |
0,019
0,017
0,015 !

0 0,05 0.1 0,15

Y. = 0,020655 - 0,002315 b

TTVA [g'dia’em?)

NTC (%)

FIGURA 1 Efeito da adicdo de NTC na taxa de permeabilidadeapor de
agua para os filmes com AIT encapsulado (- ) eem@apsulado

()

Rao & Diwan (1997) avaliaram filmes de acetato elellose elaborados
com diferentes plastificantes e encontraram de70#@®,026 g:m'1~dia[1 de
TTVA em umidade relativa de 84% e entre 0,006 4D @cm™dia’ em 52%
de UR, valores intermediarios aos encontrados medtalho.

A variavel espessura é influenciada positivameste NTC, ou seja, 0
aumento desse fator implica em aumento linear passsra, tanto para os
filmes com AIT encapsulado quanto para os filmes &T ndo encapsulado.

Este comportamento pode ser verificado na Figura 2.
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FIGURA 2 Efeito da adicdo de NTC na espessura para os fitoes AIT
encapsulado (—) e nao encapsulado (---).

Resultados semelhantes foram encontrados por Chb €009), que
desenvolveram filmes homogéneos de NTC utilizangjposdicdo eletroforética
(electrophoretic deposition e perceberam que a espessura correlaciona-se
linearmente com a concentracdo de NTC na suspetiiZada.

5.2 Analises das embalagens
5.2.1 Avaliacao das propriedades mecénicas

Para os pardmetros carga maxima (CM), méodulo dgi@tiade (E) e
tensdo na ruptura (TR), somente o fator tempoidmifecativo (Tabela 4). Os
constituintes do frango (agua, gordura), possivetme agiram como
plastificantes em contato com o filme, proporcia@n aumento da resisténcia
e da elasticidade do filme. A variavel E apresemp@u de explicacao bastante
baixo, 0 que sugere o estudo de outras varidaigis) da variavel tempo, para

ajudar em estimativas melhores.
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TABELA 4 Equacdes geradas para as varidveis mecanicasneéofdos
fatores estudados2RCV

Variavel Equacgéo de regressao R CV (%)
Carga méaxima (N) 9 = 205048 + 03728¢c 051 4,82
| L L

Médulo de elasticidade (MPA) g, = 2027.70 +1864c 0.24 6,90
i ' ,

Tensao na rupture (MPA) g, = 262853 + 0.4814c 059 6,23
i ' ,

* Significativo, ao teste t (P < 0,05)
c: Tempo.

A dispersao uniforme das nanoparticulas leva a mmai@iz de grande
area interfacial, que muda a mobilidade molecutarcomportamento de
relaxamento e, consequentemente, as propriedadescdée mecénica do
material (Azeredo, 2009)

Bao & Tjong (2008), adicionando nanotubo de carbenomatriz de
polipropileno, perceberam um aumento na elastieiddds nanocompdsitos.
Liang et al. (2008) incorporaram NTC em matriz adigtileno e observaram
um aumento na elasticidade e forca em até 10,5 MPA8,5 MPa,
respectivamente, pela adicdo de 0,5% em peso déutende carbono.

Santiago-Silva et al. (2009) adicionaram pediocndilmes de base
celulésica na concentragéo de 25% e perceberamnémme forca necessaria a
ruptura do filme em relacdo ao controle, indicaod@ possivel interacéo entre
pediocina e a matriz de celulose, que se tornows mgida. No entanto, na
concentracdo de 50%, possivelmente houve um excessopediocina
incorporada, enfraguecendo as cadeias de celulose.

Pires et al. (2008), analisando filmes celulésitosorporados com
antimicrobianos naturais (hatamicina e/ou nisieagontraram valores de carga
maxima de 93,86N e deformacdo de 4,54% para o fitmetrole (sem
antimicrobiano) e valores inferiores para os filnaesimicrobianos, indicando

que o antimicrobiano utilizado afetou a estrutwbnpérica.
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J& neste trabalho, a adicdo de AIT e NTC ndo arierfnas

caracteristicas mecanicas dos filmes, ja que @fidmbase celuldsica (controle)

teve comportamento semelhante aos dos demais fibneseja, tendéncia de as

caracteristicas mecanicas aumentarem em funcamgmt(Figura 3).
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FIGURA 3 Média dos parédmetros carga méaxima (A), médulo dstieldade

(B) e tensao na ruptura (C) para os filmes:)(antimicrobianos, (-
¢-) base celulésica (controle) ao longo do tempoinkak de
tendéncia (-).



5.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Por meio dos espectros obtidos pela andlise detespeopia na regiao
do infravermelho, pode-se observar a diferenca aeantracdo de AIT dos
filmes entre os diferentes tempos. De maneira géoalos os tratamentos
apresentaram maior concentracdo de AIT (maior area)tempo 0 e,
gradualmente, apresentaram redu¢do na &rea dos pmeespondentes ao
antimicrobiano. Esse comportamento indica que o édff difundido no filme.
Na Figura 4 tem-se o espectro do filme incorporamio 40% de AIT e 0,05%
de NTC, nos diferentes tempos.

Shofran et al. (1998) testaram a acao antimicrabi alil tiocianato
com relacd@o a varias espécies de bactérias e em@ntconcentracdo minima
inibitéria de 200 a 400 ppm, paEscherichia coli Psedomonas fluorescemrs
Estafilococcus aureusndicando que ele apresenta efeito antimicrobiassim
como o AlIT.

Absi

FIGURA 4 Espectros do filme incorporado com 40% de AIT &%Qe NTC,

nos diferentes tempos (dias): a) tempo 0; b) teBym) tempo 21 e
d) tempo 40.
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5.3 Analises da carne de frango cozida e desfiada
5.3.1 Medida da oxidacéo lipidica

Ndo foi possivel ajustar um modelo matematico parandlise de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARBas observa-se que o
tratamento controle (sem AIT) apresentou valoresTBARS superiores ao
longo do tempo (Figura 5), comparado aos tratamsegum AIT, 0 que permite
concluir que este composto parece contribuir pacrdrole da oxidagédo. A
média de TBARS para os tratamentos com AIT foi d&€D mg de MDA/kg de
amostra e, para o frango acondicionado em filmérolen foi de 0,264 mg de
MDA/kg.

Os valores de TBARS encontrados para os tratamentosAlT podem
ser comparados aos valores de 0,2 mg malonaldgide/lamostra para frango
cozido, durante 15 dias de armazenamento refrigesatontrados por Naveena
et al. (2008), ao estudarem o potencial antioxeldatcasca de roma.
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FIGURA 5 Valores médios de malonaldeido (MDA) para o fracgaido e
desfiado acondicionado em filme de base celuldsicatrole) — (-
m-) e para frango cozido e desfiado acondicionado éimes
antimicrobianos ¢-), durante armazenamento

Propriedades antioxidantes do 6leo essencial deandas cujo principio

ativo é o AIT, foram relatadas por Chanjirakul et(2006). Entretanto, Lemay

et al. (2002) n&o observaram alteracfes signifiaatho potencial redox (Eh) da

carne de frango tratada em relacdo ao grupo cenftalrtanto, o efeito de AIT

como antioxidante deve ser mais investigado, pokagexistem contradicoes.

5.3.2 Andlise de cor

As equacbes de regressdo para expressar influéusa fatores

estudados sobre os parametros de cor da carnardm fcozida e desfiada sdo

apresentadas na Tabela 5.
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TABELA 5 Equacdes de regresséo dos parametros de TelCR

Varidvel Equacédo de regressao R CV(%)

L* ¥, = 40,47 + 3,373bab + 0,6379 a+ 0,3263'c 085 2,23
—0,0083& - 4,2671 cb — 25,9721 b

a ¥ =-0,01744 + 6,1803% — 0,01562¢ 049 314,57

b* ¥ = 9,21678 + 0,0557 035 388

c* ¥, = 9,00098+0,0604% 034 4,38

AE* ¥, = 27,963 + 607,456b% + 2,781 cb + 0,01 & + 097 13,74
0,004¢’ - 0,39¢'c — 0,78%a — 2,440 ab — 43,429 b

Ac* ¥, = -4,87696 + 0,0558% 035 17,76

% Significativo, ao teste t (P < 0,05)

a: AlIT; b: NTC; c: Tempo

L*: luminosidade, a*: vermelhal/verde, b*: amarefafac*: indice de saturacaag*: diferenca
global de corAc*: diferenca de saturagdo

Todos os fatores estudados influenciaram o parametr Para o
aumento do valor de L*, o modelo gerado, de marggral, sugere aumentar o
valor de AIT e o tempo e diminuir o valor de NTC.

Para o grafico de contorno gerado com os valoreS fikados em 0%
(Figura 6A), pode-se observar que valores de L* @rervalos de
concentragfes de AIT de 20% a 30% e de 50% a 60%eséelhantes em todos
0s tempos, ou seja, pode-se observar o efeito @izmmegativo de AIT da
equacdao de regressao para L*. Neste nivel de NMalon de L* aumenta com
0 tempo, para uma mesma concentracédo de AlT.

Quando o NTC é fixado em 0,05%, com o tempo, @rvde L*
aumenta, indicando que a amostra descoloriu, cégesultado da reducédo na
intensidade de cor vermelha e aumento na amarelaef@, a amostra esta
oxidando (Figura 6 B).

Ja quando se utiliza nivel de NTC 0,1%, observats® para certa
concentracdo de AIT, o valor de L* apresenta redu@dgura 6 C), mas,

fixando-se o tempo, a medida que AIT aumenta, tabitbém aumenta.
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FIGURA 6 Curva de contorno para parametro L*, em funcdoetopb e da

concentracdo de AIT para valor de NTC = 0 (A); N¥®,05%
(B); NTC =0,1% (C).

A equacao de regressao gerada para o parametdied que os fatores

tempo e NTC foram significativos (P<0,05). O fanfC influencia a variavel

resposta positivamente, ou seja, um aumento naenbtacdo de NTC implica
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em aumento do parametro a*. A influéncia desse e@mposto na cor de

alimentos ainda néo foi estudada. Com relacao mpdeeste apresenta efeito

negativo, de modo que, com o passar do tempo, or \é¢¢ a* diminui,
evidenciando perda de intensidade do pigmento VeaiiEigura 7).
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0,001 — .
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35
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FIGURA 7 Curvas de contorno para o parametro a*, em funcaempo e de

NTC.

O parametro b* foi influenciado positivamente (FRB38), pela
concentracdo de AIT (Tabela 5), indicando que oesindesse fator acarreta

um leve aumento em b* (Figura 8). Os valores dedstaram de 9,56 a 12,66.
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FIGURA 8 Comportamento do parametro b*, em funcao da coragia de
AIT.

Chouliara et al. (2007) avaliaram carne de peitofrdago fresca e
observaram tendéncia de o parametro L* diminuigmssivamente, durante 25
dias de armazenamento, indicativo do fato de querada produto tornou-se
mais escura. A mesma tendéncia foi observada ersteanacontendo 6leo de
orégano na concentracdo de 0,1%. J4 para as asnostt@ndo 6leo de orégano
1% houve tendéncia de aumentar o valor de L* diéab do armazenamento.
No que diz respeito ao parametro a*, estes vakmgaram entre 3,30 e 7,03,
sem um padrdo especifico produzido por qualquerdos tratamentos. O
mesmo padréo é valido para o parametro b *, clatimes variaram entre 9,17 e
14,82.

O mesmo comportamento com relagédo ao parameétrfoi lobservado
neste estudo, em que o tratamento sem AIT (cohtapleesentou valor inferior
de L" quando comparado aos tratamentos com AIT.

O indice saturacdo faz distincdo entre cor fratarte, apresentando a
relacdo com a intensidade ou a quantidade de umaidade (Ramos &
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Gomide, 2007). O fator AIT influenciou positivamer{P<0,05) o parametro c*,
assim comoAc* (Tabela 5). Apesar de a saturacdo (indice cthentar nas
amostras em funcéo do AIT, quando elas sdo comgsuamm o padrdo (frango
cozido e desfiado no tempo 0), percebe-se que astes se apresentam menos

saturadas/Ac* <0), ou seja, a amostra esta descolorindo (BRigur

>
W

14,00 0
12,00 0520 30 40 50 60
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. 800 L5
° 6,00 . 2
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FIGURA 9 Variacéo de c* (A) AC* (B), em funcéo da concentracdo de AlT.

Todos os fatores influenciaram o parametiE¥. De maneira geral, para
se obter valores baixos d€e*, devem-se utilizar valores elevados de AIT e
NTC. Fixando-se o valor de NTC em 0,1% (Figura 1§ A valor de
AE*diminui com o0 aumento da concentracdo de AlT etdra-se praticamente
constante com o tempo. Quando o AIT é fixado em ,66%alor deAE*
diminui com o aumento do valor de NTC e com o terfiigura 10 B). Para o
tempo fixando em 40 dias, a reducaoAde* é obtida com reducéo de NTC e
aumento de AIT (Figura 10C).
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FIGURA 10 Curvas de contorno parsE*, em fungdo de AIT e tempo para
NTC =0,1 (A); em funcdo de NTC e tempo com AIT 60806 (B)
e em funcédo de AIT e NTC para tempo =40 (C).

Dessa maneira, recomendam-se valores elevadosTde AITC para
reduzir a variacdo de cor em relacdo ao padrao.

Segundo Ramos & Gomide (2007), valores Al€*>5 representam
diferencas detectaveis pelo olho humano. Os trateoeeque excederam este
valor foram os ensaios 1, 2, 3, 9 e 13 (Tabela2)seja, os tratamentos com

poucos dias de armazenamento, (2 e 10 dias), eatammento com 20% de AIT
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e 0,05% de NTC e 21 dias de armazenamento. Assiromendam-se, para a

reducdo déAE*, tempo maior de acondicionamento e valores reaide AIT e

NTC.

5.3.3 Liberacéo de AIT

O filme elaborado com 0,02% de NTC e 28 % de Ahh,a®ntato com
o frango, apresentou auséncia de AIT na carne agydr cozida e desfiada
analisada com 10 e 32 dias, indicando que essdidad® de NTC nédo é o
suficiente para retencdo do AIT. J& o ensaio co%h @8 AIT e 0,08% de NTC
com 10 dias apresentou 0,778 e 0,562 mg de AITMIOONno filme e na carne

de frango cozida e desfiada, respectivamente (dd)el
No ensaio 11 observou-se 0 maior teor de AIT moefie no frango com

21 dias, possivelmente devido a alta concentrag@mntmicrobiano utilizada e

a alta difusao proporcionada pela auséncia de NTC.

75



TABELA 6 Valores de AIT nos filmes e carne de frango cogidiesfiada, para
os diferentes ensaios

Ensaio AIT NTC Tempo mgdeAlITno mgdeAlT no
(%) (%) (dias) filme/100 mL  frango/100 mL

13 40 0,05 2 5,432 2,922

1 28 0,02 10 0,325 0,000

2 52 0,02 10 1,411 1,718

3 28 0,08 10 0,778 0,562

4 52 0,08 10 2,823 2,324

9 20 0,05 21 0,180 0,879

10 60 0,05 21 5,389 23,779

11 40 0 21 11,466 32,223

12 40 0,1 21 4,855 25,964

15 40 0,05 21 2,749 12,645

16 40 0,05 21 6,391 17,653

17 40 0,05 21 2,304 14,739

5 28 0,02 32 0,000 0,000

6 52 0,02 32 1,124 3,129

7 58 0,08 32 7,282 16,517

8 52 0,08 32 0,352 1,371

14 40 0,05 40 0,791 4,445

De maneira geral, os demais tratamentos foram eefies, pois
apresentaram AIT no filme e no frango com até 48 die acondicionamento e
também permitiram a difusdo deste para o franggmaeratura de’8.

A liberagdo de AIT do filme para o frango podeeeplicada pelo efeito
de plastificacdo da agua presente no frango, quie ger aumentado o
movimento molecular na matriz filmogénica e desdaado a liberacdo do AIT.

Nadarajah et al. (2005a) encontraram alta conggudrale AIT no
espaco vazio da embalagem de carne moida tratad@ste antimicrobiano, o
gue sugere que a maioria do AIT volatilizou. Emtnéd, a embalagem com
maior teor de AIT nado foi a que apresentou mellistidade antimicrobiana,
indicando, portanto, que a solubilidade do AIT a@ane e em contato com a
bactéria contaminante foi, provavelmente, mais imame que a concentracao

de AIT no espaco vazio para agao antimicrobiana.
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A absorcdo de AIT da carne de frango cozida e alimfipode ser
explicada pela equacgéo 1, na qual se observa ghsoacdo de AIT da carne de
frango (y) foi influenciada (P<0,05) positivamerpela quantidade de AIT
liberada pelo filme (x). Os valores de R2 e CVremn 0,7% e 25,71%,
respectivamente, para o modelo gerado:

y=0,774 + 2,753 % (1); em que

* significativo, pelo teste t, a 5%; y: absorcAcMIE da carne de frango
cozida e desfiada (mg de AIT/100mL) e x: AIT libdoapelo filme (mg de
AIT/100mL).

Pela correlacdo da liberacdo de AIT do filme e g de AIT pela
carne de frango cozida e desfiada, observa-seréFitl) que quanto maior a
liberacdo de AIT do filme, maior a absor¢do de Aé€lo frango. Assim, pode-se
afirmar ocorre a difusdo do antimicrobiano do filipara a carne de frango

cozida e desfiada.

mg de AIT no frango/ 100mL

mg de AIT no filme/ 100mL

FIGURA 11 Liberacédo de AIT da carne de frango daz desfiada embalada
em filmes antimicrobianos, em funcéo da liberacd At pelos
filmes
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5.3.4 Andlises microbiolégicas

Na Figura 12 observa-se a contagem SBdmonella Choleraesuis,
mesofilos aerdbios estritos e facultativos vidweigsicrotroficos para carne de
frango cozida e desfiada inoculada com 5,7 Log gE@ embalada com os
filmes antimicrobianos e filme de base celulésieansAIT e sem NTC
(controle), por 40 dias.

O filme com 28% de AIT e 0,02% NTC e o filme com sma
quantidade de AIT, mas com 0,08% de NTC, apresamtacom 10 dias de
acondicionamento, contagem de 5,7 Log WfFCe de 3,9 Log UF@",
respectivamente, pafalmonellaCholeraesuis, ou seja, apenas o segundo filme
reduziu a contagem na carne de frango cozida éadasEste tratamento (28%
AIT e 0,02% de NTC) apresentou contagem de 5,7e ®% Log UFCg'l, com
32 dias para Salmonella Choleraesuis, mesdfilos e psicrotréficos,
respectivamente, tendo sido o0 Unico que permitiucrescimento de
psicrotréficos. Esse resultado corrobora os dedifim de AIT, que mostraram
auséncia de AIT para este tratamento.

Ja o filme elaborado com 52% de AIT e 0,08% de N€&Quziu a
contagem dé&almonellaCholeraesuis e mesoéfilos para 1,9 Log WG para
3,8 Log UFCg?, ou seja, reducdes proximas de 4 e 2 ciclos lwg@ds,
respectivamente, com 10 dias de estocagem.

Com até 10 dias de acondicionamento, percebe-seaqaelucido de
SalmonellaCholeraesuis foi maior que a reducéo de mesofias/avelmente
devido & presencga de microflora gram-positiva, gueais resistente ao AlT.
Nadarajah et al. (2005a) e Chacon et al. (2006krghsam este mesmo
comportamento na contagem de mesoéfilos em carriadov

Os demais tratamentos analisados com 21, 32 ea#0agiresentaram
contagem <1,0 log UF@-t, estimada par&almonellaCholeraesuis, mesdofilos e

psicrotroficos.
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0,02
0,08
0,08

32

FIGURA 12 Contagem d&almonellaCholeraesuis & ), psicrotroficos () e
mesofilos (m ), para carne de frango cozida e desfiada embalada
em filmes antimicrobianos e em filme controle.

Ja a carne de frango cozida e desfiada embaladaosofiimes sem
antimicrobiano e sem NTC (controle) apresentou agerh deSalmonella
Choleraesuis de 8,4 Log UI~'g.“,1 e, para mesofilos e psicrotréficos, 8,0 e 7,9
Log UFCg™, respectivamente, depois de 40 dias de estocdgstes valores
sdo superiores aos encontrados para o frango atwmatio em embalagens
antimicrobianas, comprovando a eficAcia das mesmmas inibicdo
microbioldgica deste produto.

O tempo aumenta a contagem dos microrganismos eeAdll NTC

agem impedindo essa tendéncia.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, rendemse a utilizagdo
de AIT em concentracdes superiores a 28%, combénaden concentracdes
superiores a 0,02% de NTC, para se conseguir redagobioldgica, controle
de oxidacédo e reducéo nas alteracdes de cor, eoasib que esses dois fatores
(AIT e NTC) néo influenciaram as caracteristicax@micas. Essas embalagens
foram eficientes durante 40 dias de estocagemeseptando grande potencial

de aplicagdo em produtos carneos, para aumentda ae prateleira.
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