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ELABORACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
FILMES A BASE DE POLICLORETO DE VINILA (PVC) INCORPORADOS
COM EUGENOL

Thiago Silvério Silva 2 Kelly Cristina da Silva Brabes, Cibelli Mazzucato.
2UFGD/FACET — Mestrando em Ciéncia e Tecnologia Ambiental. carapots2@gmail.com

Resumo

Recentes pesquisas na area de embalagens destacam a incorporacao de diversos aditivos
as mesmas, com o intuito de promover alteracGes benéficas aos alimentos. Aliado ao
conceito das embalagens ativas, filmes incorporados com compostos antimicrobianos tem
ganho destaque, principalmente ao oferecer aditivos naturais, como os 6leos essenciais e
seus principios ativos. O 6leo de cravo (Canyophillus aromaticus) é abordado como um
dos compostos antimicrobianos naturais mais eficientes, com grande destaque para
bactérias Gram Positivas e fungos. O eugenol, como principal constituinte do 6leo
essencial de cravo e principal agente antimicrobiano, € amplamente utilizado pela
indUstria e nas areas de saude, principalmente na odontologia. O presente trabalho avaliou
sua acdo em microrganismos patogénicos (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Klebsiella sp. ATCC 706603, Candida albicans
ATCC 90028, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076 e
Staphylococcus aureus ATCC 19093) em sua forma pura e incorporado em filmes
poliméricos a base de Policloreto de Vinila (PVC), ao associar sua eficacia como
embalagem antimicrobiana em amostras de queijo tipo Cheddar fatiado. Analises essas
realizadas em conjunto com técnicas de espectroscopia de fluorescéncia, como método
alternativo a avaliacdo da vida de prateleira de alimentos. Os resultados observados
comprovam a eficécia do eugenol em embalagens a base de PVC, as quais apresentaram
acdo nas bacterias estudadas, ao inibir seu desenvolvimento em meios cultivados. A
espectroscopia de fluorescéncia e as técnicas de infravermelho por transformada de
Fourier forneceram informacgGes sobre as alteragcdes ocorridas no alimento e nos filmes

elaborados.

Palavras-chave: Embalagens, Eugenol, Antimicrobiano, Vida de Prateleira, PVC,

Espectroscopia de Fluorescéncia.
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ABSTRACT

Incorporating additives on packing intends to promote beneficial changes to food. Films
incorporated with antimicrobial compounds have gained prominence, especially by
offering natural additives such as essential oils and their active ingredients. Clove
(Canyophillus aromaticus) oil is considered one of the antimicrobial compounds that has
the most efficiency, which the eugenol is the main constituent, widely used by industry
and health. This study aimed to evaluate the action of eugenol on pathogenic
microorganisms (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC
51299, Klebsiella sp. ATCC 706603, Candida albicans ATCC 90028, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076 and Staphylococcus aureus ATCC 19093) in
its pure form and incorporated into polymer films based on the Polyvinyl Chloride (PVC)
by associating their antimicrobial effectiveness on sliced Cheddar Cheese samples.
Analyses were performed with Fluorescence spectroscopy, such an alternative method to
evaluate the shelf life of food. Results demonstrate that the eugenol inhibited the bacterial
development in cultured medium, proving its efficiency when used in PVC-based
package.

Keywords: Active package, Shelf life, Fourier Transform Infrared Spectroscopy.
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1. INTRODUCAO

O modo de vida da populacéo € alterado ao longo das geragdes. Atualmente, com
o dinamismo global e a necessidade de produtos facilmente disponiveis e praticos para
utilizagdo ou consumo, tem-se uma demanda crescente no mercado de alimentos, a qual
apresenta uma grande evolugdo na oferta de produtos processados. A industria de
embalagens, ao acompanhar esse desenvolvimento, procura suprir algumas necessidades
desses produtos, desenvolvendo mecanismos de protecdo cada vez mais eficientes.

Ao se analisar a producéo e utilizacdo de embalagens, observa-se, em destaque,
as embalagens ativas, as quais promovem a interacdo do meio protetor com o produto,
resultando em melhorias sensoriais ou em sua vida de prateleira. (SOARES et al., 2009)

Uma grande variedade de compostos naturais e sintéticos podem ser incorporados
a diferentes materiais como plasticos, fibras téxteis e papel, a exemplo de ions metéalicos,
acidos organicos, bacteriocinas, isotiocianatos e fungicidas, como os benzoatos, sorbatos
e imazalil. O uso de embalagens com agentes antimicrobianos tem como vantagem a ndo
incorporacdo do principio ativo diretamente no alimento, ou seja, menores teores de
conservantes entram em contato direto como produto, atendendo uma tendéncia atual do
consumidor, o qual busca alimentos minimamente processados e livre de conservantes.
Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados diretamente ao material de
embalagem, em rotulos, etiquetas ou contidos em saches (OLIVEIRA et al.,2004;
SOARES et al., 2009).

Nesse foco, aliou-se as embalagens ativas 0s 6leos essenciais e seus respectivos
principios ativos, 0s quais possuem histdrico reconhecido de sua agdo antimicrobiana,
mas que atualmente ganharam grande destaque devido a tendéncia na reduc¢éo de aditivos
sintéticos aos alimentos. (SMITH-PALMER et al., 1998; DORMAN et al., 2000)

Destaca-se a eficiéncia do eugenol (2-alil-4-metoxifenol) em relacéo ao seu efeito
antimicrobiano. Obtido principalmente do cravo da india (Canyophillus aromaticus), o
qual apresenta valores de 14% a 20% de 6leo essencial e pode conter até 95% de eugenol,
0 qual pode ser encontrado também na canela, noz-moscada e manjericdo. (Ghosh et al.,
2005).

A versatilidade do mercado, também promove fatores controversos no consumo,

pois hd uma grande evidéncia da preferéncia por alimentos com atributos “naturais”, em
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contrapartida com o consumo de embalagens plasticas, as quais representam
aproximadamente 30% do faturamento anual do setor. (IBRE/FGV, 2013)

Dentre os plasticos mais produzidos e consumidos no mundo, destaca-se o PVC
(Policloreto de Vinila), o qual contém, em peso, 57% de cloro (derivado do cloreto de
sodio - sal de cozinha) e 43% de eteno (derivado do petréleo), representando ainda um
produto de grande versatilidade no mercado. Sua maior utilizagdo é na construgao civil e
produtos duraveis (64%) e apenas 12% sdo destinados a produtos com baixa vida util,
entre 0 a 2 anos. Constituindo, assim, o plastico de menor expressao no lixo urbano.
(MAQUIXIM, 2010)

Destacando a versatilidade e o uso do PVC em embalagens de alimentos,
objetivou-se nesse trabalho a elabora¢do de um filme antimicrobiano a base de PVC
incorporados com eugenol e sua acdo frente aos microrganismos Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Klebsiella sp. ATCC
706603, Candida albicans ATCC 90028, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp.
ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093. Avaliou-se ainda sua utilizacéo
como embalagem alternativa ao queijo tipo Cheddar fatiado e suas propriedades dpticas,

pela espectroscopia de fluorescéncia e infravermelho por transformada de Fourier.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Materiais

Os reagentes (Tween 80 VETEC, etanol 92,8 INPM Quimidrol, Eugenol
lodontosul com pureza de 99 %, PVC em pd SIGMA e Tetrahidrofurano THF
DINAMICA), agares (caldo Mueller Hinton HIMEDIA, Agua Peptonada Tamponada
OXOID, Caldo Selenito Cistina ACUMEDIA, Rappaport-Vassilliadis ISOFAR, Agar
Salmonella-Shigella Agar SS ACUMEDIA, Agar Bismuto Sulfito ACUMEDIA, Agar
Lisina Ferro LIA HIMEDIA, Caldo Lauril Sulfato Triptose ACUMEDIA, Caldo EC
ISOFAR, Agar Baird-Parker HIMEDIA, Plate Count Agar HIMEDIA) e cepas
microbianas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC
51299, Klebsiella sp. ATCC 706603, Candida albicans ATCC 90028) foram obtidos

comercialmente.
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As bactérias Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 19093 foram doadas pela Fundacdo André Tosello —

Pesquisa e Tecnologia.

2.2 — Determinacao da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) do Eugenol

A Concentracdo Inibitéria Minima do eugenol foi determinada utilizando-se
técnicas de microdiluicdo em placas (microplacas com fundo em “U”) de acordo com as
normas da Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2011) para
microrganismos, os quais foram Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC
13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093.

Cada poco foi preenchido com 100 pL de caldo Mueller Hinton (HIMEDIA), 100
uL do principio ativo diluido e 10 uL. do in6culo (ZOGDA; PORTER, 2001).

Foram avaliadas duas formas de diluicdo do eugenol. Inicialmente, foi diluido em
agua destilada esterilizada com Tween 80 (VETEC) na concentracdo de 10 % (m/m), na
concentracdo inicial de 100 mg/mL. Dessa solucdo, chamada estoque, retirou-se 100 pL,
o0s quais foram adicionados ao primeiro pogo de cada linha da microplaca, representando
uma concentracdo inicial de 952 pg/mL. Realizaram-se, entdo, dilui¢cbes seriadas até o
10° pogo, resultando em uma concentragado final de 1,859 pg/mL. Em seguida, 10 pL de
cada suspensdo microbiana, devidamente ajustada na escala 0,5 de McFarland, foram
distribuidas em todos 0s po¢os.

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 h. A leitura foi realizada
visualmente. Considerou-se como CIM 0 po¢o com a menor concentragdo onde néo
houve crescimento microbiano. Todas as trés repeticdes foram realizadas em triplicata.

Para efeito confirmativo, os resultados visuais negativos foram submetidos a
analise de comprovagdo de seus resultados, dos quais se retirou uma algada de 10 puL de
cada poco e inoculou-se em placas de Petri contendo agar Muller Hinton, incubadas a
35°C por 24 h.

Adotaram-se, como resultados validos, as concentrac@es inibitorias nas quais ndo
houve observacao visual de crescimento nas microplacas e nas placas de Petri.

Devido as caracteristicas do eugenol, tais como sua imiscividade com 4&gua mesmo
com adi¢do de Tween 80, julgou-se necessario realizar uma nova série de repeticoes,

alterando o solvente de solucéo estoque. Houve a alteracdo da agua e do Tween 80 por
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etanol (96° GL — 92,8 INPM — Quimidrol), com a concentracédo inicial mantida (100
mg/mL). Foi realizada uma série de diluicbes com o etanol, para se estabelecer sua acao
na concentracao utilizada.

As andlises da CIM foram realizadas em triplicata e em trés repeticdes. Os valores

obtidos provém da média das triplicatas e das repetices.

2.3 — Preparo dos filmes a base de Policloreto de Vinila (PVC)

O PVC diluido em Tetrahidrofurano (THF) foi submetido a agitagdo constante,
em agitador magnético modelo 78 HW-I, por 4 horas e distribuido em placas de Petri (12
mL de solucdo por placa), com diametro de 8cm, 0s quais secaram em estufa com
temperatura controlada de 40°C por 7 dias.

Os filmes fabricados compreenderam as concentracdes de 1 %, 2 %, 3%, 4% e 5
% de PVC em THF (porcentagem relativa as massas dos reagentes), com o intuito de se
avaliar a melhor concentracdo do polimero com caracteristicas mais proximas ao PVC
vendido comercialmente na forma de filmes plasticos para embalagens de alimentos,
observado na concentracao de 3 % de PVC.

Apos a definicdo da concentracdo padrdo do PVC em 3%, com massa de 0,36 g
por placa de Petri, e definicdo da CIM do eugenol para os microrganismos estudados,
definiu-se as concentracdes do mesmo em 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %,
40 % e 50 % (relacionadas a massa do PVC), com o filme sem adicdo de eugenol como
controle.

Adotaram-se, entdo, as concentracdes de 0 % (PVCEO0), 5 % (PVCE5), 10 %
(PVCE10), 20 % (PVCEZ20), 30 % (PVCE30), 40 % (PVCE40) e 50 % (PVCES50), de
massa de eugenol em relacdo a massa de PVC, para utilizacdo nas analises subsequentes,
pois obtiveram os melhores resultados préticos. Os filmes nomeados como 0 % de

eugenol foram utilizados como controle.

2.4 — Agado antimicrobiana dos filmes incorporados com eugenol

Utilizou-se uma técnica adaptada da CLSI (2003) para o teste de sensibilidade aos

filmes de PVC puro e incorporado com eugenol por disco-difusao.
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Os filmes, em todas as concentragdes elaboradas, foram recortados em circulos
com aproximadamente 1cm de diametro e avaliados, microbiologicamente, por meio do
método de disco-difusdo em &gar, frente aos microrganismos: Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella sp. ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 19093, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Klebsiella sp. ATCC
706603, Candida albicans ATCC 90028.

Os discos dos filmes foram colocados sobre a placa de Petri, contendo Agar
Mueller Hinton (HIMEDIA) semeados com inoculo bacteriano, ajustado na escala 0,5 de
McFarland. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica por 24 horas a 35°C e 0s
resultados obtidos por meio da medicao do didametro dos halos em milimetros.

Os testes foram realizados em triplicata nas trés repeticoes.

2.5 — Andlise microbioldgica das amostras de queijo tipo Cheddar fatiado

O queijo tipo Cheddar fatiado foi adquirido no comércio local da cidade de
Dourados/MS e transportado imediatamente e sob refrigeracdo ao laboratorio de
Microbiologia para as anélises. As amostras foram avaliadas com base nas metodologias
da APHA (2001), a qual é preconizada para analise de alimentos pela Resolu¢cdo RDC n°
12, de 01 janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Utilizaram-se os padr@es sanitarios para alimentos representados na legislacéo
para Salmonella sp., Staphylococcus aureus e Coliformes a 45 (BRASIL, 2001).

As analises para confirmacdo da presenca ou auséncia de Salmonella sp. foram
analisadas pesando-se 25 g de cada amostra. Os pedacos de Cheddar pesados foram
adicionados & 225 mL de Agua Peptonada Tamponada (OXOID) e incubados a 35-37°C,
por 24 horas.

Transferiu-se, entdo, 1,0 mL da amostra para o caldo Selenito Cistina
(ACUMEDIA) e Rappaport-Vassilliadis (ISOFAR), incubando-os a 35°C por 24 h.

Utilizou-se o Agar Salmonella-Shigella (Agar SS - ACUMEDIA) e o Agar
Bismuto Sulfito (ACUMEDIA) como teste comprobatorio, incubados 24 horas a 35-
37°C. As colonias tipicas obtidas nas placas foram inoculadas em Agar Triplice Agucar
Ferro (TSI —HIMEDIA) e Agar Lisina Ferro (LIA — HIMEDIA) e incubadas por 24 horas

a 35-37°C, para confirmacdo preliminar.
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Para a avaliagdo de Coliformes a 45 e E. coli foi empregada a técnica do NUmero
Mais Provéavel (NMP). Para o teste presuntivo, utilizou-se 1,0 mL das amostras, em tubos
contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST - ACUMEDIA), o quais foram
incubados em estufa a 35°C por 48 h. Foram selecionados os tubos considerados
positivos, ou seja, com turvagdo do meio evidente e producdo de gas no tubo de Durhan.

Para o teste confirmativo, aliquotas de tubos positivos do caldo LST foram
inoculadas em caldo Escherichia coli (caldo EC - ISOFAR) e incubados em banho-maria
por 48 horas a 45°C. Os tubos com crescimento e producdo de gas no tubo de Durhan,
séo considerados positivos para coliformes termo tolerantes. Os tubos positivos do caldo
EC foram selecionados para determinar o NUmero Mais Provavel (NMP/g) a partir do
nimero de por¢des positivas, utilizando-se a tabela do NMP, conforme preconiza a
APHA (2001).

Para a analise de Staphylococcus sp. pesou-se 25 g do queijo, os quais foram
diluidos em agua peptonada tamponada (225 mL). Procederam-se dilui¢fes seriadas até
107, Aliquotas de 100 pL das diluigdes 1071, 102 e 10" foram transferidas para placas de
Petri contendo Agar Baird-Parker (HIMEDIA) com emulsdo de gemas e Telurito de
Potassio (HIMEDIA). As placas foram incubadas a 35-37°C por 48 horas. Colbnias
tipicas foram selecionadas para o teste de coagulase (APHA, 2001).

2.6 — Analise de desenvolvimento microbiano em queijo tipo Cheddar fatiado e

embalado com PVC puro e PVC incorporado com eugenol

O queijo foi cortado e pesado em pedacos de aproximadamente 1 g, em pedacos
quadrados, de forma asséptica, embalados nos filmes elaborados de PVC puro (PVCEO)
e PVC incorporado com 20 % (PVCEZ20) e 40 % (PVCEA40) de eugenol, concentracdes
adotadas de acordo com as caracteristicas.

Os pedacos de queijo entraram em contato direto com o filme elaborado em dois
lados, posteriormente, foram envoltos em filme PVVC comercial, o qual ndo teve contato
direto com o produto.

As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a temperatura média de 4°C em
refrigerador comum, sendo retiradas para analise de Contagem Padrdo em Placa (CPP)

nos tempos: 0 horas (imediatamente ap6s ser embalado), 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h.
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Cada pedaco de queijo retirado da embalagem foi colocado em tubos contendo
9,0 mL de citrato de sddio (diluicdo 101), sendo diluido logo apds, em agua Peptonada
(HIMEDIA) a 0,1 % até a diluigio 107 nos tempos iniciais, e até 10" nos tempos finais.
Foram inoculadas 1,0 mL de todas as diluicbes em Agar PCA (Plate Count Agar
- HIMEDIA) pelo método de Pour Plate. As placas foram incubadas a 35°C por 24 he a
leitura ocorreu através da contagem de colbnias, obtendo-se assim, o perfil de
desenvolvimento microbioldgico, para a microbiota natural do queijo.
De acordo com a resolucdo vigente para controle microbiolégico em alimentos
(RDC n° 12), € aceitdvel uma contaminacgdo por Coliformes a 45 °C e Staphylococcus
coagulase positiva, em até 1000 UFC/g. Logo, foram propostos trés sistemas envolvendo
a contaminacdo intencional pelos microrganismos citados (BRASIL, 2001).
Foi realizada a ativacdo microbiana em caldo BHI por 24 h, com auxilio de um
Swab esterilizado. Inocularam-se 0s microrganismos em pedacos de aproximadamente 1
g de queijo tipo Cheddar, constituindo assim quatro modelos para analise:
e Queijo Cheddar com sua microbiota natural,
e Queijo Cheddar inoculado com E. coli,
e Queijo Cheddar inoculado com S. aureus,
e Queijo Cheddar inoculado com E. coli e S. aureus.
A inoculacdo intencional servird como base para avaliar a capacidade de reducédo
da carga microbiana dos filmes elaborados com eugenol.
As analises foram realizadas em triplicata em todos os procedimentos, com um

total de duas repeticdes.

2.7 — Perfis de FTIR e Fluorescéncia do material desenvolvido e do alimento
utilizado

Nos ensaios de FTIR foram avaliados os filmes de PVC incorporados com eugenol
e 0 eugenol. Os espectros de absorcao na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
equipamento da marca Jasco, modelo FTIR 4100 na faixa de 4000 a 400 cm™, com
resolugdo de 1cm™. Para as medidas do eugenol, foi utilizado 0 mesmo equipamento com
0 acessorio ATR Pro 450-S (Refletancia Total Atenuada). A aquisigdo dos dados foi feita
através do software Spectra Manager, de acordo com o fabricante.
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As medidas de fluorescéncia foram aplicadas ao eugenol e aos filmes de PVC,
para efeito comparativo de sua resposta. No eugenol foram realizadas diluicdes,
considerando as concentracfes de 0 a 60%, bem como o eugenol comercial. Para
realizacdo deste ensaio foi utilizado um espectrofluorimetro portatil da marca MM’ Optics
provido de uma fibra 6tica em Y, um laser de diodo em 405 nm, um monocromador da
marca Ocean Optics e um laptop com programa especifico para aquisi¢cdo dos dados
experimentais, e também o espectrofluorimetro de bancada da marca Varian.

As analises realizadas no principio ativo e nos filmes foram realizadas para
diferenciar a concentracdo de eugenol disponivel nos filmes incorporados e, se possivel,
mensurar as diferentes concentragdes entre os tratamentos.

Para ser ter um padrdo na excitacdo e aquisicdo dos dados experimentais, foi
realizado medidas de fluorescéncia com a amostra posicionada a uma distancia de
aproximadamente 1,0 cm da fibra 6tica. A medida de referéncia ou controle foi realizada

incidindo-se o laser diretamente sobre a superficie de apoio (corpo negro).

2.8 — Andlise dos espectros de fluorescéncia dos filmes elaborados e do queijo tipo

Cheddar em comparacéo a sua vida de prateleira

As medidas dos espectros de fluorescéncia foram realizadas nas amostras de
queijo e nos filmes utilizados como embalagem, de acordo com o0s procedimentos ja
descritos no ensaio microbiano da vida de prateleira (item 2.6). Neste ensaio utilizou-se,
novamente, o espectro fluorimetro portatil da marca MM’ Optics.

Para realizagdo das medidas de fluorescéncia, a amostra foi posicionada a uma
distancia de aproximadamente 1 cm da fibra Otica. Tal procedimento foi realizado para
ser ter um padrdo na excitacdo e aquisicdo dos dados experimentais. A medida de
referéncia ou branco foi realizada incidindo-se o laser diretamente sobre a superficie de
apoio (corpo negro).

Os dados experimentais, relacionados a contagem logaritmica dos
microrganismos, adotados foram os valores da area abaixo da curva, obtida de uma série
de 10 medidas em cada filme ou queijo, das curvas. As analises das duas repeti¢des foram
realizadas em triplicata.
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As afericOes dos espectros fluorescéncia foram realizadas nos modelos de analise
de vida de prateleira do queijo com sua microbiota natural e com inoculagcdo de

microrganismos ja descritos.

3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 — Concentracao Inibitoria Minima (CIM) do Eugenol

A Tabela 1 retrata a CIM para o eugenol ao se utilizar a diluicdo em agua e Tween
80.

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) do Eugenol em Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093.
Solucgéo estoque composta por eugenol (+/- 99 %), agua destilada e Tween 80.

Microrganismo CIM (png/mL)
Escherichia coli ATCC 25922 52,89 £ 29,91
Salmonella sp. ATCC 13076 34,71 + 19,68
Staphylococcus aureus ATCC 19093 29,44 + 14,45

Os resultados encontrados demostram que o controle negativo, meio de cultura e
o eugenol diluido, apresentaram turvacdo, indicando uma resposta positiva, mas nédo
caracteristica do método, formagao de uma massa circular, “botao celular” (massa celular
circular representativa do desenvolvimento de microrganismos). Ao elaborar a solucgéo
estoque, foi observado que, mesmo apoés agitacdo em vortex, havia uma nitida separacédo
entre o eugenol e a agua, mesmo com 0 aumento na concentragdo do Tween 80.

Em todos os pocos da microplaca houve turvacdo e formacdo de uma massa
circular, o qual se assemelhava com os resultados positivos das analises, 10go se possuli
forte indicio da ocorréncia de resultados ndo condizentes com o indicado pela técnica.

Foi realizado CIM com o alcool etanol 96°GL (peso absoluto - PA) como solvente
para o eugenol. A composicdo da solucdo estoque apresentou maior uniformidade, com

menor turvacdo. A contraprova comparativa (branco) passou a apresentar pequena
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turvacdo na microplaca, descaracterizando o “botao celular”. Os resultados obtidos estdo

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracéo inibitéria minima (ug/mL) do Eugenol frente a Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella sp. ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093, com

solucdo estoque composta por eugenol e alcool.

Microrganismo CIM (pg/mL)
Escherichia coli ATCC 25922 29,75 £ 6,07
Salmonella sp. ATCC 13076 24,79 = 7,68
Staphylococcus aureus ATCC 19093 16,53 £ 4,96

Nas repeticdes utilizando o alcool como solvente, houve uma reducéo na CIM do
eugenol, apresentando forma mais nitida a massa celular nos pocos. Para efeito
comparativo, depositou-se etanol em uma serie de diluigdes seriadas nas microplacas,
com variagdo na concentracao de 79 pg/mL a 0,3 pg/mL, retratando crescimento celular
mesmo em sua maior concentracdo, ou seja, o etanol nessas condi¢des ndo foi capaz de
desenvolver efeito antimicrobiano.

Ambos ensaios demonstraram maior resisténcia de Escherichia coli (29,75 £ 6,07
pg/mL) ao eugenol. Houve uma maior acdo antimicrobiana do eugenol frente ao
Staphylococcus aureus (16,53 = 4,96 pg/mL). A Salmonella sp. apresentou valores
intermediarios aos microrganismos avaliados (24,79 = 7,68 pg/mL).

Tippayatum et al (2007) relataram a CIM do eugenol por meio de discos-difuséo,
encontrando os valores de 8mg/mL de eugenol frente a E. coli e S. aureus. A CIM por
esse método, é dependente da migracdo do principio ativo para 0 meio, isso poderia
elucidar a diferenca entre os valores obtidos, pois no método de microdiluicdo em placas,
0 principio ativo, 0 meio e 0s microrganismos compdem um sistema em fase liquida, o
que pode facilitar a interacédo e a acdo do eugenol.

Rashid et al (2012) avaliaram a acdo do Oleo essencial de Artemisia indica
selvagem frente a cepas de S. aureus (ATCC 96) e Salmonella typhi (ATCC-531), que
apresentaram valores de 16 pg/mL e 32 pg/mL respectivamente.

A acdo do eugenol ainda foi comprovada por Wang et al (2010) em fungos
Botrytis cinerea e Sclerotinia sclerotiorum. Os valores foram de 38,6 e 39,9 pug/mL
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respectivamente. O mesmo estudo avaliou outras espécies flngicas, como Phytophthora
capsici e Fusarium graminearum, com CIM acima de 100 ug/mL para ambas amostras.
Observa-se que ao se tratar de solucGes oleosas, ndo ha parametros de anélise para
avaliacdo da concentracdo inibitéria minima, ou seja, havera diversidade nos valores
obtidos dependendo diretamente do sistema proposto, da interacdo do principio ativo com

0 meio e com 0S microrganismos.

3.2 — Elaboracéo do polimero de PVC

Foram realizadas apenas consideragcfes subjetivas na comparacao dos filmes de
PVC elaborados com o comercial.

Os filmes obtidos nas concentracfes de 1 % e 2 % ficaram fortemente aderidos a
placa de Petri e mostraram-se muito finos.

Observou-se que com 0 aumento na concentragdo de PVC, o polimero apresentava
menor flexibilidade, tornando-se quebradico. Os filmes com 4 % e 5 %, demonstraram
maior rigidez quando comparados aos filmes comerciais, inviabilizando sua utilizacdo
prética como proposto.

O filme que mais se assemelhou as caracteristicas requeridas (semelhante ao filme
de PVC adquirido comercialmente) foi o filme com 3 % de PVC, quando relacionadas as

massas do PVC em p6 e ao THF liquido, portanto, adotado como padrdo das amostras.

3.3 — Incorporacao do eugenol ao polimero de PVC

Os padrdes adotados para definicdo dos modelos nos filmes incorporados ocorreu
apenas subjetivamente, nos quais se observou a textura, odor, coloracdo e opacidade. Os
filmes foram avaliados no sétimo dia apds seu preparo, nas concentra¢fes de 0 a 50 % de
massa de eugenol em relacdo a massa de PVC.

Nos filmes de PVC incorporados com eugenol nas concentragdes variando entre
0 a 5 %, houve formacdo de um filme transparente, mais rigido quando comparado as
demais concentragfes. A adesividade e a maleabilidade do material foram as menores
entre as formas elaboradas.

Os filmes de PVC com eugenol variando entre 10 % a 30 % apresentaram

caracteristicas intermediarias de textura, opacidade e maleabilidade, quando comparadas
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as outras concentragdes. Ressalta-se a presenca de forte odor caracteristico do eugenol e
coloragéo tendendo ao amarelo.

Os polimeros com 40 % e 50 % de eugenol demonstraram alta elasticidade e
adesividade, quando comparado aos demais filmes produzidos, apresentando-se

visivelmente amarelados.

3.4 - Acdo antimicrobiana dos filmes incorporados com eugenol

A CIM representou o padrdo inicial para elaboracdo das embalagens poliméricas
com eugenol. Utilizou-se, entdo, os valores de 1 %, 2 %, 3 %, 4 % e 5 % de eugenol
relacionados & massa de PVVC em cada filme.

Ao avaliar sua acdo nos microrganismos estudados, observou-se sua ineficacia,
pois houve crescimento de massa celular em toda a regido inoculada da placa de Petri
contendo meio de cultura nutritivo. Ressaltando o crescimento de massa celular na regido
de contato dos filmes com o meio de cultura, o qual caracterizou a ndo migracao do
principio ativo ao meio.

Realizou-se ensaios com os filmes incorporados em maiores concentracoes, 5 %
(PVCES), 10 % (PVCE10), 20 % (PVCE20), 30 % (PVCE30), 40 % (PVCE40) e 50 %
(PVCES0), adotando a nomenclatura de PVCEQO para o filme desprovido de eugenol.

Os filmes analisados ndo foram capazes de formar halos de inibicdo em C.
albicans ATCC 90028, porém ndo houve crescimento de massa celular abaixo dos filmes
PVCE30, PVCE40 e PVCESO0.

Para S. aureus ATCC 19093, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 51299 e
Klebsiella sp. ATCC 706603 nos filmes PVCEOQ, PVCES5 e PVCEL0, observou-se grande
desenvolvimento de massa celular em toda a placa, inclusive na superficie de contato do
filme com o meio. Apenas o contato com a superficie contaminada néo foi suficiente para
inibir o crescimento microbiano.

Nos filmes PVCE20 e PVCE30 ndo houve formacgéo de halos de inibicéo
evidentes, no entanto, ndo houve crescimento de massa celular na regido de contato dos
filmes com o meio, caracterizando uma acao inibitdria apenas por contato direto com a

superficie, possivelmente devido a pequena migracao de principio ativo incorporado.
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J& os filmes PVCE40 e PVCE50 foram capazes de formar halos de inibigdo
evidentes e maiores que 1 cm de didmetro médio, caracterizando a migracédo do principio
ativo e reforcando sua acdo antimicrobiana.

Nas placas inoculadas com cepas de Salmonella sp. ATCC 13076 e P. aeruginosa
ATCC 27853, houve crescimento de massa celular em toda a placa apenas nos filmes sem
eugenol (PVCEQ). Os filmes PVCES5, PVCE10 e PVCE20 ndo apresentaram halos de
inibicdo evidentes, porém ndo houve crescimento de massa celular abaixo dos filmes, na
superficie de contato.

Os filmes PVCE30, PVCE40 e PVCES0 foram capazes de formar halos de
inibicdo maiores que 1 cm. Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Tamanho médio dos halos de inibicdo (mm) dos filmes de PVC incorporados

com eugenol em bactérias.

Tamanho médio dos Halos de Inibicéo
Microrganismo (mm)

PVCE30 PVCE40 PVCES50
Salmonella sp. ATCC 13076 11+1,8 15+1,1 23+272
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  10+0,3 13+0,5 15+21
Staphylococcus aureus ATCC 19093 - 13+1,2 19+11
Escherichia coli ATCC 25922 - 12+£0,9 17+£17
Enterococcus faecalis ATCC 51299 - 7+£53 10£0,5
Klebsiella sp. ATCC 706603 - 10+ 0,7 14+23

Os valores observados em estudos com 6leo essencial de cravo variam de 15 a 30
mm para 0S microrganismos utilizados nesse ensaio. TRAJANO et al (2009), citando
metodologia desenvolvida por GREGER et al (2000), observaram halos de inibicao de 15
a 20 mm para S. aureus e de 15 a 30 mm para E. coli.

A atividade antimicrobiana do Oleo essencial de cravo, composto
majoritariamente por eugenol (valores acima de 70 %), também foi estudado por LOPEZ
et al (2005), os quais concluiram sua eficiéncia sobre microrganismos, relatando sua

maior a¢do em fungos filamentosos, seguidos pelas bactérias Gram Positivas.

26



TIPPAYATUM et al (2007) demonstraram a eficiéncia do eugenol em
microrganismos Gram positivos e negativos, observando maior eficiéncia do principio
frente a E. coli, encontrando valores de 7,8 £ 1,3 mm para halos de inibicdo do composto
na concentracao de 8 mg/mL.

Os estudos observam comportamentos diferenciados das substancias oleosas
frente aos microrganismos. Os Gram negativos (E. coli e Salmonella sp.) foram
observados como mais resistentes, devido a camada protetora de lipopolissacarideos, a
qual constituiria uma barreira frente a interacdo dos principios ativos oleosos com o
microrganismo, descrito por LOPEZ et al (2005), resultados em acordo com trabalhos de
JORDAN et al (2013), no qual as cepas de E. coli obtiveram os menores resultados ao
principio ativo.

Os valores relatados em outros estudos, como por exemplo FREIDMAN et al
(2002) e OLASUPOL et al (2003), podem confrontar essa teoria, observando valores
aleatorios da interacdo dos principios frente aos microrganismos.

Os resultados obtidos nesse ensaio, ndo apresentaram tendéncias conclusivas
quanto a interacdo do principio ativo oleoso frente aos microrganismos Gram positivos e
Gram negativos, pois considerando-se o desvio padrdo das andlises, as cepas de E. coli e
S. aureus apresentaram-se iguais.

Cada ensaio poderd obter resultados diferenciados. As variaveis observadas
abrangem as diferentes cepas utilizadas, o principio ativo e 0s mecanismos de interacdo
das cepas com o principio ativo e os meios de cultura, decorrentes das caracteristicas

propostas.

3.5 - Caracterizacédo microbiologica das amostras de queijo tipo Cheddar fatiado

Os resultados obtidos nestas analises foram comparados aos Padrdes
Microbiologicos Sanitarios para Alimentos, queijos e produtos lacteos, da RDC n° 12
(BRASIL, 2001).

A legislacio adota os valores de 10° UFC/g de Coliformes a 45 e Staphylococcus
aureus, os resultados observados nas duas repetices apresentaram valores de 1.107*
UFC/g, caracterizando um produto apto para consumo.

As analises para comprovacédo da presenca de Salmonella sp., auséncia em 25¢g de

acordo com RDC n° 12, demonstraram sua auséncia em todas as amostras avaliadas.
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A manipulagéo e fracionamento do queijo tipo Cheddar inicialmente ndo foram
suficientes para promover uma contaminacgao que ultrapassasse os limites estabelecidos
pela RDC n° 12.

3.6 — Andlise da vida de prateleira do queijo em contato com os filmes elaborados

O método utilizado para a andlise das curvas de desenvolvimento microbiano foi
a contagem padrdo em placa, nos tempos de 0 h, 24 h, 48 h, 96 h e 144 h.

O modelo de analise padréo, o qual utiliza apenas o alimento comercializado e sua
microbiota natural, foi comparado a sistemas adicionados de microrganismos, compondo
assim quatro analises da vida de prateleira: queijo tipo Cheddar puro (CP), queijo tipo
Cheddar contaminado com E. coli (CEC), queijo tipo Cheddar contaminado com S.
aureus (CS) e queijo tipo Cheddar contaminado com E. coli e S. aureus (CES).

Os modelos contaminados propostos tiveram o intuito de demonstrar a acdo dos
filmes incorporados com eugenol frente a alimentos com alta contaminacéo inicial, de
acordo com as Figuras seguintes.
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9

8 PVCEO

y=0,0420x + 2,2111
6 R?=0,9509

5 PVCE20

Log UFC/g

4 y=0,0252x + 1,7992
R?=0,8768

2 PVCE40

y=0,0211x + 1,5681
R?=0,9866

0 24 48 96 144

Tempo (h)

Figura 1. Contagem Padréo em Placa de microrganismos (Log UFC/g) em funcéo do
tempo das amostras de queijo tipo Cheddar embalados com os filmes PVCEO, PVCE20
e PVCE40, média das duas repeticdes.
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Em relagéo ao filme puro (PVCEDO), observa-se que ao longo do tempo, houve um
aumento na quantidade de microrganismos. Pode-se considerar que o filme né&o
apresentou barreira quimica ou fisica ao desenvolvimentos dos microrganismos, nem
mesmo foi capaz de retardar a fase de multiplicacdo celular. Apresentando ao final da
analise os maiores valores.

O fator mais importante nessa andlise € caracterizado pela contagem dos
microrganismos no tempo de 48 h, a qual apresentou contagem de 9,3 .10* UFC/g (Log
de 4,97 UFC/g), pois ultrapassa o valor de 10® UFC/g estabelecidos pela legislagio
vigente (RDC n° 12). Tal resultado confronta a validade presente no rétulo do produto,
30 dias. A manipulagéo e o armazenamento pelo consumidor podem acelerar 0 processo
de multiplicacdo microbiana e consequentemente a deterioracdo do alimento.

Os filmes PVCE20 e PVCEA40 apresentaram valores menores para a contaminagéo
do produto.

Ao se avaliar o modelo matematico descrito pelas curvas obtidas, ajustadas pelo
modelo estatistico linear generalizado ( regressao linear ou R2), observou-se que apo6s
18,4 h o queijo embalado com o filme PVCEOQ ja apresentava a contaminacdo maxima
determinada pela legislacdo. J& para os queijos embalados com os filmes PVCE20 e
PVCE40, o tempo foi de 47,6 h e 67,9 h respectivamente.

O filme PVCE40 foi o mais eficaz em conter a contamina¢do microbiana ao
manté-la nos limites aceitaveis por um maior periodo, o qual foi aproximadamente quatro
vezes mais eficiente quando comparado a embalagem sem eugenol.

A vida de prateleira dos queijos contaminados com E. coli apresentou a mesma
ordem de eficiéncia do modelo sem contaminacdo em relacdo aos filmes utilizados, de

acordo com a Figura 2.
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Figura 2. Contagem Padrédo em Placa de microrganismos (Log UFC/g) em funcdo do
tempo das amostras de queijo tipo Cheddar contaminados com Escherichia coli
embalados com os filmes PVCEO, PVCE20 e PVCE40, média das duas repeticdes.

Adotando novamente o modelo estatistico de regressao linear, pode-se mensurar
e comparar a a¢do das embalagens no queijo contaminado. O filme PVCE40 demonstrou-
se aproximadamente trés vezes mais eficaz que o filme PVCEO e uma vez e meia em
relacdo ao filme PVCE20.

A contagem inicial de microrganismos superou os valores estipulados pela
legislacdo na ordem de cem vezes, logo ndo foi possivel estimar a vida de prateleira pela
quantificacdo de microrganismos, no entanto, nota-se a nitida diferenca entre os
tratamentos, destacando a atividade do eugenol, presente nas embalagens a base de PVC.

O comportamento do queijo tipo Cheddar contaminado com S. aureus néo
apresentou reduc6es na contagem de microrganismos, como pode ser observado na Figura
3. Novamente o filme PVCE40 destacou-se como o mais eficiente entre os avaliados,
capaz de reduzir em duas vezes a contaminagao quando relacionado ao filme sem adigéo

de eugenol.
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Figura 3. Contagem Padrdo em Placa de microrganismos (Log UFC/g) em funcao do
tempo das amostras de queijo tipo Cheddar contaminados com Staphylococcus aureus
embalados com os filmes PVVCEO, PVCE20 e PVCE40, média das duas repeticdes.

As analises da vida de prateleira do queijo Cheddar adicionado de S. aureus e E.
coli em conjunto apresentaram um comportamento diferenciado, como pode ser

observado na Figura 4.

10
9
8
w0 7 —8—PVCEO
O 6 y=-5E-06x° + 0,0016x2 - 0,1116x + 7,2237
5 5 R?=0,8699
00
4 —8—PVCE20
o)
- 3 \/ y =-8E-06x + 0,0023 - 0,1463x + 6,568
2 R?=0,8835
1 PVCE40
y = -9E-06x® + 0,0021% - 0,1234x + 6,3448
0 R?=0,7818
0 24 48 96 144
Tempo (h)

Figura 4. Contagem Padréo em Placa de microrganismos (Log UFC/g) em funcéo do
tempo das amostras de queijo tipo Cheddar contaminados com Escherichia coli e
Staphylococcus aureus embalados com os filmes PVCEO, PVCE20 e PVCE40, media das
duas repeticdes.
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No ensaio com 0s microrganismos contaminantes em conjunto, observa-se uma
pequena diferenciacdo na acao dos filmes no intervalo de tempo de 0 h as 48 h, mantendo
valores aproximados e obedecendo um mesmo comportamento. No entanto, o filme
PVCE40 destaca-se a partir das 96 h, demonstrando novamente sua maior efetividade,
capaz de reduzir em mais de cem vezes a contaminag&o inicial imposta.

A relagdo entre a efetividade dos filmes, ressalta uma eficiéncia duas vezes e meia
maior para o filme PVCE40 em relacdo ao demais filmes.

Os quatro ensaios propostos demonstram a acdo do eugenol sobre o alimento,
mesmo em condi¢des extremas de contaminagdo, sendo o responsavel pela reducdo na
carga microbiana quando comparado as embalagens sem o principio ativo.

O aumento na concentracdo do eugenol na embalagem promoveu uma maior
eficiéncia na reducdo microbiana, a qual alcangou niveis quatro vezes melhores na

reducdo da atividade das bactérias.

3.7 - Perfis de FTIR e Fluorescéncia dos reagentes e produtos utilizados

Com a proposta de se elaborar uma metodologia para deteccdo de microrganismos
por técnicas dpticas de fluorescéncia, necessitou-se de pardmetros para caracterizacao das
amostras.

Primeiramente, realizou-se as analises dos espectros de Infravermelho por
Transformada de Fourier no eugenol puro e nos filmes elaborados (puros ou incorporados

com eugenol), de acordo com as Figuras 5 e 6.
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Figura 5. FTIR das amostras de eugenol puro e filmes nas concentracfes de 0% (PVC

Puro), 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de eugenol na matriz polimérica de PVC.
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Figura 6. FTIR do eugenol (99% de pureza) e do filme de PVC puro (0%) comparados
aos filmes de PVVC incorporados com eugenol a 10%, 20%, 30%, 40% e 50% (m/m).

Os espectros de FTIR do filme PVCEOQ apresenta bandas estreitas e com forte
intensidade na regifo 1430 a 1050 cm™, regido caracteristica dos haletos de alquila, ou
seja, as ligacBes simples entre Carbono e Cloro (C-CI) caracteristicas do Policloreto de
Vinila (PVC). A presenca das ligaces Carbono-Hidrogénio evidencia-se entre 3000 a
2700 cm™. (Lopes, 2004)

O eugenol apresentou bandas estreitas e de média intensidade na regido entre 3360
a 3030 cm™?, caracterizando a parte fendlica de sua molécula. A visualizagdo da fungdo
éter no espectro pode ser observada pelos picos estreitos e de média intensidade entre

1370 a 1075 cm, demonstrando as principais fungdes da molécula de eugenol.
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Os espectros de transmitancia por FTIR dos filmes incorporados com eugenol
apresentam regides distintas quando comparados ao filme sem eugenol e ao eugenol puro.
H& um aumento de algumas bandas de transmitancia que variam proporcionalmente ao
aumento da concentracdo de eugenol nos filmes.

O anel fendlico caracteristico na regido entre 3650 a 3100 cm™ evidencia-se com
0 aumento na concentracdo de eugenol, 0 mesmo ocorre em 1170 a 1150 cm™ com a
funcéo éter.

A ligacdo dupla entre carbonos presente na molécula de eugenol, pouco
evidenciado em seu espectro, destacou-se nos filmes incorporados, acompanhando o
aumento proporcional da concentragdo do principio ativo nas embalagens.

Houve, portanto, a incorporacdo do eugenol na matriz de PVC, evidenciada pela
presenca de novos picos formadores de outras ligacdes.

Foi realizado, também, a caracterizacdo das amostras por espectro fluorescéncia,

de acordo com as Figuras seguintes.

80 ~
20 m eugenol 0%
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Figura 7. Espectro de fluorescéncia do eugenol nas concentragdes variando entre 0 e

100%, diluidos em etanol, excitados a 405 nm.
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A avaliagdo da fluorescéncia do eugenol demonstrou que hd um aumento em sua
intensidade, quando se considera a varia¢do de 0 a 40%, ponto maximo de intensidade.
Com o aumento da concentracao, observa-se uma supressao da fluorescéncia, a partir da
concentracdo de 50% até o eugenol puro (100%).

Para os filmes incorporados com eugenol, utilizou-se o espectro fluorimetro

portétil, obtendo os gréficos de intensidade de acordo com a Figura 8.
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Figura 8. Perfis de fluorescéncia dos filmes incorporados com eugenol, submetidos a
excitacdo a 405nm.

A Figura 8 demonstra que os filmes de PVVC puro apresentaram maior intensidade
de fluorescéncia quando comparados aos filmes com eugenol, observando uma redugéo
gradual na fluorescéncia entre os filmes PVCEOQ, PVCE10 e PVCE20.

Ocorreu, entdo, uma inversdo, a qual retratou um aumento na fluorescéncia
acompanhando o aumento na concentracdo de eugenol, do filme PVCE20 ao filme
PVCES50.

Ao se analisar fluorescéncia dos microrganismos Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella sp. ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093, quando excitados a
405 nm utilizando o espectro fluorimetro de bancada, observa-se a diferencia¢do quanto

a resposta de emisséo de fluorescéncia, de acordo com a Figura 9.
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Figura 9. Perfis de fluorescéncia das bactérias Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
sp. ATCC 13076 e Staphylococcus aureus ATCC 19093 quando excitadas a 405 nm.

A bactéria E. coli possui picos de fluorescéncia nas regides de 532 nm e 615 nm,
ja S. aureus apresenta picos em 512 nm, 615 nm e 681 nm, diferenciando da Salmonella
sp. que apresenta apenas um pico maximo de fluorescéncia em 517 nm.

O comportamento da fluorescéncia do queijo Cheddar foi analisada com o
espectro fluorimetro de bancada sob excitacdo de 405 nm, como pode ser observado na

Figura 10.

1600 —

1400 +

—— Queijo Cheddar

1200 —
1000 —
800 —
600 —

400 +

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

200
N

0

T T T T T T T T T T v T T T v T
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
n (nm)

Figura 10. Perfil de fluorescéncia do queijo Cheddar, excitado a 405 nm.
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A intensidade de fluorescéncia ocorreu de 457 nm a 773 nm, na qual ocorre a
presenca de dois picos nitidos nas regides de 541 nm e 673 nm, havendo ainda uma

pequena banda alargada em 577 nm.

3.8 - Anélise dos espectros de Fluorescéncia dos filmes elaborados e do queijo tipo
Cheddar em relacdo a sua vida de prateleira

As analises de fluorescéncia foram realizadas simultaneamente as anélises
microbioldgicas (Contagem Padrdo em Placa). A variagéo na intensidade de fluorescéncia
foi monitorada ao longo do tempo para cada modelo de vida de prateleira avaliado para
cada embalagem utilizada em cada modelo experimental. Os resultados foram separados

por tratamentos e podem ser visualizados nas figuras seguintes.
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Figura 11. Espectros de fluorescéncia do queijo Cheddar, com sua microbiota natural, ao
longo do tempo, excitados a 405 nm, para os filmes PVCEQ, PVCE20 e PVCEA40.

Observa-se um mesmo padrdo comportamental dos espectros de fluorescéncia do

queijo Cheddar ao longo do tempo para cada filme utilizado. A presenca de trés picos

condiz com o espectro do queijo puro, observados em 540 nm, 580 nm e 673 nm.
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Para os demais modelos experimentais abordados, inoculados com E. coli, S. aureus e as
duas bactérias conjuntas, evidenciou-se 0 mesmo modelo comportamental, diferindo
apenas nas variacOes e intensidades de cada espectro nos diferentes tempos avaliados.
Essas variacdes foram calculadas pela integracdo das curvas, ou seja, representa a area

abaixo de cada espectro, os quais podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12. Perfil de fluorescéncia do queijo tipo Cheddar (valores de sua area absoluta)
ao longo do tempo, quando excitado a 405 nm, sob acéo dos filmes incorporados com
eugenol (PVCEOQ, PVCE20 e PVCEA40) em diferentes tratamentos.

A area absoluta dos espectros de fluorescéncia do queijo variou de forma ordenada
para todos os filme nos quatro tratamentos. Observou-se, ao longo do tempo, que houve
alteracdo apenas nos valores da area absoluta, mas o comportamento dos graficos
manteve-se padronizado para cada tratamento isolado.

No caso do queijo com sua microbiota natural, a oscilacdo dos valores da area
absoluta seguiram uma sequéncia alternada entre os valores em cada intervalo de tempo.

Os tratamentos com inoculacao de bactérias apresentaram uma reducdo inicial na

intensidade de fluorescéncia entre 0 h e 24 h (com excec¢éo apenas do filme PVCEO no

38



tratamento com S. aureus), um aumento nos valores das 24 h as 96 h e uma nova reducao
as 144 h.

A inoculacdo dos microrganismos foi responsavel pelas alteracbes na
fluorescéncia do queijo nos tempos de 96 h e 144 h. Esses tempos foram responsaveis
pelos maiores valores de contaminagdo encontrados nos queijos, consequentemente 0s
tempos analisados com as maiores alteragdes no alimento.

Os mecanismos de modificacdo da fluorescéncia e sua relacdo com a variacao da

intensidade dos espectros ndo foram avaliados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A eficacia do eugenol frente aos microrganismos foi comprovada através da CIM,
resultados que reforcam seu uso como agente antimicrobiano natural. Associado as
embalagens a base de PVC, o eugenol demonstrou atividade antimicrobiana, através das
técnicas de antibiograma em bactérias Gram Positivas e Gram Negativas, com maior
eficiéncia nas cepas de Salmonella sp. ATCC 13076 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Nos testes simulados da vida de prateleira de queijo tipo Cheddar, a eficiéncia
antimicrobiana do eugenol foi novamente comprovada, destacando-se em todos 0s
modelos analisados as embalagens com 40 % de eugenol (m/m), as quais provocaram as
maiores reducdes decimais no controle do desenvolvimento microbiano.

As anélises Opticas do espectro na regido do infravermelho, realizadas nos
reagentes e embalagens elaboradas, demonstraram a incorporacdo do eugenol na matriz
polimérica do PVC, pois se observou a presenca das ligacGes quimicas especificas do
eugenol nos filmes poliméricos.

No entanto, o eugenol incorporado as embalagens ndo esta totalmente ligado ao
PVC, pois foi observado sua migragédo e formacao de halos de inibicdo microbiana nos
antibiogramas.

Os espectros de fluorescéncia dos queijos ao longo do tempo, demonstraram
uniformidade em seu comportamento. Ocorreu apenas a diferenciacdo do queijo Cheddar
com sua microbiota natural dos queijos inoculados com bactérias (E. coli e S. aureus).
N&o foram observadas relacfes diretas entre as analises da contagem microbiana

(UFC/mL) com os valores da area absoluta dos espectros de fluorescéncia.
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48



descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork

instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it
to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

« All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations
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49
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readership, units should be put in full.
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The use of proprietary names should be avoided. Papers essentially of an advertising
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Anexo |l — Tabelas Gerais de Resultados

Tabela I: CIM do eugenol em relacdo as bactérias E. coli, S. aureus e Salmonella sp..

Média em triplicata e trés repeticoes.

Resultados MIC ug/mL
E. coli 1 29,75 | *
1 29,75 | *
1 29,75 | *
2 29,75 | *
2 29,75 | *
2 14,875 | *
3 59,5 *
3 29,75 | *
3 14,875 | *
Media| 29,75

Resultados MIC

ug/mL

Salmonella sp.

14,875

14,875

14,875

29,75

14,875

29,75

59,5

WlW(ININ[N[R|[ R~

29,75

w

14,875

Media

24,79167

Resultados MIC

ug/mL

S. aureus

14,875

14,875

14,875

14,875

14,875

29,75

14,875

WIWININ|IN[R[R|~

14,875

w

14,875

Media

16,52778

Observacdo: resultados comprovados através do plagueamento das amostras negativas.
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Tabela 11: Resultados dos antibiogramas, em triplicata e trés repetigdes.

E. coli 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%
1 +++ +++ ++ + 0 0 2
1 +++ +++ ++ + 0 0 1,9
1 +++ +++ ++ + 0 0 1,9
2 +++ ++ ++ + 0 1,3 1,6
2 +++ ++ ++ + 0 1,3 1,8
2 +++ ++ ++ + 0 1,4 1,8
3 +++ ++ ++ + 0 1,2 1,9
3 +++ ++ ++ + 0 1,2 2,2
3 +++ ++ ++ + 0 1,4 2
Media 1,3 1,9
Salmonella sp. 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%
1 ++ 0 0 0 1,4 16 2,6
1 ++ 0 0 0 1,4 1,6 2,2
1 ++ 0 0 0 1,3 1,7 2,6
2 ++ 0 0 0 1 1,6 1,9
2 ++ 0 0 0 1,1 1,6 2,2
2 ++ 0 0 0 1 1,5 24
3 ++ 0 0 1 1,4 2,4
3 ++ 0 0 1 1,4 2,4
3 ++ 0 0 1 1,4 2,2
Media 1,133333|1,533333 | 2,322222
Staphylococcus 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%
1 +++ + + + 0 1 1,9
1 +++ + + + 0 1,2 1,8
1 ++4+ + + + 0 1,1 1,8
2 +++ ++ + 0 0 1,3 1,6
2 +++ + 0 0 1,4 1,6
2 +++ + 0 0 1,3 1,8
3 +++ + 0 0 1,2 1,9
3 ++4+ ++ + 0 0 1,3 1,7
3 +++ + + 0 0 1,3 1,7
Media 1,233333 |1,755556
Pseudomonas 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%

52




1 ++ 0 0 0 1 1,2 1,8
1 ++ 0 0 0 1 1,3 1,6
1 ++ 0 0 0 1,1 1,3 1,5
2 ++ 0 0 0 1 1,3 1,2
2 ++ 0 0 0 1 1,3 1,3
2 ++ 0 0 0 1 1,3 1,5
3 ++ + 0 0 1 1,2 1,6
3 ++ + 0 0 1 1,2 1,8
3 ++ + 0 0 1 1,3 1,4
Media 1,011111 |1,266667 | 1,522222
Klebisiella 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%
1 +++ + + + 0 1 1,5
1 +++ + + + 0 1 1,6
1 +++ ++ + + 0 1 1,8
2 +++ ++ + 0 0 1 1,5
2 ++4+ + + 0 0 1,1 11
2 +++ +++ + 0 0 1,2 11
3 +++ + + 0 0 1,1 1,3
3 +++ ++ + 0 0 1,1 1,6
3 +++ + + 0 0 1 1,4
Media 0 1,055556 | 1,433333
Enterococcus 0% 5% 10% 20% 30% 40% 50%
1 +++ +++ ++ + + 1,1 1,1
1 +++ +++ ++ + + 1 1,1
1 +++ +++ ++ + + 0 1,1
2 +++ +++ ++ + + 1,1 1,1
2 +++ +++ ++ ++ 0 0 1
2 +++ +++ ++ ++ 0 1,1 1
3 +++ +++ ++ ++ 0 1,1 1
3 +++ +++ ++ 0 0 1,1
3 +++ +++ ++ + 1 1
Media 0,711111|1,055556
+++ | Crescimento de massa celular embaixo dos filmes em grande quantidade
++ | Crescimento de massa celular embaixo dos filmes em média quantidade
+ | Crescimento de massa celular embaixo dos filmes em pequena quantidade
0 |Sem crescimento de massa celular, sem formagdo de halos
Halos medidos em cm.

53




Tabela I11: Log da contagem padrdo em placas ao longo do tempo.

E. coli 0 24 48 96 144
0% 5,06 3,67 6,26 6,88 8,29
20% 4,54 2,91 5,95 5,16 5,91
40% 3,49 2,01 5,92 4,99 4,54
Cheddar 0 24 48 96 144
0% 2,49 2,43 4,97 6,12 8,43
20% 1,48 2,01 3,82 4,54 5,01
40% 1,69 1,95 2,46 3,77 4,54
S. aureus 0 24 48 96 144
0% 3,05 6,99 8,41 9,27 6,69
20% 1,65 3,02 3,52 7,21 5,48
40% 1,87 3,11 3,24 4,61 6,08
S.a.+E.c. 0 24 48 96 144
0% 6,94 6,31 4,16 7,11 9,22
20% 6,55 5,54 3,31 7,07 8,95
40% 6,12 5,18 3,54 5,75 4,01
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