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RESUMO

RODRIGUES, REGIANE M. da S. Producdo e aplicagdo de embalagens ativas
biodegradaveis na conservacao de presunto fatiado. 39 f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Tecnologia de Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal Do Parana
(UTFPR). Campo Mouréo, 2015.

Para que os alimentos possuam uma vida util maior, muitos estudos vém sendo
feitos em relacdo as embalagens ativas biodegradaveis, que além de preservarem
as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos também n&o prejudicam o
meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi de produzir laminados biodegradaveis
de amido e poli (4cido latico) (PLA) incorporados com nanoparticulas de prata
(AgNPs) e avaliar a sua aplicacdo na conservacao do presunto fatiado durante o
armazenamento refrigerado. Para avaliar se a AgNP foi efetiva no proposito de atuar
como agente antimicrobiano em presunto foram realizadas analises fisico-quimicas
de pH, oxidacao lipidica, perda de peso e cor. As analises microbiolégicas foram
contagem total de microrganismos psicrotréficos, contagem total de mesoéfilos
aerdbios estritos e facultativos e pesquisa de coliformes totais e termotolerantes. As
embalagens contendo AgNP reduziram significativamente a contagem de
psicrotroficos e mesofilos até o 6° dia de armazenamento. Entretanto, a oxidacao
lipidica ocorreu em maior propor¢ao nos presuntos envasados em embalagens com
AgNP, devido ao efeito catalisador da prata. De uma forma geral, pode-se concluir
gue os laminados a base de amido e PLA atuaram como um suporte efetivo para
incorporacdo da AgNP e também como uma embalagem alternativa para presunto
fatiado.

Palavras-chave: Amido. Poli (Acido latico). Nanoparticulas de prata. Extrusao.



ABSTRACT

RODRIGUES, REGIANE M. da S. Production and application of biodegradable active
packaging in cooked sliced ham. 39 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia
de Alimentos) - Universidade Tecnolégica Federal Do Parana (UTFPR). Campo
Mouréo, 2015.

Several studies regarding biodegradable active packaging have been performed with
the main objective to preserve the sensory and nutritional properties of food without
damaging the environment. The objective of this work was to produce starch and poly
(lactic acid) (PLA) biodegradable sheets coated with silver nanopatrticles (AgNP) and
evaluate their application in the sliced ham conservation during refrigerated storage.
Physicochemical analysis of pH, lipid oxidation, weight loss and color, and
microbiological analyzes of psychrotrofic, mesophilic, coliforms microorganisms were
performed to assess whether the AgNP was effective as antimicrobial agent on sliced
ham. Packages containing AgNP significantly reduced psychrotrophic and mesophilic
count until the 6th day of storage. However, lipid oxidation occurred in greater
proportion in hams packaged in packages containing AgNP due to the catalytic effect
of silver. In general, it can be concluded that starch and PLA sheets acted as an
effective support for AQNP incorporation and is an alternative for packaging sliced
ham.

Key-words: Starch. Poly (lactic acid). Silver nanopatrticles. Extrusion.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, grande parte das embalagens utilizadas pelas industrias
alimenticias € oriunda de combustiveis fosseis ndo degradaveis e isto estd sendo
considerado um problema ambiental por gerar e depositar enorme quantidade de
detritos no meio ambiente (RHIM; PARK; HA, 2013). Neste sentido, muitas
pesquisas estdo sendo feitas para desenvolver embalagens utilizando-se polimeros
biodegradaveis, seja individualmente ou na forma de blendas (WORK et al., 2004;
BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009).

Entre as matérias-primas para a producdo de embalagens, o amido, tanto na
forma nativa como modificada, e o poli (acido latico) (PLA) tem ganhado destaque,
pois ambos os materiais sdo biodegradaveis e possuem carater renovavel (ROZ et
al., 2001; YU; DEAN; LI, 2006). O PLA é um poliéster alifatico, comercialmente é
obtido pela polimerizacdo de mondémeros de &cido latico advindos da fermentagéo
de acucares presentes no milho, batata, beterraba e cana de acucar (MARTIN;
AVEROUS, 2001). Alguns estudos relatam a possibilidade de producdo de materiais
a partir de blendas de amido e PLA a partir do processo de extrusdo termoplastica
(SHIRAI, 2013; SHIRAI et al., 2015).

Frente aos beneficios ambientais propostos pelo uso de blendas de amido e
PLA, a viabilidade econbmica e tecnolbgica destes materiais seria incrementada se
estes além de possuirem a funcdo de proteger os alimentos de agentes externos,
atuassem como uma embalagem ativa, que se caracteriza por alterar as condi¢oes
do ambiente ao redor do alimento para prolongar a sua vida util, mantendo as
propriedades sensoriais, nutricionais e de seguranca do produto (ROBERTSON,
2006; YAM; TAKHISTOV; MILTZ, 2005). As embalagens produzidas a partir de
biopolimeros permitem incorporagdo de aditivos, tais como: antioxidantes,
antifingicos, antimicrobianos, corantes e outros nutrientes (IMRAN et al., 2010).

Em muitos alimentos sélidos e semissélidos como os produtos carneos
fatiados, a contaminacdo microbiolégica ocorre em maior intensidade na sua
superficie, requerendo desta forma um efetivo controle do crescimento microbiano.
Tradicionalmente, os agentes antimicrobianos sdo adicionados diretamente ao
alimento e sua eficiéncia pode ser reduzida em virtude da presenca de outros
compostos do préprio alimento (OUATTARA et al., 2000).
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Com isso, muitos estudos estdo sendo direcionados no desenvolvimento de
filmes e coberturas antimicrobianas que atuam inibindo a multiplicagdo microbiana
na superficie destes alimentos que estdo diretamente em contato com a embalagem.
Esta tecnologia também se destaca porque os aditivos séo liberados gradualmente,
mantendo-se presentes em menores quantidades e apenas onde sua presenca é
requerida (ANDRADE-MOLINA et al., 2013; APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
SUPPAKUL et al., 2003; VERMEIREN; DEVLIEGUERE; DEBEVERE, 2002).

No Brasil, a comercializacdo de grande parte dos produtos carneos fatiados,
tais como presunto, salame e mortadela ocorrem em bandejas de poliestireno
expandido (isopor) recobertas com filmes de PVC (Policloreto de Vinila). Embora a
comercializacdo dos produtos fatiados ocorra sob refrigeracdo, estes sédo altamente
pereciveis devido a sua composicao fisico-quimica. Além disso, este tipo de produto
€ altamente manipulado e apresenta uma maior superficie de contato com o
oxigénio que acelera reacdes, como de oxidacao lipidica, e permite o crescimento de
microrganismos aerébios (BRESSAN et al., 2007; HOLLEY, 1997).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido alvo de estudo de varios
pesquisadores, devido a facilidade de producéo e por apresentar um amplo espectro
de atividade antimicrobiana, sendo ativa contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, fungos, protozoéarios e certos virus (KUMAR; MUNSTEDT, 2005). A
aplicacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) em filmes comestiveis (AN et al.,
2008) e em laminados de amido e PLA (PIZZOLI, 2014) foram estudadas e
apresentaram grande potencial para serem aplicadas na conservacao de alimentos.

Neste sentido, o uso de materiais biodegradaveis associado as AgNPs seria
uma alternativa vidvel na conservacdo de presunto fatiado, visto que as AgNPs
guando aplicadas em salsichas reduziram significativamente a contagem de
bactérias laticas (MANSO, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi de produzir laminados biodegradaveis de amido e

poli (acido latico) (PLA), incorporar as nanoparticulas de prata (AgNPs) e avaliar a

sua viabilidade na conservacéo de presunto fatiado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

\4

Produzir laminados biodegradaveis de amido e poli (Acido latico) por extrusédo
e incorporar nanoparticulas de prata;

Aplicar os laminados na conservacao de presunto fatiado;

Avaliar os parametros fisico-quimicos de cor, perda de peso, pH e oxidacao
lipidica;

Avaliar a qualidade microbiolégica a partir da contagem total de
microrganismos mesoéfilos aerdbios estritos e facultativos, contagem total de

psicrotroficos e pesquisa de coliformes totais e termotolerantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRESUNTO

O presunto €& considerado um produto nobre e muito consumido
mundialmente devido as suas caracteristicas sensoriais como sabor e aroma
(COSTA et al,, 2007). Seu consumo vem aumentando, pois 0s consumidores
procuram cada vez mais por alimentos de qualidade, frescos e faceis de preparar
(BRESSAN et al., 2007). Presunto cozido, segundo a Instrucdo Normativa n° 20, de
31 de julho de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
é definido como “o produto carneo industrializado obtido exclusivamente com o pernil
de suinos, desossado, adicionado de ingredientes, e submetido a um processo de
cozimento adequado”. (BRASIL, 2000).

Os produtos céarneos estdo sujeitos as alteragBes fisicas, quimicas e
microbiolégicas por causa da sua composicdo em relacdo a umidade, proteinas,
gorduras e outros nutrientes (OLIVO, 2006). O presunto, por exemplo, apresenta
teor de sal entre 2 a 4%, pH maior que 6,0 e nitrito residual abaixo de 100 ppm
(HOLLEY, 1997).

No fatiamento de presuntos, a contaminagdo microbiolégica pode ocorrer,
pois a superficie do cortador representa uma fonte de microrganismos deteriorantes
ou patogénicos, ocasionando a formacao de biofilme na superficie do cortador. Esse
biofiilme € como uma “capa” de microrganismos aderidos em uma dada superficie
por substancias poliméricas que lhes conferem esta capacidade de adesao
(CHMIELEWSKI, 2003). Sua formacdo segue as etapas de contato com o
microrganismo, a colonizagdo com producdo de substancias poliméricas
(polissacarideos, proteinas, etc.) e maturagdo. A adesdo microbiana ocorre em
superficies mal higienizadas (OLIVEIRA, 2006).

Por ser muito manipulado este produto esta em maior contato com o oxigénio,
permitindo o crescimento de microrganismo aerobios afetando também sua vida til
por causa do seu efeito quimico, como a oxidagdo (BRESSAN et al, 2007).

A cor da carne, e de um produto carneo, depende principalmente do estado

da mioglobina (deoximioglobina, oximioglobina e metamioglobina), pois é ela que
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dard a cor caracteristica da carne, porém, esta cor pode variar de acordo com a
espécie do animal (HONIKEL, 1998; LAWRIE, 2005; BREWER; NOVAKOFSKI;
FREISE, 2006; LINDAHL et al., 2006). Para as medi¢cbes de cor instrumental, sdo
empregados parametros de luminosidade (L*), verde a vermelho sendo identificado
por a*, e b* que pode variar das cores azul a amarelo. Porém, apenas os parametros
L* e a* sdo mais utilizadas para conferir a cor da carne e produtos cérneos
(MANCINI; HUNT, 2005).

A oxidacdo da cor pode estar diretamente correlacionada com a oxidagao
lipidica, causando alteracdo na cor do produto negativamente. Uma vez que, 0
atomo de ferro ou a molécula de mioglobina desnaturada podem ser oxidados com
os radicais livres gerados na oxidacao lipidica (MONAHAN et al., 1993). A oxidacéo
lipidica ocorre devido a degradacdo do acido graxo insaturado em produtos
secundarios como os aldeidos, cetonas, &alcoois, &acidos e hidrocarbonetos,
degradando componentes importantes como vitaminas lipossolUveis e os &cidos
graxos essenciais, e alterando as caracteristicas sensoriais dos alimentos (HERAS
et al., 2003; OLIVO, 2006; GONCALVES, 2008).

3.2 BLENDAS DE AMIDO E POLI (ACIDO LATICO)

Blendas poliméricas constituem-se de misturas de dois ou mais polimeros
sem que haja necessariamente uma relacao ou reacdo quimica entre 0s mesmo. As
blendas formadas pela combinagcdo de biopolimeros possuem uma enorme
importancia em diversas areas, pois € possivel unir as propriedades de cada
composto em um unico material, melhorando assim as propriedades mecanicas,
bioldgicas, fisico-quimicas e de processamento do mesmo (TONHI; PLEPIS, 2002).
Com isso, um dos maiores desafios no desenvolvimento e comercializacdo de
materiais biodegradaveis é o custo e sua viabilidade, frente a isso, 0 amido por ser
abundante e de baixo custo, é uma excelente alternativa para a combinagdo com
outros biopolimeros (SOARES, 2012).

O amido nativo possui uma ampla aplicacdo em indastrias téxtil, de papel,
farmacéutica, plastica e alimenticia. Dentro deste contexto, a mandioca é uma das

culturas agricolas mais tradicionais no Brasil, tendo na regido Sul grande
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concentragdo de unidades processadoras de farinha e amido. O amido nativo de
mandioca apresenta grande interesse industrial no que tange suas caracteristicas
fisico-quimicas (APLEVICZ; DEMIATE, 2007).

O PLA é um poliéster alifatico, produzido de fontes renovaveis, sendo,
portanto facilmente biodegradado. Comercialmente, sdo obtidos pela polimerizacao
de mondmeros de &cido latico advindos da fermentacdo de acglcares presentes no
milho, batata, beterraba e cana de acucar (MARTIN; AVEROUS, 2001). O PLA
possui propriedades comparaveis as do polipropileno (PP) e poli (tereftalato de
etileno) (PET), tais como transparéncia, boa processabilidade e elevada resisténcia
a tracdo (MARTIN; AVEROUS, 2001) e também apresentam muito pouca ou
nenhuma toxicidade e elevado desempenho mecanico, comparavel aos polimeros
comerciais (YU; DEAN; LI, 2006).

Com isso, blendas de poli (acido latico) e amido séo interessantes, devido a
sua biodegradabilidade, ser de fonte renovavel e pelo auxilio na reducédo de custo
frente ao alto valor do poli (4cido latico). A producéo de blendas de amido e PLA
pelo processo de extrusdo tem sido alvo de estudo de diversos pesquisadores
(SOARES et. al.,, 2013, SHIRAI et. al.,, 2015), mas grande parte dos materiais
desenvolvidos nao foi destinada para uma aplicacdo especifica. Assim, estes
materiais incorporados de aditivos possuem grande potencial para serem aplicados
em alimentos (IMRAN et al., 2010).

3.3 NANOPARTICULAS DE PRATA

Desde a década passada € notavel o crescente interesse da comunidade
cientifica a respeito do ramo da nanociéncia no que se refere as intrigantes
mudancas nas propriedades fisicas de determinados solidos, quando suas
dimensdes sdo reduzidas a escala manométrica e, também, a possibilidade de
controle sobre os componentes estruturais de materiais e dispositivos em escalas de
tamanhos inferiores aquelas convencionais (JEON et al., 2010).

Solugdes coloidais de metais como prata e ouro sdo sistemas em nanoescala
interessantes, devido a facilidade com que podem ser preparadas e modificadas
guimicamente (FELDHEIM; FOSS Jr, 2002. DANIEL; ASTRUC, 2004). A prata
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possui atividade antimicrobiana conhecida ha muito tempo. Com um consequente
aumento da area superficial, devido a diminuicdo dos tamanhos das particulas, sua
caracteristica antimicrobiana se torna mais efetiva (YOON et al, 2007)
proporcionando um melhor contato com os microrganismos (KIM et al., 2007; RAI,
YADAVAV; GADE, 2009). Assim, aumentando a reatividade quimica e a atividade
biolégica demonstrando acdo contra as bactérias (FERNANDES, 2010).

Estudos revelam que os ions prata (Ag+) liberados a partir AQNPs (prata
metalica) reagem com as proteinas das bactérias, pois estes possuem grande
afinidade com grupos fosfatos e com liga¢des sulfidricas (-SH) (NETO, 2010). A
reacdo da Ag+ com o grupo -SH, produz o grupo (-SAg) muito estavel na superficie
bacteriana levando a inativacdo das proteinas (CHO; PARK; OSAKA, 2005). Quando
as células bacterianas entram em contato com as nanoparticulas a multiplicacéo
celular pode ser inibida ou ocorrer lise celular (CASTELLANO et al., 2007).

Nanoparticulas de prata estdo sendo incorporadas em muitos materiais
poliméricos, téxteis, resinas, ceramicas, entre outros, conferindo propriedades
antimicrobianas (SEGATTO, 2005). Quando esses metais sdo preparados na forma
de nanoparticulas, espera-se uma melhor caracteristica antimicrobiana devido ao
aumento da area de superficie (YOON et al., 2007).

Laminados de amido e PLA reticulados com nanoparticulas de prata com
propriedades antimicrobianas foram produzidas por Pizzoli (2014). Sanchez-Valdes
et al. (2009) produziram um composito de polietileno e nanoparticulas de prata
depositado em uma estrutura de filme com cinco camadas. Entretanto, ndo foi

avaliada a aplicacdo desses materiais em alimentos.

3.4 EMBALAGENS ATIVAS PARA PRODUTOS CARNEOS

Embalagens ativas sdo atualmente uma das tecnologias mais dinamicas
usadas para preservar a qualidade dos alimentos através da liberacdo de agentes
ativos por uma pelicula na embalagem. A liberacdo de agentes ativos pode ser
controlada por um longo periodo de tempo para manter ou aumentar a qualidade e
vida de prateleira de produtos, sem a necessidade de adicdo direta de quaisquer
substéancias ao alimento (LEE, 2010; ZHOU; XU; LIU, 2010).
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A funcéo principal das embalagens de alimentos € a de manter a qualidade e
seguranca dos produtos alimentares durante o armazenamento e transporte, e
prolongar a vida de prateleira de produtos alimentares, impedindo o contato com
fatores ou condicBes desfavoraveis, tais como microrganismos, contaminantes
quimicos, oxigénio, umidade, luz, etc (RHIM; PARK; HA, 2013).

Embalagens com propriedades antimicrobianas sdo uma nova opgao para
inibir o crescimento microbiano nos alimentos, mantendo a qualidade, frescor e
seguranca dos mesmos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002). Nesse contexto o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis ativas, com propriedades
antimicrobianas, torna-se interessante (PIZZOLI, 2014). A estabilidade oxidativa de
produtos céarneos pode ser estendida utilizando antioxidantes e materiais de
embalagem adequados (ZHOU; XU; LIU, 2010).

Na literatura encontram-se disponiveis alguns trabalhos sobre o
desenvolvimento e aplicagdo de embalagens ativas na conservacdo de produtos
carneos. Barbosa-Pereira et al. (2014) produziram filmes ativos a base de polietileno
de baixa densidade (PEBD) contendo diferentes antioxidantes (extrato de alecrim e
polivinilpirrolidona) para aplicagdo em bifes bovinos, e observaram que estes
materiais reduziram a oxidacéo lipidica. Estudo similar foi feito por Lorenzo, Batlle e
GOmez (2014) utilizando-se filmes com 6leo essencial de orégano e extrato de cha
verde na conservacao de carne de cavalo.

Filmes biodegradaveis de carboximetilcelulose e poli (&lcool-vinilico)
adicionados de 6leo essencial de alho auxiliaram na reducédo da contagem total de
bactérias em carnes de frango (MUPALLA et al., 2014). Similarmente,
nanocompoésitos a base de PEBD e nanoparticulas de éxido de zinco e prata (5 e
10% p/p) proporcionaram um efeito positivo na conservacao de peito de frango, a
partir da reducéo da contagem de microrganismos mesofilos além de minimizar a
oxidacao lipidica (PANEA et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DO TRABALHO

A producdo dos laminados de amido e PLA utilizados neste trabalho foram
realizadas em extrusoras pertencentes ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia
de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, Brasil. A
aplicacdo das nanoparticulas de prata nos materiais e avaliacdo da vida util do
presunto foram feitos nos laboratérios de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnolégica Federal do Parand, Campus Campo Mourdo-PR, Brasil.

4.2 MATERIAL

Para a sintese das nanoparticulas de prata foi utilizado amido solavel (Synth,
Brasil), D-glicose (Cinética, Brasil) e nitrato de prata (Proquimios, Rio de Janeiro). Os
laminados foram produzidos com amido de mandioca (Indemil, Paranavai), glicerol
(Dindmica, Sao Paulo) e PLA Ingeo 4043D (Natureworks, LLC, Cargill, EUA). O

presunto fatiado foi adquirido no comércio local da cidade de Campo Mourédo-PR.

4.3 PRODUCAO DOS LAMINADOS DE AMIDO E POLI (ACIDO LATICO) POR
EXTRUSAO

Os laminados de amido e PLA foram produzidos em escala piloto, pela
técnica de extrusdo plana (calandragem) (SHIRAI, 2013; SHIRAI et al., 2015). A
formulacdo consistiu em 50 % de PLA, 37,5 % de amido de mandioca e 12,5 % de
glicerol. Todos os materiais foram pesados, misturados manualmente em um béquer
até homogeneizacdo completa e posteriormente extrusados em forma de filamentos

cilindricos em extrusora mono-rosca (BGM, modelo EL-25, Brasil) com velocidade de
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rotacao do parafuso de 30 rpm e perfil de temperatura de 90/ 180/ 180/ 180 °C nas
4 zonas, como pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 — Processo de extrusdo formando filamentos cilindricos e os peletes.
Fonte: Autoria Propria

Os filamentos cilindricos foram peletizados e entdo processados na extrusora
dupla-rosca (BGM, modelo D-20, Brasil) acoplada a uma calandra laminadora (AX-
Plasticos, Brasil) para produzir os laminados como pode ser visto na Figura 2. O
perfil de temperatura na mesma foi de 90/ 170/ 170/ 170/ 170 °C, as velocidades
de rotagcdo do parafuso e de alimentacdo foram de 100 rpm e 33 rpm,

respectivamente. A distancia entre os rolos da calandra foi de 0,8 mm.
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Figura 2 — Formag&o dos laminados.
Fonte: Autoria Propria

4.4 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram produzidas pela técnica do
Polissacarideo Modificada (GHASEMINEZHAD; HAMEDI; SHOJAOSADATI, 2012).
Foram preparadas as solucdes de nitrato de prata (0,0420 g em 10 mL de agua Milli-
Q) e de D-glicose (0,0450 g em 10 mL de agua Milli-Q). Para a preparacdo da
solucdo de amido foram pesados 0,5 g de amido soluvel e posteriormente
solubilizados em 50 mL de agua Milli-Q aquecida a 90 °C para gelatinizacdo do
amido. Com o auxilio de uma proveta 2 mL da solucdo de nitrato de prata e 4 mL da
solucdo de D-glicose foram misturados aos 50 mL da solucédo de amido. A solucao
resultante foi autoclavada a 121 °C e 15 psi por 15 minutos (Prismatec). Ao final do
procedimento a solugdo apresentou coloracdo amarela, indicando a formacéo das
AgNPs.
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4.5 APLICACAO DAS AgNPs NOS LAMINADOS DE AMIDO E PLA E
ARMAZENAMENTO DO PRESUNTO FATIADO

Para incorporacdo das AgNPs aos laminados, 32 mL de uma solucdo de agua
Milli-Q foi adicionada a solucédo final obtida na sintese das AgNPs (volume). A
concentracdo final de AgNPs nesta solucdo foi escolhida devido a atividade
antimicrobiana que apresentou no trabalho de Pizzoli (2014) que foi de 135,62 + 1,28
mg/L. A solugédo resultante foi entdo colocada em uma bandeja e os laminados
previamente cortados (10 cm x 20 cm) foram mergulhados na solucdo por 30
segundos. Em seguida os laminados tratados com as AgNPs foram secos em estufa
com circulacéo de ar (Cienlab, Brasil) a 40 °C por 12 horas.

Uma peca de presunto foi adquirida e foi fatiada no proprio supermercado. As
fatias de presunto foram entédo dispostas sobre os laminados tratados com AgNPs,
em seguida os mesmos foram revestidos com filme de PVC (Policloreto de Vinila) e
armazenados em refrigerador (Electrolux Frost Free DF38) a 10 °C durante 10 dias,
conforme apresentando na Figura 3. As analises fisico-quimicas e microbiolégicas

foram feitas nos tempos 0, 3, 6 e 10 dias.

Figura 3 - Amostra de presunto fatiado com AgNP e amostra Controle.
Fonte: Autoria Propria.
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4.6 AVALIACOES FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO PRESUNTO
FATIADO

4.6.1 Medida de Cor Objetiva (L*, a* e b*)

A medida dos parametros de cor objetiva foi realizada com o colorimetro Mini
Scan EZ (Hunter Lab). Os resultados foram expressos como L* (que representa a
porcentagem de luminosidade, 0= escuro e 100=claro), a* (onde -a* representa
direcdo ao verde e +a* dire¢cdo ao vermelho) e b* (onde -b* representa direcdo ao
azul e +b* direcdo ao amarelo). Para cada tratamento, foi obtido o valor médio de
trés leituras em diferentes pontos da amostra (MANCINI; HUNT, 2005).

4.6.2 Determinacéo do pH

As medidas de pH foram realizadas em triplicatas com auxilio do
potencidmetro de contato, marca Testo, de acordo com a metodologia sugerida por
Olivo et al. (2001).

4.6.3 Determinacéo da Perda de Peso

As embalagens contendo o presunto fatiado foram pesadas em balanca semi-
analitica (Welmy, Brasil) e a perda de peso durante o armazenamento foi

determinada utilizando-se a Equacéao 1:

PP = % X 100 (Equacéo 1)
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Sendo m, a massa no tempo inicial de armazenamento (1° dia) e m, a massa para

os dias posteriores de andlise (n = 3, 6 e 10).

4.6.4 Determinacdo da Oxidacao Lipidica

Para a analise da oxidacao lipidica, foi empregado o método de quantificacao
reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBARS), segundo a metodologia prescrita por
Bruna et al. (2001) e Hoz et al. (2004), com algumas modificacbes feitas por
Almeida (2013). Os aldeidos foram extraidos através do preparo de um extrato
acido-aquoso, homogeneizado por 5 minutos em um agitador mecanico (Phoenix,
Araraquara-SP, Brasil) com velocidade variavel, composto por 5 mg de amostra
triturada, 25 mL de tricloroacético 7,5% (Dinamica, Sao Paulo). Depois de
homogeneizado, foi filtrado em papel filtro e uma aliquota de 5 mL do extrato foi
colocado dentro de um tubo de ensaio e adicionado 5 mL de solucdo de acido 2-
tiobarbitarico — TBA a 0,02mol/L (Alfa Aesar, EUA), e aquecido em banho-maria por
40 minutos a 100 °C. Durante o aquecimento ocorreu a formacdo do complexo
colorido (Figura 4), onde a absorbancia foi avaliada em espectrofotdmetro UV/visivel
(Femto), no comprimento de onda de 538nm. Para a quantificacdo do complexo
colorido, foi necessario a elaboracdo de uma curva padrdo, sendo utilizado o
composto padrao 1,1,2,2 tetraetoxipropano — TEP (Sigma Aldrich, Brasil) cuja
hidrélise acida gerou o malonaldeido na proporgcédo de 1:1 mol. A concentracao de
TEP (umol/L) de cada ponto da curva foi calculada de acordo com a massa inicial
de TEP da solucdo inicial. Os resultados foram obtidos com diferentes
concentracbes de TEP sendo plotado em grafico de dispersdo, com regressao
linear, obtendo-se a equacdo da reta. Os resultados foram expressos em mg

MDA/kg presunto.
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Figura 4 — Formagé&o do complexo colorido.
Fonte: Autoria Propria

4.6.5 Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes

Para realizar a diluicdo das amostras seguiu-se 0s métodos analiticos oficiais
da Instrugdo Normativa N°62/2003 onde foram pesados aproximadamente 25
gramas do presunto fatiado em sacos de “stomacher” esterilizados e adicionou-se
225 mL de solugéo salina peptonada 0,1% e homogeneizado por 60 segundos em
stomacher (ITR, Brasil). Essa foi a diluicdo 10" e a seguir, foram preparadas
diluicées decimais 102 e 10~

A determinagdo do numero mais provavel de coliformes foi realizada pelo
método dos tubos multiplos utilizando Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) para prova
presuntiva e Caldo Lactosado Bile Verde Brilhante (VBB) para coliformes totais, e
para determinacdo de coliformes termotolerantes foi empregado Caldo EC
(Escherichia coli). Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo preparadas foram transferidas
para séries de trés tubos contendo LST com tubos de Durham invertidos. Os tubos
foram incubados a 36 °C durante 24 e 48 horas, e uma alcada de cada tubo
apresentando crescimento e producédo de gas foi semeada em tubos contendo VBB
e EC, com tubos de Durham invertidos. Os tubos de VBB foram incubados a 36 °C
por 24 e 48 horas, enquanto os tubos de EC foram incubados por 24 e 48 horas a 45
°C em banho-maria. A formacdo de gas nos tubos VBB indicou a presenca de
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coliformes totais, e nos tubos de EC é considerada confirmativa da presenca de
coliformes termotolerantes. Os resultados foram expressos em NMP/g de presunto.

4.6.6 Contagem Total de Mesdfilos Aerdbios Estritos e Facultativos e Psicrotroficos

Diluicbes seriais da amostra de presunto previamente preparada foram
utilizadas para a contagem de psicrotréficos, pelo método de plaqueamento em
superficie em agar padrdo - PCA e incubacdo a 7 °C por 10 dias. A contagem de
mesofilos aerdbios estritos e facultativos foi feita pelo método de plaqueamento em
profundidade em agar padrdo - PCA e incubacado a 36 °C por 48 horas (SILVA et al.,

2007). Os resultados das contagens foram expressos em UFC/g.

4.6.7 Analise dos Dados

Os resultados foram avaliados por teste T-student ao nivel de 10% de

significancia (p<0,10) utilizando-se o programa STATISTICA 7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACOES FiSICO-QUIMICAS

5.1.1 Determinacgéo de pH e Oxidagéo Lipidica

Os resultados de pH e oxidacdo lipidica dos presuntos armazenados em
embalagens biodegradaveis durante 10 dias estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se que no 3° dia de armazenamento a amostra AgNP apresentou um pH
inferior que a amostra controle. Possivelmente tal comportamento € o resultado do
crescimento de bactérias laticas, que produzem acido lactico e reduzem o pH do
meio. JA no tempo 6 de armazenamento a amostra controle apresentou um pH
inferior em relagcdo a amostra AgNP, e para o tempo 10 de armazenamento as
amostras ndo diferiram estatisticamente entre si ao nivel de 10% pelo teste t-
Student.

Tabela 1 — Valores de pH e oxidac¢éo lipidica em presunto fatiado armazenado em embalagens ativas
biodegradaveis por 10 dias.

pH Oxidacéao lipidica
(mg MDA/kg presunto)
Tempo (dias) AgNP Controle AgNP Controle
0 6,24 +0,01* 6,24+0,01* 0.6934+0,003* 0,6934 +0,003°
3 5,08 +0,01* 5,14+0,03° 2,6590+0,081° 2,1910 + 0,204
6 5,37 +0,09° 5,20 +0,05% 5,4022 +0,122°  3,5302 + 0,102°
10 551+0,12* 5,35+0,23% 8,7970 + 1,563°  3,9010 *+ 0,188

2P | etras diferentes na mesma linha, para cada analise, indicam diferenca significativa (p<0,10) pelo
teste t-Student.

O pH de um determinado meio pode interferir de maneira significativa no
crescimento e no desenvolvimento de microrganismos (MOREIRA, 2012) e devido a

producdo de aminas e aménia no produto carneo o pH pode sofrer um aumento no
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decorrer da estocagem, sendo uma andlise importante para avaliar a qualidade
comercial do produto (LAZLO; BASSO; COELHO, 1986). Um baixo valor de pH pode
ocasionar a oxidacao da mioglobina interferindo também na cor do produto.

Ainda de acordo com a Tabela 1, tem-se que a oxidacao lipidica no tempo
inicial de armazenamento e no tempo 3 as amostras ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,10). Nos tempos 6 e 10 de armazenamento a amostra AgNP
apresentou uma maior taxa de oxidacdo que pode estar ligado a diversos fatores
como as condicdes e tempo de armazenamento, 0 processamento, os aditivos
adicionados e o conteldo de acidos graxos insaturados na fracdo lipidica
(CHIZZOLINI; NOVELLI; ZANARD, 1998) e o sabor e odor desagradaveis sao
caracteristicos dos acidos graxos livres de menor peso molecular (GAVA, 1978).

Comportamento diferente foi observado em peitos de frango, onde os
nanocompoésitos a base de PEBD e nanoparticulas de éxido de zinco e prata (5 e
10% p/p) minimizaram a oxidacgao lipidica (PANEA et al., 2014)

A oxidacdo lipidica pode apresentar danos a saude humana, devido a
formacdo de moléculas toxicas, causando também a degradacdo do acido graxo
insaturado em produtos secundarios e alterando as caracteristicas sensoriais dos
alimentos. Segundo Torres & Okani (1997) valores de TBARS até 1,59 mg de
aldeido maldnico.kg™ de amostra sdo considerados baixos para serem percebidos

por analise sensorial e ndo causam alarme para saude do ser humano.

5.1.2 Avaliagéo de Perda de Peso

Para a avaliacdo de perda de peso observou-se na Figura 5 que a amostra
AgNP apresentou menor perda de peso até o 6° dia de avalicdo, sendo de 14,9%
para a AgNP e de 18,6% para o controle. Ao final do experimento a amostra AgNP
teve uma perda de peso média de 29,2% e o controle de 24,9%. Valores de perda
de peso proximos ao obtidos neste trabalho foram observados em cracovia
adicionados de extrato de acerola (ALMEIDA, 2013) e em presunto cru (BERGAMIN
FILHO et al., 2010).
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Figura 5 — Perda de peso em presunto fatiado armazenado em embalagens ativas
biodegradaveis por 10 dias.

5.1.3 Avaliacéo da Cor

7

Os parametros de cor estdo apresentados na Tabela 2, onde é possivel
observar que para o parametro L* a amostra AgNP diferiu estatisticamente (p<0,10)
da amostra controle, apresentado menores valores gque indicam o escurecimento da
amostra. Ja o parametro a* obteve diferenca somente no 3° dia de armazenamento,
com a amostra AgNP sendo maior que a amostra controle, e para o parametro b*
ndo houve diferenca significativa (p<0,10) entre as amostras durante todo o periodo
de andlise.

A oxidagao da cor pode estar diretamente correlacionada com a oxidacao
lipidica, causando alteracdo na cor do produto negativamente. Uma vez que, 0
atomo de ferro ou a molécula de mioglobina desnaturada podem ser oxidados com
os radicais livres gerados na oxidacao lipidica (MONAHAN et al., 1993) e também a
prata presente na amostra AgNP pode ter interferido para que a oxidagéo da cor
ocorresse de uma forma mais acelerada pelo alto teor de agua do presunto. Porém,
outros fatores que também possivelmente interferiram, aumentando a velocidade de
oxidacdo da mioglobina, foi temperatura de estocagem e também o pH baixo que a

amostra AgNP apresentou no seu 3° dia de armazenamento.
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Tabela 2 — Pardmetros de cor em presunto fatiado armazenado em embalagens ativas
biodegradaveis por 10 dias.
0 3 dias 6 dias 10 dias
L
AgNP 60,49 + 6,75° 60,75 + 3,03% 60,25 + 2,58% 55,27 + 4,99°
Controle 60,49 + 6,75° 62,93 + 1,48° 62,47 +1,87° 61,99 + 2,32°
a
AgNP 13,61 + 3,28% 14,19 +1,24° 17,81 +1,32° 18,35 + 3,05°
Controle 13,61 + 3,28% 12,96 +1,57% 16,86 + 2,35% 16,31 + 2,25%
b

AgNP 12,31 + 0,96° 12,43 + 0,932 20,16 +£1,922 18,70 + 2,252
Controle 12,31 + 0,96° 12,88 + 1,22° 21,00 +2,32° 19,55 + 2,66°

2P | etras diferentes na mesma coluna, para cada parametro, indicam diferenca significativa (p<0,10)
pelo teste t-Student.

5.2 AVALIACOES MICROBIOLOGICAS

A contagem total de microrganismos psicrotréficos e mesoéfilos abrangem
varios microrganismos e avaliam a qualidade microbiol6gica dos alimentos. Os
resultados para esta andlise estao apresentados na Tabela 3.

Para a contagem de microrganismos psicotréficos tem-se que no tempo
inicial e no 10° dia de armazenamento as amostras nao diferiram significativamente
entre si (p<0,10). Ja no 3° dia de armazenamento a amostra AgNP apresentou
contagem elevada em relacdo a amostra controle, demonstrado que o pH obtido
neste mesmo tempo de armazenagem e na mesma amostra podem estar
relacionado devido a uma possivel producao elevada de bactérias acido lacticas na
amostra. Para o 6° dia de armazenamento a contagem na amostra AgNP foi
reduzida em relagcdo a amostra controle, mostrando o efeito antimicrobiano da prata.

Para a contagem de microrganismos mesofilos aerdbios as amostras
analisadas nao diferiram estatisticamente (p<0,10) no tempo inicial e no 3° dia de
armazenamento. Somente no 6° dia de armazenamento a amostra AgNP se
mostrou com contagem inferior que a amostra controle diferindo estatisticamente
(p<0,10) entre si. Para o 10° dia de armazenamento a contagem se apresentou
incontavel pelo crescimento elevado de colbnias.

Em trabalho realizado por Fachinello e Casaril (2013) em presuntos fatiados,

a contagem de mesdfilos aerébios foi de 2,5 x 101 a 2,6 x 10* UFC g™ esta foi uma
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contagem inferior comparada com os resultados deste estudo. Bressan et al. (2007)
também obtiveram valores de contagem de mesofilos aerdbios inferiores ao utilizar
embalagens com atmosferas modificadas. A contagem foi de 2x10? UFC/g para 0s
presuntos envasado sob atmosfera modificada e <10' UFC/g para presuntos
embalados a vacuo.

Contagem elevadas de meséfilos aerébios (maiores que 10’ UFC/g) podem
indicar condi¢cdes inadequadas de temperatura de armazenamento, ou falha em
alguma das fases do processamento como fatiamento ou embalagem do produto,
possibilitando a multiplicagdo de microrganismos patégenos e deteriorantes
(FRANCO; LANDGRAF, 2002; BRESSAN et al., 2007).

Tabela 3 — Avaliagdes microbioldgicas em presunto fatiado durante o armazenamento em
embalagens ativas biodegradaveis por 10 dias.

Psicrotréficos (UFC/g) Mesofilos (UFC/g)
Tempo (dias) AgNP Controle AgNP Controle
0 6,5 x 10% 6,5 x 10% 1,4x10% 1,4x10%
3 2,5 x 10%° 57 x 10% 4,1x10% 4,2x 10%
6 3,9 x 10% 6,8 x 10°° 7,4x 10" 4,1x 10
10 7,4 x 10° 8,7 x 10 Inc. Inc.

2 P Letras diferentes na mesma linha, para cada microrganismo, indicam diferenca significativa
(p<0,10) pelo teste t-Student.

O indice de coliformes totais avalia as condi¢cdes higiénicas, sendo que altas
contagens podem ser ocasionados por falhas durante o processamento ou
estocagem. E a presenca de coliformes termotolerantes, e principalmente de
Escherichia coli evidencia condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas. Os resultados
das analises de Coliformes estdo apresentados na Tabela 4.

Podemos observar que na andlise de coliformes totais as amostras com
AgNP apresentaram valores inferiores comparado a amostra controle durante os
tempos 3 e 6 dias de armazenamento, e obtiveram 0 mesmo resultado nos tempos
zero e ao 10° dia de armazenamento. Tanto a amostra AgNP como a amostra
controle obtiveram contagem para coliformes termotolerantes <3 NMP/g, sendo um
resultado satisfatorio pois, estdo dentro do que a legislacdo determina, onde a

tolerancia para amostra indicativa é de 10° e a tolerancia para amostra
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representativa é de n=5, c= 2, m= 10%e M= 10° (BRASIL, 2001). Para Bressan et al.
(2007) as andlises de coliformes totais e termotolerantes apresentaram contagem

<10 NMP/g em presuntos fatiados envasados em diferentes embalagens.

Tabela 4 — Contagem de Coliformes totais e termotolerantes de presunto fatiado durante o
armazenamento em embalagens ativas biodegradaveis por 10 dias.

Coliformes totais (NMP/g) Coliformes termotolerantes (NMP/g)
Tempo (dias) AgNP Controle AgNP Controle
0 43 43 <3 <3
3 43 75 <3 <3
6 23 75 <3 <3
10 23 23 <3 <3

Avaliando de uma forma geral os resultados da avaliagdo microbiolégica, as
embalagens ativas biodegradaveis contendo AgNP se mostrou eficaz na reducéo da
contagem de psicrotréficos, mesofilos e coliformes totais durante o armazenamento

refrigerado.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho concluiu-se que a embalagem biodegradavel ativa a base
de amido, PLA e AgNP reduziu a perda de peso, a contagem de microrganismos
psicrotroficos, mesoéfilos e coliformes totais até o 6° dia de armazenamento.
Entretanto, as AgNP interferiram de forma significativa na oxidacdo lipidica e
também na coloracdo do presunto. Desta forma, estudos ainda s&o necessarios para
viabilizar o uso desta embalagem em escala comercial, e novos produtos devem ser

testados.
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