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RESUMO 

 

 

As embalagens prolongam a vida útil dos alimentos e preservam a qualidade 
do produto. Investimentos em novas tecnologias contribuem ainda mais para o 
aumento da qualidade e segurança dos alimentos, destacando-se o uso de 
substâncias antimicrobianas em embalagens, pois além da barreira física, 
prolongam a vida de prateleira do produto. O óleo essencial de alecrim 
(Rosmarinus officinalis L.) torna-se uma das alternativas viáveis para o uso em 
embalagens. O PVC (Policloreto de vinila) é um material muito utilizado como 
invólucro, sendo comum encontrá-los comercialmente, como embalagens de 
diversos tipos de alimentos perecíveis.  O objetivo deste trabalho foi avaliar a 
ação de filmes elaborados a base de PVC, dopados com óleo essencial de 
alecrim em concentrações de 30%, 40% e 50%, sob a vida de prateleira de 
presunto fatiado e refrigerado. A ação antimicrobiana dos filmes foi avaliada 
através da técnica de Disco difusão em ágar adaptada, contra importantes 
patógenos como Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 
27664, Salmonella sp. ATCC 13076, Candida albicans ATCC 90028 e 
Aspergillus niger ATCC 6275. As análises, para o estudo da vida de prateleira, 
foram realizadas por meio da técnica de Contagem Padrão em Placas ao longo 
de 12 tempos (0h, 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h) 
determinando, assim, o perfil de crescimento microbiano. Análises 
complementares foram realizadas em todos os filmes utilizando as técnicas de 
Espectroscopia de Fluorescência, Espectroscopia por Infravermelho (FTIR) e 
Cromatografia Gasosa com Detector de Massa (CG-MS). As medidas de 
fluorescência foram realizadas paralelamente, no presunto, nos mesmos 
tempos estabelecidos para as análises microbiológicas. Os resultados 
alcançados revelaram que os filmes dopados com 40% de óleo essencial de 
alecrim foram os mais eficazes na inibição do crescimento microbiano, 
comparados ao PVC puro e indicam que a técnica de Espectroscopia de 
Fluorescência pode vir a ser um complemento no controle microbiológico de 
alimentos, sendo ainda necessários outros estudos nesse sentido para 
obtenção de informações mais conclusivas. 
 
 
Palavras-chave:  Embalagens, Óleo essencial de alecrim, Vida de Prateleira, 
PVC, Espectroscopia de Fluorescência. 
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ABSTRACT 

 

 

The packaging prolong the food life and preserve the product quality. New 
technologies investments further contribute to the quality and food safety 
increasing, emphasizing the antimicrobial substances use in packaging, 
because further the physical barrier, they extend the product shelf life. The 
essential oil of rosemary becomes one of the viable alternatives for use in 
packaging. PVC (polyvinyl chloride) is widely used as casing, and it is common 
to find them commercially, like packaging kinds of various perishable food. The 
aim of this study was to evaluate the action of PVC-based films, doped with 
rosemary essential oil in concentrations of 30%, 40% and 50%, under the shelf 
life of sliced  and refrigerated ham. The films antimicrobial activity was 
evaluated by the adapted disc diffusion technique in agar, against important 
pathogens such as Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 
ATCC 27664, Salmonella spp. ATCC 13076, Candida albicans ATCC 90028 
and Aspergillus niger ATCC 6275. The analyzes for the shelf life study were 
performed by the Standard Plate Count technique over 12 times (0 h, 30 min, 
1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h , 96h), thus, determining the microbial growth 
profile. Complementary analyzes were performed on all films using the 
Fluorescence Spectroscopy, Infrared Spectroscopy (FTIR) and Gas 
Chromatography with Mass Detector (GC-MS) techniques. The fluorescence 
measurements were performed in parallel, on the ham, at the same times 
established for the microbiological analyzes. The achieved results showed that 
the films doped with 40% rosemary essential oil were the more effective in 
microbial growth inhibiting, compared to pure PVC and indicate that the 
Fluorescence Spectroscopy technique might be a complement in food 
microbiological control, being still necessary further studies in this direction for 
more conclusive information obtainment. 
 
 
Keywords:  Packaging, Rosemary essential oil, Shelf Life, PVC, Fluorescence 
Spectroscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As embalagens para alimentos são designadas, primeiramente, para 

proteger o produto, agindo assim, como uma barreira a agentes externos 

(RAMOS et al., 2008). Dentre as funções de uma embalagem, a mais 

importante é preservar ao máximo a qualidade do produto, criando condições 

que minimizem alterações químicas, bioquímicas e microbiológicas (SOARES 

et al., 2009).  

Contudo, o conceito tradicional de que esta função deve ser exercida por 

meio de uma mínima interação entre a embalagem e o produto está superado 

frente às várias tecnologias que vêm sendo desenvolvidas nas últimas 

décadas, que têm por princípio, justamente uma interação embalagem/produto 

como forma de preservar a qualidade e a segurança do alimento (RAMOS et 

al., 2008; SOARES et al., 2009). 

Assim, há na indústria de alimentos uma tendência na substituição das 

embalagens tradicionais por novos compostos que possam contribuir 

significativamente para tornar os produtos cada vez mais saudáveis e prolongar 

sua vida de prateleira (RAMOS et al., 2008; DURANGO, SOARES, ARTEAGA, 

2011). A incorporação de agentes antimicrobianos a embalagens é uma 

alternativa para o controle de patogenicidade ou degradabilidade dos alimentos 

em função do tempo de armazenamento e comercialização, pois além de 

proteger o produto do ambiente externo, inibe ou retarda o crescimento de 

micro-organismos nos alimentos, levando à diminuição de agentes 

conservantes adicionados a formulação de alguns alimentos (SANTIAGO-

SILVA et al., 2009), que são vistos com desconfiança pelos consumidores 

(BRESSAN et al., 2007). 

Embalagens com estas características são conhecidas como 

embalagens ativas, pois apresentam alguma outra função desejável. A 

embalagem ativa procura corrigir deficiências presentes na embalagem 

convencional. Neste segmento, nos últimos anos, o desenvolvimento 

envolvendo o uso de agentes antimicrobianos na embalagem merece destaque 

(OLIVEIRA et al., 2009). 
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Os filmes antimicrobianos são divididos em dois grupos. No primeiro, o 

agente migra para a superfície do produto, enquanto no segundo eles são 

efetivos contra o crescimento microbiano superficial, sem a necessidade de 

migração para o mesmo. Em ambos, um intenso contato entre o produto e o 

agente antimicrobiano é essencialmente necessário (HAN, 2003). 

Para adequar o desejo do consumidor por produtos mais saudáveis e 

práticos, que geralmente possuem uma alta quantidade de agentes 

conservantes para prolongar sua vida de prateleira, o uso de óleos essenciais 

torna-se uma opção, pois são dotados de propriedades antimicrobianas e 

antioxidantes (BOTRE et al., 2010). 

Além disso, existe a demanda crescente por produtos em porções 

menores e de fácil utilização, dessa forma, vem sendo ofertadas embalagens 

individuais para o público consumidor (KRÜCKEN-PEREIRA, ABREU, 

BOLZAN, 2002). Seguindo ainda esta tendência, o mercado oferece cada vez 

mais produtos fatiados dispostos nas tradicionais bandejas de isopor 

(Poliestireno) revestidas com filme PVC (Policloreto de vinila). 

Este fato justifica o interesse por este estudo, pois o PVC é 

indiscutivelmente muito utilizado como invólucro de alimentos perecíveis e há 

uma busca crescente por antimicrobianos naturais. Portanto, a junção de uma 

das embalagens mais utilizadas atualmente aos óleos essenciais, surge como 

inovação e dá origem a uma promissora linha de pesquisa.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Condimentos 

 

Condimentos são produtos compostos de uma ou diversas substâncias 

sápidas, de origem natural, com ou sem valor nutritivo, empregado nos 

alimentos com o fim de modificar ou acentuar o seu sabor. Seus produtos 

classificam-se em glutamato monossódico, sais sódicos dos ácidos 

ribonucléicos e especiarias ou condimento vegetal (BRASIL, 1978). 

Os condimentos vegetais são produtos constituídos de partes de 

espécies vegetais, como raízes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, 

sementes e outras partes das plantas, utilizadas para agregar sabor ou aroma 

aos alimentos e bebidas (BRASIL, 2005). 

O uso dessas plantas como recurso terapêutico, desde tempos remotos, 

se propaga até os dias atuais através de informações essenciais sobre os 

efeitos medicinais que produzem a partir do conhecimento popular acumulado 

ao longo dos anos, despertando, assim, o interesse em pesquisas das mais 

diversas áreas (ARASHIRO et al., 2011). 

Os condimentos de origem vegetal possuem ainda, além das 

propriedades terapêuticas utilizadas na medicina popular, propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes, sendo então, aplicados na conservação de 

alimentos (SOUZA et al., 2004; MORAIS et al., 2009).  

Os componentes existentes nos condimentos, os quais atribuem suas 

apreciadas propriedades, consistem de compostos como alcoóis, ésteres, 

aldeídos, terpenos, fenóis, ácidos orgânicos, entre outros compostos, 

apontados como potencial benéfico à saúde do homem devido a sua 

composição química. Existem várias maneiras de se utilizar os condimentos em 

alimentos, com a finalidade de usufruir suas propriedades, podendo-se usá-los 

frescos, secos, como extratos isolados ou como óleo essencial. (DEL RÉ, 

JORGE, 2012).  

A ação contra micro-organismos de óleos essenciais tem sido relatada 

em diversos estudos, evidenciando que o emprego de OEs como agentes 
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antibacterianos é promissor, pois há uma tendência quanto ao uso de 

substâncias naturais de plantas, devido ao questionamento frequente sobre a 

segurança dos aditivos químicos. Este fato endossa o uso dos OEs como 

substituto de aditivos químicos em alimentos, pois possuem reconhecida ação 

antibacteriana de amplo espectro (TRAJANO et al., 2009). 

A exigência do consumidor atual em adquirir um produto de qualidade, 

saudável, fresco e livre de aditivos, porém apresentando uma vida de prateleira 

longa, torna ainda mais atrativo a aplicação de OEs na conservação de 

alimentos. Há um aumento quanto uso de cebola, cravo, alho, gengibre, noz 

moscada, alecrim, orégano, entre outros; pois além dos benefícios à saúde 

apresentam ação contra micro-organismos deterioradores e patogênicos 

veiculados por alimentos (CRUZ, PEREIRA, 2010).  

 

2.2 Óleos essenciais (OEs) 

 

Os óleos essenciais são compostos naturais, voláteis e aromáticos 

extraídos de diferentes partes das plantas através de diversos processos como, 

destilação a vapor (método comercialmente mais utilizado), pressão a frio e 

extração com dióxido de carbono supercrítico (BURT, 2004; STOJANOVIĆ-

RADIĆ et al., 2010). 

Os OEs são constituídos por compostos orgânicos derivados do 

metabolismo secundário de plantas. Alguns produtos resultantes do 

metabolismo secundário possuem funções ecológicas específicas, como a de 

atrair insetos polinizadores, favorecendo a reprodução ou com ação de 

proteção contra predadores, afastando-os, sendo não palatáveis e/ou 

venenosas. Também estão envolvidos em mecanismos de defesa contra 

diferentes patógenos, agindo como pesticidas naturais (GARCÍA, CARRIL, 

2009). 

Os OEs podem conter mais de 60 componentes em concentrações 

bastante distintas, caracterizando-se pela presença de compostos majoritários 

que determinam, em geral, sua propriedade biológica. Porém, há evidências de 

que componentes minoritários agem em sinergismo com os demais, 
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acentuando suas propriedades (BAKKALI et al., 2008; IRKIN, ABAY, AYDIN, 

2011; MACHADO, BORGES, BRUNO, 2011; SANTOS et al., 2012). 

A composição química de um OE pode variar amplamente devido a 

variados fatores como época de colheita, origem geográfica, manejo das 

plantas, forma de extração, armazenamento e partes distintas da mesma planta 

(BURT, 2004; RIBEIRO et al., 2012). 

Atualmente, existem aproximadamente 3000 óleos essenciais 

conhecidos, sendo que cerca de 300 possuem importância comercial devido às 

suas propriedades antioxidante, anti-inflamatória, antibacterianas, 

antimicóticas, antitoxigênicas, antiparasíticas e também inseticidas. 

(MACHADO, BORGES, BRUNO, 2011; BURT, 2004).  

Os óleos essenciais possuem uma vasta aplicação farmacológica, sendo 

considerada vantajosa sua utilização, em longo prazo, sob a perspectiva da 

resistência bacteriana aos antibióticos (STOJANOVIĆ-RADIĆ et al., 2010). 

Este fato intensificou o interesse em pesquisas voltadas aos antimicrobianos 

naturais, principalmente advindos de óleos essenciais (JIANG et al., 2011), pois 

os OEs podem atuar como “atenuantes de virulência” ou ainda como 

“potencializadores” de antibióticos com ação limitada devido aos mecanismos 

de multirresistência desenvolvidos pelos micro-organismos (GONZÁLEZ-

LAMOTHE et al., 2009).  

Mesmo tendo sua atividade antibacteriana reconhecida há séculos, a 

indústria de alimentos, recentemente, considera o grande valor dos óleos 

essenciais aplicados como agentes antimicrobianos naturais (ABDOLLAHI, 

REZAEI, FARZI, 2012), pois, os consumidores buscam qualidade, produtos 

sem conservantes, alimentos seguros, com vida útil prolongada (NTZIMANI, 

GIATRAKOU, SAVVAIDIS, 2010) e a redução ou eliminação de aditivos 

químicos é uma exigência na indústria de alimentos (FISHER, PHILLIPS, 

2008). Seguindo esta tendência, uma nova abordagem para evitar a 

proliferação de micro-organismos, é o uso de óleos essenciais e extratos de 

plantas como aditivos alimentares naturais (BUBONJA-SONJE, GIACOMETTI, 

ABRAM, 2011). No entanto, a dose necessária para a eficácia antimicrobiana 

em alimentos muitas vezes ultrapassa o seu nível de aceitação sensorial 

(JUNEJA, DWIVEDI, YAN, 2012).  
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O uso de óleos essenciais pela indústria de alimentos acontece por duas 

razões principais: pelo controle dos processos de deterioração natural 

(conservação de alimentos) e por inibir e/ou reduzir o crescimento de micro-

organismos deterioradores e patogênicos (segurança alimentar) (TAJKARIMI, 

IBRAHIM, CLIVER, 2010).  

O uso de óleos essenciais em bens de consumo deverá aumentar no 

futuro, devido ao movimento do “consumo verde”, que estimula o uso e 

desenvolvimento de produtos derivados de plantas, como os consumidores e 

agências reguladoras são mais confortáveis com o uso de antimicrobianos 

naturais (KOTZEIDOU, GIANNAKIDIS, BOULAMATSIS, 2008). 

 

2.2.1 Óleo essencial de alecrim 

 

O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) é uma planta aromática pertencente 

à família Lamiaceae. Essa planta é originária da região do mediterrâneo, porém 

é comum seu cultivo em várias partes do mundo, sendo um vegetal muito 

importante do ponto de vista farmacológico e botânico (SINGH, GULERIA, 

2013). 

Seu uso é vasto, podendo ser utilizado na culinária como flavorizante 

alimentar; em indústrias de alimentos, bebidas, cosméticos e sanitárias; na 

medicina popular é indicado para o tratamento de inúmeros males como 

espasmos musculares, cólica renal, dismenorreia, dificuldade respiratória, 

dores de cabeça, queda de cabelo, entre outros. O extrato de alecrim relaxa os 

músculos, tem efeito hepatoprotetor, atividade antitumoral (MOGHTADER, 

SALARI, FARAHMAND, 2011), antidiabética, antiulcerogênica, antiséptica e 

antireumática (YOSR et al., 2013). 

Devido ao seu uso terapêutico ao longo dos anos, foi observado que o 

alecrim pode agir reduzindo a inflamação e também como analgésico leve. No 

entanto, os efeitos anti-inflamatórios ainda necessitam de estudos adicionais 

para que seja melhor estabelecido (YU et al., 2013). 

Em estudo realizado por Sasaki e colaboradores (2013), a administração 

oral de extrato de alecrim apresentou um significativo efeito antidepressivo, 

com o aumento de dopamina, serotonina e acetilcolina em cérebro de ratos.  
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Além das propriedades acima mencionadas, o alecrim apresenta 

elevada atividade antioxidante. (VIUDA-MARTOS et al., 2010; YOSR et al., 

2013; SINGH, GUERIA, 2013). Entre os óleos essenciais, a maioria das 

pesquisas feitas sobre propriedades antioxidantes eficazes pertencem a óleos 

extraídos de plantas da família Lamiaceae, principalmente do alecrim. 

(ABDOLLAHI, REZAEI, FARZI; 2012). Embora o mecanismo da atividade 

antioxidante não seja totalmente compreendido, existem algumas explicações 

aceitas, entre as quais estão: o seqüestro de radicais livres; doação de 

hidrogênio; quelação de íons metálicos e a inibição das reações enzimáticas 

(VIUDA-MARTOS et al., 2010). 

O OE de alecrim é ainda um eficiente agente antimicrobiano contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como contra fungos e 

leveduras (JUNEJA, DWIVEDI, YAN, 2012). Stojanović-Radić e colaboradores 

(2010) determinaram que o óleo essencial de alecrim afeta a membrana celular 

de bactérias Gram-positivas, porém são necessários outros testes para que o 

mecanismo exato desta atividade seja explorado. Realmente, danos estruturais 

que afetam a integridade da membrana celular têm sido geralmente usados 

para explicar a ação antimicrobiana de OEs e de seus componentes em 

bactérias tanto Gram-positivas como Gram-negativas (TROMBETTA et al., 

2005; TAJKARIMI, IBRAHIM, CLIVER, 2010).  

A ação antimicrobiana dos óleos essenciais depende da composição e 

concentração dos compostos químicos (RAHMAN et al., 2011). No OE de 

alecrim, os componentes que apresentam propriedades antimicrobianas são o 

α-pineno (2-25% da composição), cânfora (2-14%) e 1,8-cineol (3-89%) 

(ABDOLLAHI, REZAEI, FARZI; 2012). Outros compostos que aparecem, 

geralmente, em menores quantidades também são conhecidos pela efetiva 

atividade antimicrobiana, entre eles estão o canfeno, β-pineno (JIANG et al., 

2011), borneol (MARZOUG et al., 2011), β-mirceno, verbenona (RIBEIRO et 

al., 2012). 

Alguns estudos demonstram que o α-pineno é o principal composto do 

OE de alecrim, seguido de 1,8-cineol, canfeno, β-mirceno e cânfora 

(Stojanović-Radić et al., 2010). No entanto, há outros relatos onde o 

componente 1,8-cineol apresenta-se em maior quantidade (SOUSA et al., 
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2012), confirmando as pesquisas de que ocorrem alterações na composição 

química devido a inúmeros fatores (JORDÁN et al., 2013). 

A ação antimicrobiana do óleo essencial de alecrim quando comparado 

ao α-pineno e 1,8-cineol se mostrou mais eficiente contra Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Gram-positivas); 

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (Gram-

negativas) e apresentou notável atividade antifúngica contra Candida albicans 

(JIANG et al., 2011), o que indica a existência das interações sinérgicas entre 

os componentes do óleo essencial (JORDÁN et al., 2013). 

O óleo essencial de alecrim possui ainda considerável atividade 

antimicrobiana contra Salmonella typhi, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae 

e Serratia marcescens quando comparado com a ação do antibiótico 

tetraciclina (MOGHTADER, AFZALI, 2009). 

O uso do OE de alecrim associado a antibióticos convencionais, no 

controle de micro-organismos patogênicos de origem alimentar, se mostra 

promissor. OE de alecrim apresentando como constituintes majoritários o α-

pineno (19,8%), β-mirceno (24,2%), 1,8-cineol (22,2%) e verbenona (9,3%), se 

mostrou eficaz em modular a resistência de cepas de E.coli e Salmonella spp., 

quando associado com os antibióticos ampicilina, tetraciclina e nitrofurantoína. 

(RIBEIRO et al., 2012). 

O óleo de alecrim demonstrou forte efeito antimicrobiano sobre Listeria 

monocytogenes, uma das principais causas de doenças transmitidas por 

alimentos, bem como em Salmonella typhimurium, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (JORDÁN et al., 2013) e 

Campylobacter jejuni (TAJKARIMI, IBRAHIM, CLIVER, 2010), demonstrando 

que pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade de produtos 

industrializados. 

 

2.3 Embalagens  

 

Com a Revolução Industrial, a proteção dos produtos passou a ser uma 

exigência devido às longas distâncias percorridas e ao cuidado no transporte e 
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distribuição. Desde então, a embalagem tornou-se um elemento importante 

para resguardar mercadorias (BORGHI, 2007).  

O setor de embalagens vem a cada ano inovando e permitindo maior 

vida útil aos alimentos, o que explica o fato da indústria de alimentos ser a 

principal usuária de embalagens, correspondendo a mais de 50% do consumo 

total da produção. Os plásticos representam a maior participação no valor da 

produção correspondente a 37,08% do total. Até junho de 2012, foram 

lançadas 139.246 embalagens, 22% a mais do que no mesmo período de 

2011, deixando o Brasil em 7ª colocação na produção, com um faturamento de 

aproximadamente R$ 47 bilhões em 2012 (ABRE, 2013). 

As embalagens são essenciais para a conservação de alimentos. No 

entanto, as embalagens tradicionais, que estão restritas a apenas proteger os 

alimentos de condições externas, necessitam de melhorias seja para estender 

a vida de prateleira dos produtos alimentícios ou para atender à demanda dos 

consumidores por produtos seguros, saudáveis, mais naturais e com menos 

conservantes (SOARES et al., 2009).  

Seguindo esta tendência, novas tecnologias têm sido aplicadas visando 

melhorar ou monitorar a qualidade de alimentos, sendo destaque as 

embalagens ativas e inteligentes (SOARES et al., 2009).  

As embalagens ativas possuem outras funções desejáveis, além de 

agirem como barreira física, podendo ser utilizadas para aumentar a vida de 

prateleira, minimizar a deterioração microbiológica e inibir o crescimento de 

micro-organismos patogênicos, aumentando a qualidade e segurança do 

alimento. As embalagens inteligentes possuem um sistema inovador, 

ocorrendo uma “comunicação” com o consumidor, monitorando as condições 

do alimento (ESPITIA et al., 2012). 

As embalagens inteligentes e ativas apresentam grande potencial para 

aplicação no setor de alimentos. Dentre elas, merecem destaque os filmes 

antimicrobianos, sendo um importante desenvolvimento em embalagens ativas 

(SOARES et al., 2009). 
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2.3.1 Embalagens antimicrobianas 

 

A produção de filmes com atividade antimicrobiana tem como objetivo a 

redução ou inibição do crescimento de micro-organismos presentes 

principalmente na superfície do alimento, onde a maior parte das reações de 

deterioração ocorre. O desenvolvimento de micro-organismos é uma das 

causas responsáveis por esta deterioração e, consequente, diminuição do 

tempo de vida útil dos alimentos. A crescente preocupação com a qualidade 

microbiológica dos alimentos tem aumentado o interesse pelos filmes 

antimicrobianos (MORAES, 2007; ESPITIA et al., 2012). 

Os agentes antimicrobianos mais comuns utilizados em filmes para 

alimentos são ácidos orgânicos, quitosana, nisina, lactoperoxidase, extratos e 

óleos essenciais de plantas. Para selecionar o antimicrobiano ideal, é preciso 

considerar a ação contra o micro-organismo alvo e também as interações 

possíveis entre o agente antimicrobiano, polímero e componentes presentes no 

alimento (CAMPOS, GERSCHENSON, FLORES, 2011). 

A atividade do agente antimicrobiano, geralmente, esta relacionada a 

alterações na membrana celular, inativação de enzimas essenciais, destruição 

ou inativação do material genético. Os agentes podem ter ação bactericida ou 

bacteriostática e, para se preservar esta ou aquela ação, a concentração do 

agente deve ser mantida acima do mínimo necessário para inibir o crescimento 

do micro-organismo alvo, durante toda a vida útil do produto (HAN, 2003). 

Os agentes antimicrobianos podem ser adicionados diretamente à matriz 

polimérica por incorporação quando o agente antimicrobiano é liberado para o 

alimento por difusão através do polímero (ESPITIA et al., 2012) ou por 

imobilização quando o composto tem sua ação apenas na superfície, não 

ocorrendo a migração do agente antimicrobiano para o alimento, pois este está 

imobilizado na superfície do polímero. Dessa forma a ação antimicrobiana 

acontece através do contato direto do agente com o alimento (LÓPEZ-RUBIO 

et al, 2004). Quando há a liberação do antimicrobiano ao longo do tempo, a 

cinética de crescimento microbiano e a atividade do agente na superfície 

podem ser equilibradas, garantindo mais segurança ao alimento (ESPITIA et 

al., 2012).  
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O desenvolvimento de filmes antimicrobianos tem sido alvo de muitas 

pesquisas e vários estudos evidenciam sua eficiência e aplicabilidade 

(SOARES et al., 2009), aumentando assim, o interesse nesta área de 

pesquisa. Estudos mostram filmes elaborados com uma variedade de materiais 

poliméricos incorporados a uma gama de substâncias antimicrobianas.  

Filmes elaborados a partir da proteína isolada do soro do leite (Whey 

Protein), dopados com óleo essencial de alecrim, alho e orégano foram 

testados em bactérias patogênicas contaminantes de alimentos. O filme com 

óleo de orégano se mostrou mais eficaz contra as bactérias quando 

comparados aos demais óleos avaliados (SEYDIM, SARIKUS, 2006). 

Yan e colaboradores (2013) desenvolveram filmes antimicrobianos a 

base de amido de milho com alginato de sódio, incorporados com 

dehidroacetato de sódio e extrato de alecrim. Estes filmes apresentaram ação 

contra isolados de Escherichia coli e Aspergillus níger, sendo este micro-

organismo mais susceptível a ação do dehidroacetato de sódio. Os resultados 

deste estudo indicaram que os filmes desenvolvidos com dehidroacetato de 

sódio pode vir a ser uma boa opção para prolongar a vida de prateleira do 

alimento. 

Embalagens biodegradáveis à base de amido de mandioca com adição 

de óleo essencial de canela e de cravo foram avaliadas contra micro-

organismos comuns em produtos de panificação. Os filmes que apresentaram 

melhores resultados nas análises microbiológicas foram os dopados com óleo 

essencial de canela (KECHICHIAN et al., 2010). 

Moraes e colaboradores (2011) desenvolveram e avaliaram filmes ativos 

aromatizados para aplicação em massa de pastel. Foram adicionados aos 

filmes ácido ascórbico e, estes tiveram sua ação testada in vitro contra o fungo 

Penicillium sp. Ainda foram realizadas a avaliação sensorial do produto e a 

análise microbiológica in vivo. Os filmes apresentaram atividade antimicrobiana 

satisfatória contra o micro-organismo testado e houve inibição do crescimento 

microbiano nas massas de pastel que estiveram em contato com os filmes 

aromatizados, apresentando também excelentes resultados sensoriais. 

O potencial antimicrobiano de filmes a base de amido, incorporados com 

própolis vermelha foi avaliado como embalagem de folhas de alface. Testes 
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microbiológicos foram realizados para verificar a ação de 10 extratos de 

própolis frente a isolados de Bacillus cereus. Os resultados indicaram ação 

antibacteriana do filme para o micro-organismo analisado (ARAUJO et al., 

2012). 

Filmes antimicrobianos a base de celulose incorporados com 

nanocomposto e lactato de sódio foram desenvolvidos por Soares et al. (2007) 

para a conservação de carne bovina fresca. A atividade antimicrobiana do filme 

foi avaliada frente ao micro-organismo Listeria monocytogenes e os resultados 

demonstraram que o uso deste filme controlou o crescimento deste micro-

organismo na carne, com redução de um ciclo logarítmico após cinco dias à 

temperatura de 10ºC.  

Filmes biodegradáveis incorporados com nanoemulsão de nisina 

(encapsulada e livre) foram eficazes contra Listeria monocytogenes, um 

importante patógeno de origem alimentar, podendo ser uma alternativa para 

aprimorar a segurança dos alimentos (IMRAN et al., 2012). 

Enfim, apesar da infinidade de estudos referente à área de embalagens, 

as informações não são sistemáticas, pois os pesquisadores têm objetivos 

distintos ao projetar suas pesquisas. Portanto, um conhecimento mais profundo 

deve ser considerado para elucidar os benefícios na utilização destes produtos 

pela indústria de alimentos, não apenas sob o ponto de vista financeiro 

(CAMPOS, GERSCHENSON, FLORES, 2011). 

 

2.3.2 PVC (Policloreto de Vinila) 

 

Considerado o mais versátil dentre os plásticos, o PVC pode ter suas 

características alteradas dentro de um amplo espectro de propriedades em 

função da aplicação final, variando desde o rígido ao extremamente flexível. 

Essa variação permite que o PVC seja utilizado em inúmeras aplicações que 

vão desde tubos e perfis rígidos até filmes flexíveis utilizados para acondicionar 

alimentos, sangue, plasma e soro (RODOLFO JR, MEI, 2007; MADALENO et 

al., 2009). 

O PVC se destaca entre os materiais plásticos presentes no nosso 

cotidiano. Ele tem papel importante na indústria e na sociedade, pois está 
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presente nas mais diversas aplicações, desde produtos médico-hospitalares e 

embalagens para alimentos até peças de alta tecnologia, como as usadas em 

equipamentos espaciais, passando por produtos aplicados à habitação e 

saneamento básico, dentre diversos outros setores. O PVC é atóxico, leve, 

sólido, resistente, impermeável, estável, não propaga chamas e é reciclável. 

Tem qualidades que o tornam adaptável a múltiplos usos, sendo o único 

plástico utilizado para a fabricação de bolsas de sangue (INSTITUTO DO 

PVC). 

O PVC é obtido a partir de 56,8% de cloro, proveniente do cloreto de 

sódio e 43,2% de insumos provenientes de fontes não renováveis como o 

petróleo e o gás natural. O cloro, proveniente do sal marinho ou do cloreto de 

sódio mineral, presente na estrutura molecular do PVC torna sua molécula 

extremamente polar, aumentando sua afinidade e permitindo sua mistura com 

uma gama muito maior de aditivos quando comparado a qualquer outro 

termoplástico, possibilitando, assim, o preparo de formulações com 

propriedades e características adequadas a cada aplicação (RODOLFO JR, 

MEI, 2007).  

Filmes flexíveis de PVC são amplamente utilizados em embalagens de 

alimentos, devido às seguintes características: transparência, resistência ao 

impacto, barreira contra gases e vapor de água, resistência química e fatores 

sanitários, que permitem aos consumidores a observação dos aspectos 

externos dos produtos (BARROS et al., 2011). 

A indústria de alimentos incentiva a produção de embalagens inovadoras 

e o filme de PVC com função antimicrobiana tem grande potencial em 

prolongar a vida de prateleira de alimentos, reduzindo o desperdício e 

ampliando as fronteiras de exportação (CUSHEN et al., 2013). Filmes de PVC 

incorporados com compostos de prata têm ação antimicrobiana e podem ser 

utilizados como embalagens para alimentos, além de utensílios domésticos e 

dispositivos médicos (CHINKAMONTHONG, KOSITCHAIYONG, 

SOMBATSOMPOP, 2012).  

Com base na resolução nº 17, de 17 de março de 2008, a qual 

regulamenta o uso de embalagens plásticas para aplicação em alimentos, 
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estabelece que os filmes de PVC são atóxicos e atendem a todos os requisitos 

de mercado (BRASIL, 2008). 

No entanto, em meados do ano de 2004, a mídia divulgou que o uso de 

embalagens de PVC causa câncer. Com relação a essas afirmações a ANVISA 

liberou uma nota técnica esclarecendo que o PVC é um plástico autorizado 

para entrar em contato com alimentos, de acordo com a Resolução nº 105/99 

que faz referência às Disposições Gerais para Embalagens e Equipamentos 

Plásticos em contato com Alimentos. Sabe-se que é necessária a adição de 

agentes plastificantes e, entre esses plastificantes, conforme a lista positiva de 

aditivos para materiais plásticos destinados à elaboração de embalagens e 

equipamentos plásticos em contato com alimentos estão autorizados os 

seguintes ftalatos: butila e benzila, dibutila, diciclohexila, dietila, diisodecila, 

dioctila,di-2-etilexila (DEHP). Para este último aditivo ser utilizado, existe a 

condição de uso na proporção de no máximo 3% da matéria plástica (PVC) 

para que o contato com qualquer tipo de alimento seja possível, principalmente 

com alimentos gordurosos. Diante dessas informações, a Anvisa acredita que 

não há necessidade de alerta à população com relação a restrição de uso do 

PVC (BRASIL, 2004). 

Apesar de ser considerado seguro e atóxico, observa-se a 

fotodegradação do PVC em todos os espectros na faixa do visível e do 

ultravioleta, liberando ácido clorídrico e íons cloreto quando submetido às 

condições de luz em diferentes tempos. As embalagens de alimentos que 

utilizam o PVC são comumente expostas ao espectro de luz visível, tornando 

necessário observar seu comportamento frente sua realidade comercial, ou 

seja, nos produtos armazenados e comercializados em supermercados a fim 

de diminuir a liberação de compostos tóxicos ao alimento e conseqüentemente 

ao homem (KAMEDA, GRAUSE, YOSHIOKA, 2010). 

A exposição deste polímero sem adição de estabilizantes ao calor, 

dependendo da intensidade e tempo de exposição, também pode causar a 

liberação de cloreto de hidrogênio (HCl), resultando em um processo de 

degradação (desidrocloração), revelado geralmente pela alteração na colora-

ção para amarelo, até o marrom escuro (SOUZA, PESSAN, RODOLFO JR, 

2006). Os estabilizantes térmicos atuam no PVC capturando e estabilizando os 
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íons cloreto formados, o que impede a propagação da reação e a consequente 

autocatálise do processo de degradação. Dessa maneira, o estabilizante 

térmico atua no controle da formação do HCl, evitando que o processo de 

degradação atinja um estágio que comprometa o desempenho do produto final 

(RODOLFO JR, MEI, 2007). 

 

2.4 Vida de prateleira 

 

A vida de prateleira de um alimento é definida como o tempo em que o 

produto pode ser armazenado em condições específicas, sem qualquer dano 

significativo na qualidade e aceitabilidade do mesmo (JENA, DAS, 2012). 

Diversos fatores podem influenciar a vida de prateleira de um alimento como 

condições de processamento, tipo de embalagem, microbiota inicial, tempo e 

temperatura de armazenamento (OLIVEIRA et al., 2013). 

Vários critérios podem ser utilizados para se determinar o fim da vida de 

prateleira de um alimento. A escolha desse fator limitante depende, no entanto, 

das características do alimento como a sua composição nutricional e a 

natureza das reações deterioradoras que mais limitam a sua qualidade 

(OLIVEIRA et al., 2013). 

Na busca de processos que proporcionem aos produtos poucas 

alterações em suas características sensoriais e nutritivas, pesquisas têm sido 

direcionadas procurando gerar processos tecnológicos de baixo custo, cuja 

conservação seja baseada na combinação de fatores antimicrobianos, 

resultando em produtos similares aos frescos. Prever a vida de prateleira não é 

uma tarefa fácil. É preciso conhecer o mecanismo e a cinética das principais 

reações de deterioração (MOURA et al., 2007). 

Além disso, a competitividade do mercado levantou a necessidade de se 

estabelecer critérios comuns a todos que indiquem, adequadamente, os limites 

(inicial e final) aceitáveis da microbiota contaminante para que possa garantir e 

manter a qualidade em todo o período vigente da vida de prateleira 

(POTHAKOS, SAMAPUNDO, DEVLIEGHERE, 2012). 

Alimentos que possuem vida útil consideravelmente longa são, 

normalmente, submetidos a testes acelerados de vida de prateleira (TAVP). 
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Estes testes visam acelerar as taxas de transformação do alimento, mantendo 

os produtos sob condições de armazenamento relativamente severas, bem 

definidas e controladas (MOURA et al., 2007). 

Já produtos altamente perecíveis, como os fatiados, além de ser um tipo 

de alimento extremamente manipulado, apresentam maior superfície de 

contato com o oxigênio, o que influencia diretamente em sua vida útil 

promovendo a oxidação lipídica e permitindo o crescimento de micro-

organismos aeróbios. Como solução, encontra-se os produtos industrializados 

fatiados acondicionados a vácuo, sob atmosfera modificada ou em embalagens 

antimicrobianas (BRESSAN et al., 2007). 

Armazenar produtos embalados em baixa temperatura é um método 

regularmente utilizado para preservar alimentos microbiologicamente instáveis, 

pois restringe o crescimento de micro-organismos. Desta forma, a indústria de 

alimentos estabelece padrões de qualidade microbiológica levando em 

consideração a carga microbiana do produto bruto, a tecnologia de produção e 

a embalagem utilizada, bem como as propriedades sensoriais exigidas pelos 

consumidores (POTHAKOS, SAMAPUNDO, DEVLIEGHERE, 2012). 

A indústria de produtos cárneos utiliza, principalmente, o processamento 

de alta pressão (HPP - high pressure processing) para estender a vida útil e 

melhorar a segurança de alimentos “prontos para comer” (RTE – Ready to eat). 

Neste tipo de tratamento, geralmente ocorre uma redução de mais de quatro 

ciclos logarítmicos em micro-organismos deteriorantes e patogênicos mais 

comuns, resultando em maior segurança e validade do alimento (BAJOVIC, 

BOLUMAR, HEINZ, 2012). 

Marcos e colaboradores (2008) avaliaram presunto cozido, previamente 

contaminado com Listeria monocytogenes, pressurizado a 400 MPa durante 10 

minutos a 17°C, em combinação com filme antimicrobiano elaborados com 

alginato. Os resultados apresentaram uma redução de 3,4 ciclos logarítmicos 

de L. monocytogenes. Logo, esta nova estratégia, mostrou-se eficaz para 

alcançar o fim da vida de prateleira em 60 dias. 

O processo de deterioração da carne é causado principalmente pelo 

crescimento microbiano, particularmente pela acumulação de subprodutos 

metabólicos. O fim da vida útil pode ser definido por um limite máximo aceitável 
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de micro-organismos deterioradores ou um limite inaceitável de descoloração, 

alterações na textura, odor, sabor e formação de limos, que são causadas por 

estes micro-organismos. A maioria dos desenvolvidos modelos de vida de 

prateleira de produtos refrigerados descreve o crescimento destes micro-

organismos, dependendo da temperatura, por ser o fator mais importante que 

influencia a vida de prateleira (KREYENSCHMIDT et al., 2010). 

O processo de cozimento elimina praticamente todos os micro-

organismos, porém pode ocorrer contaminação cruzada durante os processos 

de corte e embalagem. A taxa de deterioração depende da composição da 

microbiota inicial associada a outros fatores de processamento, como a 

permeabilidade ao oxigênio do material da embalagem e as flutuações de 

temperatura durante o transporte e armazenamento do produto (HOLM et al., 

2012). 

 

2.5 Espectroscopia de fluorescência 

 

A fluorescência é um fenômeno óptico que acontece em uma molécula 

após a incidência de luz. A energia luminosa é absorvida pela estrutura 

eletrônica elevando a energia dos elétrons da molécula a estados quânticos 

excitados e menos estáveis. Ao retornar ao nível fundamental de energia uma 

radiação eletromagnética é emitida de acordo com as características da 

molécula. Por isso a fluorescência é conhecida como uma “assinatura 

molecular” (ATKINS, DE PAULA, 2004).  

O uso da espectroscopia de fluorescência na indústria de 

processamento de carnes para estimar os componentes deste alimento, torna-

se vantajosa em relação aos métodos tradicionais, pois além da redução no 

tempo de análise a natureza de suas medidas são não-destrutivas (MOLLER et 

al., 2003). 

Além disso, a técnica tem sido empregada na identificação de micro-

organismos isolados. Há uma grande quantidade de moléculas presentes nas 

bactérias que fluorescem, tornando a espectroscopia de fluorescência uma 

técnica valiosa para determinar a deterioração microbiana em carnes. O 

processo de deterioração da carne depende da carga microbiana inicial, da 
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composição do produto e do ambiente. Entre tantas técnicas, a espectroscopia 

de fluorescência se mostra uma boa alternativa para detectar alterações 

microbiológicas e químicas em carnes (SAHAR, BOUBELLOUTA, DUFOUR, 

2011). 

Os procedimentos lentos e trabalhosos para o emprego da técnica 

Contagem Padrão em Placa não satisfazem as exigências de detecção rápida 

e eficiente de micro-organismos. Atualmente existem vários novos métodos 

que atendem esta exigência, no entanto, a maioria destes que estão 

disponíveis necessitam de um pré-tratamento das amostras, além do alto custo 

de alguns equipamentos. Nesse aspecto, a espectroscopia de fluorescência 

tem sido demonstrada como um método rápido, eficaz e tecnicamente simples 

(XUE et al., 2009). 

  

2.6 Infravermelho por transformada de Fourier  (FTIR) 

 

O FTIR é uma técnica muito confiável, não-destrutiva que permitea 

determinar diretamente e de maneira rápida propriedades diversas, sem a 

necessidade de um tratamento prévio da amostra, por este motivo tornou-se 

uma das principais técnicas analíticas, sendo muito utilizada devido a qualidade 

de rastreio, rapidez e baixo custo para análise. O FTIR pode ser acoplado a 

diferentes tipos de detectores e acessórios como Reflexão Total Atenuada 

(ATR) que permite a análise de uma gama de componentes sólidos ou líquidos 

(SOARES, REZENDE, FORTES, 2010). 

A espectroscopia no infravermelho (IV) analisa os movimentos 

vibracionais das moléculas, o que leva a ser muito utilizada em estudos para 

conformação, identificação e interação com outras moléculas (ZAIA et al., 

2011). 

O espectro de infravermelho consiste no perfil gráfico da correlação 

entre a intensidade de absorbância (A) ou de transmitância (T) e a energia da 

radiação de IV, expressa em número de ondas. Esta técnica de análise pode 

ser aplicada em amostras sólidas, líquidas e gasosas (PRIMO, MENEZES, 

SILVA, 2011). 
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2.7 Cromatografia Gasosa 

 

A cromatografia é uma das técnicas analíticas mais utilizadas, podendo 

ser combinada a diferentes sistemas de detecção apresentando um bom 

desempenho (VÉKEY, 2001). Acoplar um cromatógrafo ao espectrômetro de 

massas é relativamente simples (ARDREY, 2003) e une as vantagens da 

cromatografia como a eficiência de separação e alta seletividade, com as 

vantagens da espectroscopia de massas (EM), como a obtenção de informação 

estrutural, massa molar e aumento da seletividade (VÉKEY, 2001). 

A cromatografia gasosa é a técnica cromatográfica mais comum 

acoplada à espectrometria de massas junto com a cromatografia líquida de alta 

eficiência. Outras combinações são utilizadas com menor frequência como, por 

exemplo, a cromatografia em camada delgada (CHIARADIA, COLLINS, 

JARDIM, 2008). 

A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) 

é uma técnica usada para identificação de compostos voláteis e tem uma vasta 

área de aplicação (SIQUEIRA, ALVES, ZANI, 2007). 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolver e avaliar filmes de PVC dopados com óleo essencial de 

alecrim (Rosmarinus officinalis L.) para o controle microambiental em 

embalagens para o fracionamento de alimentos de origem animal. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

• Determinar a Concentração Mínima Inibitória (CIM) do óleo essencial 

de alecrim frente aos micro-organismos Escherichia coli ATCC 25922, 

Staphylococcus aureus ATCC 27664, Salmonella sp. ATCC 13076, 

Candida albicans ATCC 90028 e Aspergillus niger ATCC 6275; 

• Desenvolver filmes a base de PVC puro e dopados com diferentes 

concentrações de óleo essencial de alecrim; 

• Determinar a ação antimicrobiana dos filmes sintetizados em estirpes 

de referência, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 

ATCC 27664 e Salmonella sp. ATCC 13076; 

• Avaliar a cinética de crescimento bacteriano do presunto fatiado, 

refrigerado e embalado com filmes de PVC; 

• Utilizar a técnica de espectroscopia de fluorescência como análise 

complementar no estudo do perfil de crescimento microbiano em 

função da ação do óleo essencial de alecrim; 

• Utilizar as técnicas de FTIR e Cromatografia Gasosa para 

caracterização do óleo essencial de alecrim e dos filmes dopados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

O experimento foi desenvolvido na Universidade Federal da Grande 

Dourados. As análises microbiológicas, elaboração dos filmes e medidas de 

fluorescência foram realizadas no Laboratório de Microbiologia, da Faculdade 

de Ciências da Saúde. 

As amostras dos filmes e do OE de alecrim foram analisadas através 

das técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) e de cromatografia gasosa (CG-MS) no Laboratório de Óptica e de 

Substâncias Bioativas e Química Analítica, respectivamente, ambos da 

Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia. 

 

4.1 Obtenção do óleo essencial de alecrim 

 

O óleo essencial de alecrim foi escolhido devido à facilidade na 

aquisição e pela comprovada ação antimicrobiana vista na literatura. O óleo foi 

obtido comercialmente em farmácia local sendo emitido, pela empresa 

fornecedora, um laudo de análise atestando o controle de qualidade do produto 

(Anexo I).  

 

4.2 Determinação da amostra  

 

O presunto fatiado foi o alimento escolhido para esta pesquisa por ser 

um alimento perecível, com curto prazo de validade e por apresentar riscos de 

contaminação com patógenos durante o pós-processamento, como falta de 

higiene no preparo do alimento, manipulação, processamento e estocagem 

inadequados, o que permite que micro-organismos se multipliquem até atingir 

níveis impróprios para o consumo. Deste modo, a embalagem antimicrobiana 

age em benefício do produto. 

O presunto foi obtido em padaria local, respeitando as técnicas de 

assepsia no corte da peça e no fatiamento, minimizando a contaminação 

externa ou cruzada à microbiota do produto, em seguida foi transportado sob 
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refrigeração imediatamente ao Laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Ciências da Saúde, para o preparo das unidades amostrais. 

 

4.3 Síntese do Polímero 

 

O polímero PVC (SIGMA) foi diluído em Tetrahidrofurano – THF – 

(DINÂMICA) na concentração de 3% (m/m) e deixado sob agitação em 

velocidade média, por aproximadamente 4 horas, em agitador magnético 

modelo 78 HW-I. Em seguida, esta solução foi dividida em partes para a adição 

do OE de alecrim em diferentes concentrações e novamente agitado por 15 

minutos. Após esse período, as soluções foram dispostas em placas de Petri 

(8,0mL em cada uma) e colocadas em estufa a 35ºC por aproximadamente 

quatro dias, até a formação de uma película fina e seca, resultando em filmes 

com as seguintes concentrações: PVC com 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40% e 

50% de OE de alecrim, além do PVC puro, considerado o controle. 

 

4.4 Ação antimicrobiana dos filmes  

 

A técnica apresentada pela NCCLS (20031) foi adaptada para o teste de 

sensibilidade aos filmes de PVC puro e dopado com OE de alecrim por Disco-

difusão. 

Os filmes dopados, em todas as concentrações elaboradas, foram 

recortados em círculos com aproximadamente 1 cm de diâmetro e testados, 

microbiologicamente, por meio do método de disco-difusão em ágar, adaptado.  

A ação dos filmes foi avaliada frente as seguintes espécies: Staphylococcus 

aureus ATCC 27664, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella sp. ATCC 

13076.  

Os discos de filmes foram colocados sobre a placa de Petri, contendo 

Ágar Mueller Hinton (HIMEDIA), após a semeadura do inóculo bacteriano 

ajustado na escala 0,5 de McFarland. Em seguida, as placas foram incubadas 

em estufa bacteriológica por 24 horas a 35ºC. Estes testes foram realizados em 

triplicata. 
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4.5 Concentração inibitória mínima (CIM) do óleo es sencial de alecrim  

 

A Concentração Inibitória Mínima do OE de alecrim foi determinada 

utilizando técnicas de microdiluição de acordo com as normas do NCCLS 

(20032) para bactérias, NCCLS (20021) para leveduras e para fungos 

filamentosos foi utilizada a normatização NCCLS (20022), todas adaptadas 

para a avaliação de OE. Esta análise foi realizada em placas de microdiluição 

com 96 poços, dispostos em 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Os micro-

organismos avaliados foram Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp. 

ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 27664, Candida albicans ATCC 

90028 e Aspergillus niger ATCC 6275. 

Os ensaios foram realizados preenchendo-se cada poço da microplaca 

com 95 µl de caldo Mueller Hinton (HIMEDIA), para os testes contra bactérias e 

95 µl de caldo Sabourand (HIMEDIA) para os fungos (ZOGDA; PORTER, 

2001). 

O OE de alecrim foi diluído em água destilada esterilizada com Tween 

80 (VETEC), ficando com uma concentração inicial de 2000 mg/mL.  Desta 

solução, foram retirados 100 µl e adicionados ao primeiro poço de cada linha. 

Foi feito, então, uma diluição seriada até o poço nº 10, resultando em uma 

concentração final de 1,95 mg/mL. Em seguida, 5 µl de cada suspensão 

microbiana, devidamente ajustada na escala 0,5 de McFarland, foram 

dispensadas em todos os poços. 

As microplacas foram incubadas a 35ºC/24h para as análises em 

bactérias e leveduras, e a 28ºC/72h para o teste em fungo filamentoso. A 

leitura foi feita visualmente. Considerou-se como CIM o poço com a menor 

concentração onde não houve crescimento microbiano. Todos os testes foram 

realizados em duplicata. 

 

4.6 Caracterização das amostras de presunto 

 

As amostras de presunto foram, primeiramente, avaliadas de acordo 

com as metodologias da APHA (2001) que é preconizada para análise de 

alimentos pela Resolução RDC n° 12, de 01 janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). 
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Para tal, foram utilizados os padrões microbiológicos sanitários para alimentos 

representados na legislação para Salmonella sp., Staphylococcus aureus, 

Coliformes Termotolerantes (45ºC), além de contagem total de mesófilos 

aeróbios, sendo que este não apresenta parâmetro na legislação citada (anexo 

II). 

A presença de Salmonella sp. foi analisada pesando-se 25 g de cada 

amostra, assepticamente. O presunto pesado foi depositado em 225 mL de 

Água Peptonada Tamponada (OXOID) e incubado a 35-37ºC, por 24 horas. 

Após este período, transferiu-se 1,0 mL da Água Peptonada Tamponada para o 

caldo Selenito (ACUMEDIA) e Rappaport-Vassilliadis (ISOFAR). Após o 

período de incubação (35ºC/24h) foram feitas estrias, com o auxílio de alça de 

platina em placas de Petri com Ágar Bismuto Sulfito (ACUMEDIA) e Ágar 

Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD – ACUMEDIA). As placas foram incubadas por 

24 horas a 35-37°C. As colônias típicas obtidas nas placas foram inoculadas 

em Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI – HIMEDIA) e Ágar Lisina Ferro (LIA – 

HIMEDIA) e incubadas por 24 horas a 35-37°C, para confirmação preliminar. 

Para a avaliação de coliformes termotolerantes e E. coli foi empregada a 

técnica do Número Mais Provável. Para o teste presuntivo, utilizou-se 1,0 mL 

das amostras, previamente diluídas em 9,0 mL de Citrato de Sódio (VETEC), 

em tubos contendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST - ACUMEDIA) 

e, estes, foram incubados em estufa a 35ºC por 24-48h. Foram selecionados 

os tubos considerados positivos, ou seja, com turvação e produção de gás no 

tubo de Durhan. Para o teste confirmativo, alíquotas de tubos positivos do 

caldo LST foram inoculadas em caldo Escherichia coli (EC - ISOFAR) e 

incubados em banho-maria por 48 horas a 44,5°C. Os tubos com crescimento e 

produção de gás no tubo de Durhan, são considerados positivos para 

coliformes termotolerantes. Os tubos positivos do caldo EC foram selecionados 

para determinar o Número Mais Provável (NMP/g) a partir do número de 

porções positivas, utilizando-se a tabela do NMP, conforme preconiza a APHA 

(2001). Em seguida, para o isolamento de E. coli, foi estriado uma alçada dos 

tubos positivos de caldo EC, em placas com Ágar Eosina Azul de Metileno 

(EMB - VETEC) e incubadas a 35-37ºC por 24-48h. 
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Para Staphylococcus sp. cada amostra foi preparada pesando-se 25g 

assepticamente e transferidas para 225 mL de citrato de sódio (diluição 10-1). A 

partir desta diluição, procederam-se diluições seriadas até 10-3 em tubos de 

ensaio contendo 9,0 mL de solução salina esterilizada. Alíquotas de 0,1 mL da 

diluição 10-2 e 10-3 foram transferidas para placas de Petri contendo Ágar Baird-

Parker (HIMEDIA) adicionado de emulsão de gema com telurito de potássio 

(HIMEDIA), com o auxílio de alça de Drigalsky. Logo após, as placas foram 

incubadas a 35-37°C por 48 horas. Colônias típicas foram selecionadas para o 

teste de coagulase. 

 

4.7 Perfil de crescimento microbiano em presunto fa tiado embalado em 

filmes de PVC dopados com óleo essencial de alecrim  

 

Os presuntos foram cortados, assepticamente, em pedaços de 1 g, e 

embalados em todos os filmes desenvolvidos (PVC puro e PVC dopado com 

30%, 40% e 50% de óleo de alecrim). As amostras foram mantidas sob 

refrigeração a temperatura média de 4°C em refrigerador doméstico, sendo 

retiradas para análise de Contagem Padrão em Placa (CPP) nos tempos: 0 

horas (imediatamente após ser embalado), 30 minutos após ser embalado, 1h, 

2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h e 168h. 

Cada pedaço de presunto retirado da embalagem foi colocado em tubos 

contendo 9,0 mL de citrato de sódio (diluição 10-1), sendo diluído logo após, em 

água peptonada (HIMEDIA) a 0,1% até a diluição 10-3. Foram inoculadas 1,0 

mL de todas as diluições em Ágar PCA (Plate Count Agar - HIMEDIA). As 

placas foram incubadas a 35ºC por 48h e a leitura se deu através da contagem 

de colônias obtendo-se assim, o perfil de crescimento microbiológico. 

As análises foram realizadas em duplicata em todos os procedimentos, 

com um total de três repetições completas do experimento. Após a 

determinação do perfil de crescimento, os dados foram avaliados. 

 

 

 

 



37 
 

4.8 Análises Complementares  

 

4.8.1 Testes por Espectroscopia de Fluorescência 

 

As medidas de fluorescência foram realizadas nas amostras de presunto 

e nos filmes utilizados como embalagem, nos mesmos tempos considerados 

para as análises microbiológicas. Além disso, foram realizadas medidas no OE 

de alecrim. 

No presunto os testes foram feitos com a finalidade de se obter o 

espectro de fluorescência característico para este tipo de alimento e, se 

possível, para reconhecer o processo de crescimento dos micro-organismos no 

presunto e/ou detectar alterações microbiológicas no presunto (deterioração). 

Encontrando, assim, uma relação entre esta técnica e a de CPP, podendo 

servir futuramente como uma ferramenta para o controle microbiológico em 

presunto e demais alimentos cárneos. 

A análise no OE de alecrim consistiu em traçar seu perfil de 

fluorescência e nos filmes a finalidade foi detectar a presença do OE de alecrim 

e, se possível, mensurar as diferentes concentrações entre os tratamentos  

Para realização destes ensaios foi utilizado um espectrofluorímetro 

portátil da marca MM’Optics provido de uma fibra ótica em Y, um laser de diodo 

em 405 nm, um monocromador da marca Ocean Optics e um laptop com 

programa específico para aquisição dos dados experimentais.  

Para ser ter um padrão na excitação e aquisição dos dados 

experimentais, foi realizado medidas de fluorescência com a amostra 

posicionada a uma distância de aproximadamente 1,0 cm da fibra ótica. A 

medida de referência ou controle foi realizada incidindo-se o laser diretamente 

sobre a superfície de apoio (corpo negro).  

Em seguida, foi aferida a intensidade de fluorescência do OE alecrim 

puro, sendo colocado em cubeta de quartzo. Incidiu-se o laser sobre as 

amostras e cada curva representada no gráfico foi obtida de uma média de 20 

curvas. A aquisição dos dados experimentais foi feita de acordo com as 

especificações do fabricante. 
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4.8.1.1 Preparo das amostras bacterianas 

As medidas de fluorescência também foram realizadas em duas 

espécies de bactérias, sendo Staphylococcus aureus ATCC 27664 e 

Escherichia coli ATCC 25922. 

Nos micro-organismos as análises foram realizadas com intuito de obter 

o espectro de fluorescência característico de cada espécie, para posterior 

comparação com as medidas feitas nos presuntos. 

No entanto, foram realizadas duas metodologias. A primeira consiste no 

método proposto por Giana et al. (2013), onde os micro-organismos foram 

ajustados ao padrão 0,5 da escala de McFarland em solução salina e 

transferidas para uma cubeta de quartzo.  

Para a segunda metodologia as células bacterianas foram precipitadas 

por centrifugação a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

aspirado e a massa celular transferida para uma placa de petri limpa para 

posterior medida no fluorímetro.  

As medidas nas bactérias foram realizadas utilizando-se o mesmo 

equipamento e protocolo descrito no item 4.8.1. 

 

4.8.2 Infravermelho por transformada de Fourier (FT IR) 

 

Este ensaio foi realizado tanto nos filmes de PVC quanto no óleo 

essencial de alecrim. Os espectros de absorção na região do infravermelho (IV) 

foram obtidos em equipamento da marca Jasco, modelo FT-IR 4100 na faixa 

de 4000 a 400 cm-1, com resolução de 4 cm-1.  Para as medidas do OE de 

alecrim, foi utilizado o mesmo equipamento com o acessório ATR Pro 450-S 

(Refletância Total Atenuada). A aquisição dos dados foi feita através do 

software Spectra Manager, de acordo com o fabricante. 

 

4.8.3 Cromatografia Gasosa 

 

Estas análises foram realizadas com o objetivo de determinar os 

compostos majoritários do óleo essencial de alecrim e para averiguar se estes 

compostos estavam presentes nos filmes de PVC dopado com 40% do OE. Os 
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filmes desta concentração foram escolhidos por apresentarem melhor ação 

antimicrobiana e redissolvidos em THF para posterior análise. 

Os espectros de massas de baixa resolução foram obtidos em um 

equipamento Varian 431/210 CG/EM. Foram utilizadas pequenas alíquotas de 

cada uma das amostras analisadas, todas diluídas em acetato de etila para que 

as injeções pudessem ser realizadas. As amostras foram injetadas no 

cromatograma com um tempo de 30 minutos cada e os respectivos espectros 

de massas foram gerados no software acoplado ao cromatograma. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Ação antimicrobiana dos filmes por disco-difusã o em ágar adaptada 

 

Esta análise foi realizada para avaliar o potencial antimicrobiano dos 

filmes dopados com OE de alecrim. As espécies testadas no antibiograma 

adaptado foram Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076 e 

Staphylococcus aureus ATCC 27664. 

O filme de PVC puro não apresentou ação inibitória em nenhum dos 

micro-organismos testados e, ainda, foi observado crescimento de massa 

celular na superfície de contato do polímero com o ágar. Este resultado era 

esperado, pois estudos demonstram a formação de biofilme bacteriano em 

superfícies a base de PVC puro. (SEIL; WEBSTER, 2011; JANJAROEN et al, 

2013). 

O composto polimérico de PVC dopado nas concentrações de 5%, 10%, 

15% e 20% de OE de alecrim não inibiu o crescimento dos micro-organismos. 

Contudo, as concentrações de 30%, 40% e 50% de OE de alecrim tiveram 

capacidade de inibir a formação de colônias apenas sob o filme. Resultado que 

foi considerado suficiente para o início das análises de vida de prateleira do 

presunto, pois a atividade antimicrobiana ocorreu na superfície de contato do 

ágar com o polímero. Pesquisas apontam que este fato é relevante, pois é na 

superfície do produto onde grande parte do processo de deterioração ocorre 

(SOARES et al., 2009).  

Estudos confirmam a ação bactericida do OE de alecrim frente a 

isolados de S. aureus, sendo observados inibição do crescimento em todas as 

concentrações testadas (2,5%, 5%, 7,5%, 10% e 12,5%). Estas análises foram 

realizadas utilizando discos de papel filtro, confirmando a eficiência do óleo 

(CRUZ; PEREIRA, 2010).  

No entanto, o método de difusão em meio sólido com discos de papel 

filtro embebidos com 20 µL do OE de alecrim na concentração absoluta (100%) 

para o teste de susceptibilidade antibacteriana frente a E. coli ATCC 8739 e S. 
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enterica ATCC 6017 não apresentou atividade antibacteriana em nenhum dos 

micro-organismos (TRAJANO et al, 2009). 

Antibiogramas utilizando discos de PVC dopados com OE de alecrim em 

concentrações de até 20% não apresentaram ação alguma contra os micro-

organismos selecionados. Possivelmente, a interação do óleo de alecrim com o 

PVC exige concentrações maiores do OE para tornar a embalagem com 

eficiente ação antimicrobiana. 

 

5.2 Concentração inibitória mínima (CIM) do óleo essenc ial de alecrim  

 

A concentração antimicrobiana do OE de alecrim foi determinada através 

da CIM contra micro-organismos patogênicos, cujos resultados estão indicados 

na Tabela 1.  

 

Tabela 1.  Concentração inibitória mínima (mg/mL) do óleo essencial de alecrim 

(Rosmarinus officinalis L.) frente a E. coli, Salmonella sp, S. aureus, C. albicans 

e A. niger.  

Micro-organismo CIM (mg/mL) 

Escherichia coli ATCC 25922 31,25  

Salmonella sp. ATCC13076 15,62  

Staphylococcus aureus ATCC 27664 7,81  

Candida albicans ATCC 90028 7,81 

Aspergillus niger ATCC 6275 3,91  

 

O controle de esterilidade e de crescimento comprovou, 

respectivamente, a ausência de contaminação do meio de cultura, a viabilidade 

dos micro-organismos testados e a composição química do produto testado 

nesta investigação estão de acordo com os relatos da literatura. 

Em trabalho realizado por Santurio et al. (2011), o OE de alecrim foi 

testado em concentrações de 3,2 a 0,1 mg/mL e não evidenciou atividade 

antibacteriana contra nenhuma das 79 amostras de Escherichia coli isoladas de 

fezes de aves e de bovinos, encontrando-se em conformidade com os 
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resultados encontrados, que também não evidenciaram ação contra E. coli 

ATCC 25922 nas concentrações citadas. 

No entanto, a ação do OE de alecrim avaliado contra Escherichia coli 

ATCC 8739 e Escherichia coli resistente a Ampicilina (NCTC 10418), foi 

considerada excelente com valores de 1,52 ± 0,04 mg/mL e 1,72 ± 0,04 mg/mL, 

respectivamente. Além disso, o OE de alecrim também foi eficiente para 

inibição de Staphylococcus aureus NCTC 6571, com 0,30 ± 0,01mg/mL e 

Salmonella poona NCTC 4840, com 1,16 ± 0,03 mg/mL (HUSSAIN et al., 

2010). Comparando-se os resultados, nota-se que a ação antimicrobiana do 

OE de alecrim ocorre em concentrações menores ás relatadas neste trabalho. 

Em outro ensaio realizado para determinar a atividade antimicrobiana do 

OE de alecrim, foram utilizados 25 plantas de composição química semelhante, 

porém diferentes em relação aos componentes majoritários. Os testes foram 

realizados contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes e Staphylococcus aureus e os resultados encontrados 

mostram que todas as plantas apresentaram forte atividade contra todos os 

micro-organismos avaliados, com exceção da E. coli em que apenas 40% das 

plantas tiveram ação inibitória(JORDÁN et al., 2013), resultado semelhante ao 

encontrado neste trabalho, onde fica evidente a menor ação antimicrobiana 

contra a E. coli ATCC 25922. 

Quanto aos testes de atividade antifúngica, comparados a outros 

estudos, foram encontrados, neste trabalho, valores maiores para inibição de 

Candida albicans. Cavalcanti, Almeida e Padilha (2011) demonstraram que o 

OE de alecrim apresentou atividade antifúngica contra Candida albicans ATCC 

289065 e Candida albicans ATCC 40277, com valores de CIM iguais a 0,5625 

mg/mL e 2,25 mg/mL, respectivamente. Os autores enfatizam que estas 

análises foram desenvolvidas em condições diferentes das estabelecidas pela 

NCCLS (2002), pois esta normatização não atende as especificidades dos 

OEs. Valores ainda menores foram encontrados em ensaios de Chobba et al. 

(2012), onde o OE de alecrim apresentou ação inibitória em concentrações de 

0,18 mg/mL. 

Um ponto importante a ser discutido em estudos de ação antimicrobiana 

de produtos naturais é o tipo de metodologia utilizada (SANTURIO et al., 2011). 
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Em buscas na literatura, percebe-se que cada autor emprega a técnica para 

determinar a CIM de maneiras diferentes, adaptando-as de acordo com os 

próprios critérios e condições de análise. Alguns autores utilizam o método de 

difusão em disco para análise de CIM (MOGHTADER, SALARI, FARAHMAND, 

2011; ITURRIAGA, OLABARRIETA, MARTÍNEZ DE MARAÑÓN, 2012) 

enquanto outros utilizam a difusão em poços (RIBEIRO, VELOZO, 

GUIMARÃES, 2013) ou diluição em ágar (SILVA et al, 2009), além da 

microdiluição em caldo como apresentado neste trabalho. 

A inexistência de uma técnica internacionalmente padronizada para 

avaliação de OEs permite que cada protocolo seja adaptado de maneiras 

distintas, o que compromete as comparações de resultados (VIUDA-MARTOS 

et al., 2008).  

A variação de valores entre os resultados obtidos e os expostos na 

literatura comprova que não há parâmetro de comparação com outros estudos. 

Além disto, resultados diferentes podem ocorrer mesmo quando a metodologia 

utilizada é idêntica, pois existem características que devem ser levadas em 

consideração como a sensibilidade de linhagens diferentes de um determinado 

micro-organismo frente a um mesmo produto antimicrobiano vegetal que 

também pode possuir diferentes origens (SILVA et al., 2009). 

 

5.3 Análises das amostras de presunto fatiado 

 

Os resultados obtidos nestas análises foram comparados aos Padrões 

Microbiológicos Sanitários para Alimentos, para carnes e produtos cárneos, da 

RDC nº 12 (Anexo II).  

Para a contagem de coliformes a 45ºC foi encontrado o valor de 102 

UFC/g estando em conformidade com a legislação vigente que indica valores 

até 10³ UFC/g. 

Nas análises para indicar presença/ausência de Salmonella sp., os 

testes preliminares com TSI e LIA indicaram valores positivos-presuntivos nas 

amostras avaliadas, não demonstrando, assim, conformidade com a resolução 

que preconiza a ausência de Salmonella sp. em 25g.  
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Para a contagem total de Staphylococcus aureus encontrou-se o valor 

de 1,9x10³ estando dentro dos limites impostos pela resolução, com valores até 

3,0x10³ UFC/g (BRASIL, 2001). 

 

5.4 Análise da cinética do crescimento microbiano e m amostras de 

presunto fatiado 

 

Foram analisadas, através da CPP, as curvas de cinética do crescimento 

microbiano ao longo de 168 horas para cada tratamento. As horas iniciais 

indicam uma fase de adaptação do micro-organismo frente ao novo sistema 

imposto, não caracterizando uma tendência padrão nos diferentes tratamentos 

e nem mesmo nas repetições realizadas, o que é aceitável, pois se trata de 

interações complexas entre micro-organismos e o meio. Porém, ao longo do 

tempo observa-se um crescimento da população microbiana que, nos últimos 

tempos, se mantêm praticamente constante para as amostras embaladas em 

PVC com 40% de OE de alecrim. 

 

 
Figura 1:  Log UFC/g da contagem bacteriana, através da Contagem Padrão em Placa, em 

função do tempo para PVC puro (0%), PVC dopado com 30% de OE de alecrim, PVC dopado 

com 40% de OE de alecrim e PVC dopado com 50% de OE de alecrim.  

 

É possível perceber que o filme dopado com 40% de OE de alecrim 

quando comparado ao filme puro (controle), apresentou melhor resultado ao 
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longo do tempo, pois após 168 horas a contagem total de micro-organismos 

atingiu 4,3 Log UFC/g, enquanto nas amostras controle a contagem chegou ao 

valor de 5,6 Log UFC/g, como está ilustrado na Figura 1. 

Ainda avaliando o comportamento microbiano ao longo do período 

estudado, de acordo com os resultados demonstrados na Tabela 2, pode ser 

observado que no intervalo de 0h a 8h houve uma redução de 1,65 e 0,5 ciclos 

logarítmicos para os filmes de 40% e 50%, respectivamente. O comportamento 

oposto ocorreu nas demais concentrações, onde houve um aumento da 

população microbiana. 

 

Tabela 2:  Estimativa da microbiota total do presunto fatiado e embalado com 

filmes puro e dopados, simulando a vida de prateleira de comercialização do 

produto. 

 

 Concentração de Óleo de alecrim (%) 

Tempo (h) 0% 30% 40% 50% 

0h 2,7 2,1 3,5 2,75 

8h 3,0 2,55 1,85 2,5 

0h-8h 0,3 0,45 - 1,65 - 0,25 

24h 2,25 2,35 2,3 2,75 

0h-24h - 0,45 0,25 - 1,2 0 

48h 2,95 3,1 2,75 2,25 

0h-48h 0,25 1,0 - 0,75 - 0,5 

72h 3,95 3,15 3,05 3,25 

0h-72h 1,25 1,05 - 0,45 0,5 

96h 4,1 4,15 3,8 3,4 

0h-96h 1,4 2,05 0,3 0,65 

168h 5,6 5,46 4,3 5,5 

0h-168h 2,9 3,36 0,8 2,75 

* Valores expressos em Log UFC/g 

 

Considerando o prazo de validade comercial do presunto fatiado, no 

intervalo de 0h a 72h o filme dopado com 40% de OE apresentou uma redução 
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de 0,45 Log UFC/g na contagem populacional de micro-organismos do 

presunto, contrastando com os demais tratamentos, em que não houve 

redução. Comparando, neste mesmo intervalo de tempo, as contagens dos 

presuntos embalados com o filme puro e com o filme dopado com 40% de OE 

de alecrim, observa-se um aumento de 1,25 Log UFC/g no filme puro. Da 

mesma forma, no último tempo (168h) apesar de todas as concentrações 

apresentarem crescimento da microbiota, o filme de 40% revelou o menor valor 

no intervalo entre 0h e 168h, o que caracteriza um possível aumento na vida de 

prateleira do presunto fatiado sob o ponto de vista microbiológico.  

Os resultados observados pela análise dos ciclos de redução 

logarítmica, apresentados na Tabela 2, entram em acordo com os dados 

estatísticos obtidos experimentalmente, representados pelas equações da reta 

na Figura 1, os quais demonstram a estimativa do tempo de vida de prateleira 

do presunto fatiado nos diferentes tratamentos, confirmando a melhor ação 

antimicrobiana do filme dopado com 40% de OE de alecrim. 

Devido ao caráter inovador desta embalagem não foi possível encontrar 

na literatura trabalhos executados nas mesmas condições deste, o que dificulta 

a comparação para melhor discussão dos dados obtidos. Entretanto, muitas 

pesquisas relacionadas a embalagens antimicrobianas têm demonstrado 

eficiência e aplicabilidade para este tipo de material (SOARES et al., 2009). 

Existem trabalhos relatados na literatura onde apresentam resultados 

satisfatórios quanto à inibição do crescimento microbiano em alimentos, com o 

uso de embalagens ativas elaboradas com diferentes materiais poliméricos e 

incorporadas com OE de alecrim ou extrato de alecrim. 

Filmes de quitosana incorporados com argila do tipo montmorilonita e 

OE de alecrim foram avaliados quanto a sua propriedade antimicrobiana. 

Resultados mostraram que os filmes puros não apresentaram ação contra 

micro-organismos, contrastando com os filmes com concentrações de 1% e 

1,5% de OE de alecrim que tiveram atividade antimicrobiana frente à Listeria 

monocytogenes, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli o que torna este 

produto interessante para o uso na preservação de alimentos se aplicados 

como embalagem ativa (ABDOLLAHI, REZAEI, GHOLAMALI, 2012). 
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 Filmes comestíveis de carboximetilcelulose (CMC) incorporados com 

extrato de alecrim, na concentração de 2%, foram avaliados em carne bovina 

armazenada a 4ºC durante 288 horas. As amostras de carne foram 

mergulhadas por 5 minutos em cada um dos filmes comestíveis (CMC e CMC 

incorporado com extrato de alecrim) e armazenadas sob refrigeração. As 

análises microbiológicas através da CPP aconteceram nos seguintes períodos: 

0h (inicial), 96h, 192h e 288h. Os resultados indicaram que as amostras com 

filme antimicrobiano exibiram, após 288 horas, 4,55 Log UFC/g na contagem 

total de micro-organismos, enquanto nas amostras controle a contagem atingiu 

6,75 UFC/g, já sendo considerado acima do limite ideal para carne fresca, o 

que pode prolongar a vida útil do alimento sob esta perspectiva (LIU et al., 

2012). 

No entanto, Melo e colaboradores (2012) precisaram incorporar 

concentrações mais altas de OE em seus filmes para obterem resultados 

satisfatórios. Esta pesquisa consistiu em incorporar OE de alecrim em filmes de 

acetato de celulose, com concentrações de 20% e 50%, para avaliação 

microbiológica de peito de frango refrigerado (2±2ºC) ao longo de 6 dias. 

Filmes 0% (sem adição de óleo) e amostras controle (sem filmes) também 

foram avaliados. Os cortes de peito de frango foram montados em bandejas de 

poliestireno e envolvidos pelos filmes elaborados. As contagens de micro-

organismos psicotróficos, coliformes totais, coliformes termotolerantes, 

Staphylococcus aureus coagulase-positiva e Salmonella sp. foram realizadas 

nos tempos 0h (inicial), 72h e 144h. Os filmes com 20% de OE de alecrim não 

foi capaz de controlar significativamente o crescimento de coliformes totais e 

micro-organismos psicotróficos durante o período de armazenamento, 

enquanto que os filmes com 50% de OE mostrou-se eficiente, pois o 

crescimento foi controlado no decorrer do tempo, embora sem redução na 

contagem. 

Possivelmente, a concentração ideal do OE adicionado ao polímero para 

que ocorra o controle de crescimento dos micro-organismos, deve ser ajustada 

de acordo com o material utilizado para a elaboração do filme. Em alguns 

casos, o agente microbiano pode migrar com mais facilidade para o meio 
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fazendo com que concentrações menores sejam suficientes para que a ação 

antimicrobiana ocorra de maneira satisfatória. 

Em relação ao PVC, existem relatos de filmes de PVC incorporados com 

nanopartícula de prata como agente antimicrobiano. Em um estudo, filmes 

elaborados a partir de polietileno de baixa densidade (LDPE) e PVC contendo 

nanopartículas de prata à 100, 200 e 300 ppm foram avaliados quanto a 

propriedade antimicrobiana. Os filmes permaneceram em contato com a 

suspensão bacteriana (105 UFC/mL) por 30, 90, 150 e 210 minutos. As 

análises microbiológicas se deram nestes mesmos tempos, além do tempo 0 

(zero). Os resultados demonstraram que os filmes de PVC apresentaram 

melhor função antimicrobiana quando comparado ao filme de LDPE. Os filmes 

de PVC à 100 ppm de nanopartículas de prata exibiram comportamento 

bacteriostático, enquanto que os filmes contendo 200 e 300 ppm apresentaram 

ação bactericida. As análises para determinar a percentagem de redução de 

bactérias indicaram uma redução de 99,9% para Escherichia coli quando em 

contato com o PVC contendo nanopartícula de prata a 200 ppm por 150 

minutos. Os autores acreditam que a mudança na estrutura do PVC durante o 

processamento pode ter desempenhando um importante papel na atividade 

antimicrobiana do mesmo (CHINKAMONTHONG, KOSITCHAIYONG, 

SOMBATSOMPOP, 2012). 

Uma pesquisa avaliou o potencial de migração de nanopartículas de 

prata em filmes a base de PVC quando em contato com superfície de peito de 

frango sob diferentes condições de armazenamento. Os filmes foram 

incorporados com nanopartículas de prata com medidas de 10 nm e 50 nm, em 

concentrações de 0,5% e 5%. Ficou demonstrado que inúmeros fatores 

interferem na quantidade de prata que migra do filme, tais como a quantidade, 

tempo e temperatura e que o tamanho das nanopartículas não influenciou 

significativamente na migração. Os resultados indicam uma migração de 8,85 

mg/kg ou 0,84 mg/dm2, valor abaixo do limite permitido pela União Europeia 

que é de 60 mg/kg ou 10 mg/dm2. Além disso, estes resultados expressam 

valores bem abaixo dos níveis de migração observados para outras 

substâncias associadas ao PVC, como plastificante adipato de di-(2-etil-hexila) 

(DEHA). Utilizando informações sobre a toxicidade da nanopartícula de prata, 
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os resultados deste estudo demonstram que a ingestão de alimentos 

embalados com PVC incorporados com nanopartículas de prata não é capaz 

de exceder o limite de ingestão provisória que é de 16,02% e 0,16% para 

nanopartículas medindo 10 nm e 50 nm, respectivamente. A nanotoxicidade é 

uma área em que a falta de conhecimento é reconhecida. Portanto, pesquisas 

adicionais são necessárias para elucidar e avaliar os riscos (CUSHEN et al., 

2013). 

 

5.5 Comportamento das amostras de presunto fatiado na espectroscopia 

de fluorescência 

 

Como técnica complementar ao estudo da cinética de crescimento 

microbiano, foi aplicada a técnica de espectroscopia de fluorescência. O 

espectro de fluorescência característico de uma amostra de presunto está 

ilustrado na Figura 2, apresentando uma banda larga de fluorescência na 

região entre 450 e 800 nm.Importante ressaltar que não foram encontrados na 

literatura, estudos realizados sob as mesmas condições e objetivos destes, o 

que dificulta a discussão dos resultados obtidos. Contudo, a espectroscopia de 

fluorescência vem sendo muito utilizada como ferramenta para medir índices 

de qualidade e alterações de parâmetros químicos em carnes e produtos 

cárneos (WOLD, MIELNIK, 2000; WOLD et al., 2002; MØLLER et al., 2003; 

SAHAR, BOUBELLOUTA, DUFOUR, 2011). 

 

 
Figura 2.  Espectro de fluorescência de uma amostra de presunto com excitação em 405 nm. 
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O espectro observado ocorre, provavelmente, devido à sobreposição da 

fluorescência dos diversos constituintes do presunto, incluindo sua microbiota 

que pode variar espacialmente na amostra ou de uma amostra para a outra. A 

literatura relata que bactérias fluorescem na região do visível. Giana et al. 

(2003) observaram que existe uma diferença perceptível na emissão de 

fluorescência entre três espécies avaliadas, indicando que há uma forte 

emissão na região entre 500 e 550 nm para Escherichia coli enquanto que para 

Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus a emissão de fluorescência é 

menos intensa, mas também ocorrem na mesma região. 

Os espectros de fluorescência obtidos das análises dos presuntos 

embalados nos filmes de PVC dopados com OE de alecrim e, avaliados ao 

longo de 168h, estão expressos na Figura 3.  

 

     

    
Figura 3.  Espectro de fluorescência do presunto embalado em PVC puro, PVC dopado com 

30%, 40% e 50% de óleo essencial de alecrim, analisados em 12 tempos (0h a 168h). 
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Pode ser observada uma banda larga de fluorescência na região entre 

450 e 800 nm. Nota-se, em determinados tempos, um aumento na intensidade 

de alguns picos entre 600 e 700 nm, similar a Figura 2. Supondo que os micro-

organismos se reproduzem, consomem os nutrientes do presunto, liberam 

metabólitos e provocam o processo de deterioração, é possível levantar a 

hipótese de que os micro-organismos podem ser os responsáveis, de forma 

direta ou indireta, pela flutuação da intensidade de fluorescência na região 

entre 600 e 700 nm. Porém, tais mecanismos ainda não são conhecidos sendo, 

ainda, necessários outros estudos para melhor entender esses processos. 

Avaliando ainda os espectros da Figura 3, é possível perceber que nas 

amostras embaladas com o PVC dopado com 40% de OE de alecrim, em 

nenhum momento do experimento as bandas entre 600 e 700 nm se tornam 

tão evidentes e bem definidas como para as amostras embaladas com filmes 

das demais concentrações, o que pode ter relação com a contagem 

microbiológica, visto que as amostras embaladas com filme de 40% de OE de 

alecrim foram as que apresentaram melhores resultados quanto ao controle do 

crescimento microbiano. Dessa forma, apesar das flutuações que ocorreram, 

devido à heterogeneidade das amostras, pois é nitidamente visível que o 

presunto apresenta diferença de coloração em pontos distintos, e ainda, por se 

tratar de um produto orgânico, onde a quantidade inicial de micro-organismos 

também é variável, a técnica conseguiu identificar diferenças entre as 

amostras, indicando também um melhor efeito do filme dopado com 40% de 

OE de alecrim no controle do crescimento das bactérias. 

Buscando estabelecer uma relação entre a técnica tradicional de 

contagem microbiológica (CPP) e a técnica de espectroscopia de fluorescência 

para o controle e/ou identificação de micro-organismos em alimentos e também 

com a finalidade de identificar a procedência dos picos de fluorescência 

encontrados no estudo do presunto, foi realizado um estudo da fluorescência 

de duas espécies de bactérias – Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococcus aureus ATCC 27664. 

Inicialmente utilizou-se a metodologia proposta por Giana et al. (2003). 

Os micro-organismos avaliados através da espectroscopia de fluorescência 

apresentaram os perfis que estão ilustrados na Figura 4. 
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Os espectros apresentam picos na região entre 450 e 650 nm. O pico 

que aparece em, aproximadamente, 470 nm ocorre devido ao espalhamento 

Raman da água utilizada para a diluição da suspensão bacteriana, enquanto 

que os picos entre 500 e 650 nm podem ser atribuídos ao perfil de 

fluorescência dos micro-organismos avaliados, fato que coincide com o 

resultado exposto por Giana et al. (2003).  
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Figura 5.  Espectro de fluorescência de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC com excitação 

em 405 nm.  

 

Os espectros apresentam uma banda larga entre 450 e 750 nm, 

assemelhando-se aos espectros demonstrados na Figura 3. Além disso, 

notam-se picos característicos da região entre 600 e 700 nm. Comparando as 

Figuras 3 e 5 é possível dizer que, muito provavelmente, os picos entre 600 e 

700 nm observados na fluorescência do presunto são devido às bactérias nele 

presentes. Portanto, é plausível alegar que a técnica de espectroscopia de 

fluorescência foi capaz de determinar a presença e a ação de micro-

organismos no presunto. 

 

5.6 Comportamento dos filmes de PVC na espectroscopia d e 

fluorescência  

 

Para analisar os filmes de PVC utilizados nos estudos do perfil de 

crescimento microbiano em presunto e, principalmente, para determinar as 

possíveis diferenças entre o filme de PVC puro e os filmes com diferentes 

concentrações de óleo essencial de alecrim, aplicou-se a técnica de 

fluorescência. Os espectros de fluorescência obtidos para um filme de PVC 

puro quando excitado por um laser em 405 nm, como é demonstrado na Figura 

6, apresenta uma banda larga na região entre 450 e 700 nm com pico máximo 

próximo de 550 nm. 
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Figura 6.  Espectro de fluorescência dos filmes de PVC puro e dos filmes de PVC dopados com 

óleo essencial de alecrim nas concentrações de 30%, 40% e 50%, com excitação em 405 nm. 

 

Ao analisar os filmes dopados com OE de alecrim, também expostos nas 

Figuras 6, é possível observar uma clara mudança na forma dos espectros, 

onde ocorre o surgimento de novas bandas de fluorescência mais próximas ao 

violeta. Tais bandas podem ser atribuídas ao OE de alecrim, já que o seu perfil 

de fluorescência, ilustrado na Figura 7, apresenta o mesmo comportamento. 

 

 

Figura 7.  Espectro de fluorescência do óleo essencial de alecrim puro, com excitação em 

405nm. 

 

5.7 Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR ) 

 

A figura 8 demonstra o espectro de absorção na região do infravermelho 

do OE de alecrim e apresenta picos aproximadamente em 700 e 3600 cm-1, 

que são representações de grupos químicos reconhecidos. Os picos da região 
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entre 2800 a 3000 cm-1 são característicos de substâncias carboniladas, 

saturadas e hidrofílicas.  

 

 
Figura 8.  Espectro de absorção na região do infravermelho do óleo essencial de alecrim (50 

µL). 

  

A Figura 9 apresenta o espectro de absorção na região do infravermelho 

do PVC puro. Observa-se, picos característicos de substâncias com ligações 

saturadas entre 2800-3000 cm-1 e 1300-1500 cm-1.  

 

 
Figura 9.  Espectro de absorção na região do infravermelho do filme de PVC puro  

 

Comparando-se as Figuras 8 e 9 é possível notar um pico em comum na 

região entre 2000-3000 cm-1, demonstrando que mesmo sendo substâncias 
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distintas há semelhança nos picos apresentados nos espectros. As principais 

diferenças entre os espectros apresentados nestas figuras são os picos 

demonstrados em torno de 1750 cm-1.  

A absorção do pico entre 1600-1750 cm-1 é característica de estiramento 

de C=O de ácidos carboxílicos que podem ser relacionados à presença de 

terpenóides e flavonóides, que pode ser atribuído a cânfora que consiste num 

terpeno e apresenta-se como um dos compostos majoritários do OE de alecrim 

(ANGIONI et al., 2004).   

A Figura 10 apresenta os espectros de absorção na região do 

infravermelho dos filmes de PVC puro e dopados com OE de alecrim em 

diferentes concentrações, demonstrando picos em comum.  

 

 
Figura 10.  Espectro infravermelho do filme de PVC puro , PVC dopado com 30%, 40% e 50% 

de OE de alecrim. 

 

Contudo, ao se observar o comportamento obtido pelos filmes dopados 

em relação ao puro comprova-se que há modificações na composição. Os 

filmes dopados apresentam picos nas regiões entre 1500-2000 cm-1 e 3200-

3700 cm-1. Nos filmes puros a presença desta banda não foi observada, o que 

indica que o OE de alecrim foi incorporado aos filmes dopados. 

 

 

 



57 
 

5.8 CROMATOGRAFIA GASOSA 

 

As análises cromatográficas do filme de PVC puro apresentou o 

cromatograma exposto na Figura 11, revelando um composto derivado do 

PVC. 

 

 
Figura 11.  Cromatograma do filme de PVC puro 

 

As análises de cromatografia gasosa do OE essencial de alecrim 

apresentaram como compostos majoritários o 1,8 cineol, cânfora e α-pineno 

como ilustra a Figura 12. 

 

 
Figura 12.  Cromatograma do óleo essencial de alecrim 

 

Resultados similares são encontrados em outros trabalhos que apontam 

estas mesmas substâncias como compostos majoritários do OE de alecrim. 

Hussain et al. (2010) relatam que análises cromatográficas demonstram que 

1,8 cineol, cânfora e α-pineno estão entre os compostos mais abundantes do 
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OE de alecrim avaliado. Dados análogos também foram descritos por  

Mounchid et al. (2004), Alnamer et al. (2012), Jordán et al. (2013) e Yors et al. 

(2013). 

As análises realizadas nos filmes de PVC dopado com 40% de OE de 

alecrim apresentaram o cromatograma ilustrado na Figura 13, onde é visível a 

presença de compostos do OE de alecrim.  

 

 
Figura 13.  Cromatograma do filme de PVC com 40% de OE de alecrim. 

 

Portanto, pode-se afirmar que o óleo está incorporado ao filme de PVC, 

o que confere a este material atividade antimicrobiana devido aos compostos 

que majoritários que possuem comprovada ação contra micro-organismos. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

• A concentração inibitória mínima do OE de alecrim apresentou 

resultados satisfatórios frente aos micro-organismos testados; 

• Os filmes a base de PVC sintetizados em concentrações de 30%, 40% e 

50% de óleo essencial alecrim e comparados ao filme de PVC puro, 

mostram atividade antimicrobiana eficiente;  

• Os filmes desenvolvidos a base de PVC dopado com 40% de OE de 

alecrim apresentaram ação contra micro-organismos contaminantes do 

alimento testado; 

• As análises microbiológicas mostraram que o filme de 40% foi o mais 

eficaz no controle do crescimento de micro-organismos presentes no 

presunto ao longo do tempo; 

• A técnica de fluorescência foi capaz de detectar a presença do óleo 

essencial de alecrim em todos os filmes dopados avaliados e tem 

potencial sensibilidade para determinar a presença de micro-organismos 

no presunto. No entanto, ainda se faz necessário estudos mais 

detalhados para obtenção de resultados mais conclusivos. 

• De acordo com as análises cromatográficas e FTIR foi possível 

demonstrar que o óleo essencial de alecrim foi incorporado aos filmes de 

PVC. 
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APÊNDICE A – Tabela 3. Dados do crescimento microbiano de três 

repetições, doze tempos de análise e quatro concentrações. Os valores estão 

expressos em Log UFC/g. 

 

                                          .                            (Continua) 

CONC% TEMPO LOG CONC% TEMPO LOG 
0% 0h 2,5 30% 0h 1,6 
0% 0h 2,9 30% 0h 2,6 
0% 0h 2,7 30% 0h 2,1 
0% 0,5h 1,3 30% 0,5h 2 
0% 0,5h 2,9 30% 0,5h 3 
0% 0,5h 2,1 30% 0,5h 2,5 
0% 1h 3 30% 1h 3,8 
0% 1h 2,8 30% 1h 2,9 
0% 1h 2,9 30% 1h 3,35 
0% 2h 3,9 30% 2h 3,1 
0% 2h 2,8 30% 2h 2,5 
0% 2h 3,35 30% 2h 2,8 
0% 4h 2,1 30% 4h 1,1 
0% 4h 2,6 30% 4h 3,2 
0% 4h 2,35 30% 4h 2,15 
0% 8h 3,3 30% 8h 2,4 
0% 8h 2,7 30% 8h 2,7 
0% 8h 3 30% 8h 2,55 
0% 12h 3,7 30% 12h 1,6 
0% 12h 2,7 30% 12h 3,1 
0% 12h 3,2 30% 12h 2,35 
0% 24h 1,8 30% 24h 1,9 
0% 24h 2,7 30% 24h 2,8 
0% 24h 2,25 30% 24h 2,35 
0% 48h 2,3 30% 48h 2,5 
0% 48h 3,6 30% 48h 3,7 
0% 48h 2,95 30% 48h 3,1 
0% 72h 3 30% 72h 2,6 
0% 72h 4,9 30% 72h 3,7 
0% 72h 3,95 30% 72h 3,15 
0% 96h 4 30% 96h 3,5 
0% 96h 4,2 30% 96h 4,8 
0% 96h 4,1 30% 96h 4,15 
0% 168h 6 30% 168h 5,8 
0% 168h 5,4 30% 168h 5,3 
0% 168h 5,4 30% 168h 5,3 
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CONC% TEMPO LOG CONC% TEMPO LOG 

40% 0h 4,6 50% 0h 2,9 
40% 0h 2,4 50% 0h 2,6 
40% 0h 3,5 50% 0h 2,75 
40% 0,5h 2,4 50% 0,5h 2,3 
40% 0,5h 3,1 50% 0,5h 2,7 
40% 0,5h 2,75 50% 0,5h 2,5 
40% 1h 2 50% 1h 1,5 
40% 1h 2,7 50% 1h 2,9 
40% 1h 2,35 50% 1h 2,2 
40% 2h 2,6 50% 2h 1,1 
40% 2h 2,6 50% 2h 2,5 
40% 2h 2,6 50% 2h 1,8 
40% 4h 0,6 50% 4h 1 
40% 4h 4 50% 4h 3,8 
40% 4h 2,3 50% 4h 2,4 
40% 8h 1,3 50% 8h 1,7 
40% 8h 2,4 50% 8h 3,3 
40% 8h 1,85 50% 8h 2,5 
40% 12h 1,8 50% 12h 3,9 
40% 12h 2,9 50% 12h 2,5 
40% 12h 2,35 50% 12h 3,2 
40% 24h 1,8 50% 24h 2,9 
40% 24h 2,8 50% 24h 2,6 
40% 24h 2,3 50% 24h 2,75 
40% 48h 2,3 50% 48h 2,3 
40% 48h 3,2 50% 48h 2,2 
40% 48h 2,75 50% 48h 2,25 
40% 72h 2,3 50% 72h 2,9 
40% 72h 3,8 50% 72h 3,6 
40% 72h 3,05 50% 72h 3,25 
40% 96h 2,8 50% 96h 2,3 
40% 96h 4,8 50% 96h 4,5 
40% 96h 3,8 50% 96h 3,4 
40% 168h 5 50% 168h 5,8 
40% 168h 4 50% 168h 5,4 
40% 168h 4 50% 168h 5,4 
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ANEXO I 

Laudo de análise do óleo essencial de alecrim 
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Anexo II 

Resolução RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001 

 

Tabela 4.  Padrões Microbiológicos Sanitários para Alimentos 

* Para fins de aplicação de plano de amostragem entende-se:  
m: é o limite que, em um plano de três classes, separa o lote aceitável do produto ou 
lote com qualidade intermediária aceitável; 
M: é o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitável do inaceitável. 
Em um plano de três classes, M separa o lote com qualidade intermediária aceitável 
do lote inaceitável. Valores acima de M são inaceitáveis;  
n: é o número de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e 
analisadas individualmente. Nos casos nos quais o padrão estabelecido é ausência 
em 25g, como para Salmonella sp e Listeria monocytogenes e outros patógenos, é 
possível a mistura das alíquotas retiradas de cada unidade amostral, respeitando-se a 
proporção p/v (uma parte em peso da amostra, para 10 partes em volume do meio de 
cultura em caldo); 
 c: é o número máximo aceitável de unidades de amostras com contagens entre os 
limites de m e M (plano de três classes). Nos casos em que o padrão microbiológico 
seja expresso por "ausência", c é igual a zero, aplica-se o plano de duas classe 


