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RESUMO

Polissacarideos, proteinas, lipidios sdo considerados os biopolimeros mais promissores para
producdo de filmes devido sua biodegradabilidade, sustentabilidade e abundancia. As
proteinas se destacam dos demais, pois possuem uma estrutura com 20 mondmeros diferentes,
que confere um amplo potencial de ligacGes intermoleculares. Filme com adicdo de
antimicrobianos tem a possibilidade proteger alimentos contra a deterioracdo e diminuicao de
crescimento de patdgenos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar as propriedades
e a atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de frango (IPF) com adi¢éo
de montmorilonita (MMT), e a avaliacdo antimicrobiana em filmes com adicdo de dleo
essencial de orégano. Para tanto, foi elaborado o IPF, pela solubilizacéo alcalina da proteina e
precipitacdo no ponto isoelétrico a partir de carne mecanicamente separada de frango. A
solucdo formadora dos filmes foi elaborada a partir de IPF, agua, glicerol e hidroxido de
sodio. As formulacGes dos filmes foram elaboradas conforme a técnica de casting, segundo
um planejamento fatorial 2°. Foram avaliadas as propriedades de resisténcia a tracdo (RT) e
elongacdo (E); espessura, solubilidade; permeabilidade ao vapor de agua (PVA); opacidade;
microscopia eletronica de varredura (MEV); difragdo de raio-X (DRX); espectroscopia no
infravermelho (FTIR) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). Os filmes com diferentes
concentracdes de montmorilonita foram desenvolvidos e suas propriedades foram comparadas
aos filmes controles. Estes filmes e filmes com adicdo de 6leo essencial de éregano foram
avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos Listeria
monocytogenes e Salmonella Enteritidis pelo método de difusdo em disco. Os filmes com
maior atividade antimicrobiana e os filmes controle foram aplicados sobre mitdos de frango
(figado), e foram avaliados os micro-organismos psicrotréficos pela método de contagem. A
elongacdo e PVA dos filmes ndo foram afetados pelas varidveis estudadas no experimento. A
menor solubilidade e opacidade e maior RT dos filmes ocorreram em alta concentragéo de
MMT (0,89.100 mL™), baixa de glicerol (0,29.100 mL™), intermediaria de IPF (2,09.100 mL’
1) e tratamento térmico a 70 °C. A maior atividade antimicrobiana foi verificada nos filmes
com 1,2% de 6leo essencial de orégano frente a L. monocytogenes e S. Enteritidis, que
apresentou efeito antimicrobiano quando aplicado em figado de frango com uma reducdo de
1,5 Log.UFC.g™ em relacéo ao filme controle. Os filmes adicionados de 6leo essencial de
6regano podem ser eficazes contra 0s patdgenos alimentares testados e a MMT € capaz de
gerar propriedades estruturais melhoradas em filmes a base de IPF.

Palavras chaves: isolado proteico; frango; filmes; antimicrobianos; montmorilonita; 6leo

essencial de orégano.



ABSTRACT

Polysaccharides, proteins and lipids are considered the most promising biopolymers for film
production because of their biodegradability, sustainability and abundance. Proteins stand out
from the others because they have a structure with 20 different monomers, which confers
broad potential of intermolecular bonds. A film with added antimicrobials has the ability to
protect food against deterioration and reduction of the growth of pathogens. The aim of this
study was to develop and evaluate the properties and the antimicrobial activity of the films
based on the chicken protein isolate (CPI) with the addition of montmorillonite (MMT), and
antimicrobial evaluation in films with the addition of oregano essential oil. Thus, the CPI was
prepared by alkaline solubilization of protein and precipitation at the isoelectric point from
mechanically separated meat of chicken. The film forming solution was prepared from CPI,
water, glycerol and sodium hydroxide. The compositions of the films were prepared
according to the casting technique, following a 2° factorial design. The properties evaluated
were: tensile strength (TS) and elongation (E), thickness, solubility, water vapor permeability
(WVP), opacity, scanning electron microscopy (SEM), X -Ray Diffraction (XRD), infrared
spectroscopy (FTIR) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The films with different
concentrations of montmorillonite were developed and their properties were compared to the
control films. These films and the films with the addition of oregano essential oil were
evaluated for their antimicrobial activity against microorganisms Listeria monocytogenes and
Salmonella Enteritidis by the disk diffusion method. The films with higher antimicrobial
activity and control films were applied on chicken giblets (liver), and psychotropic
microorganisms were evaluated by the counting method. The elongation and WVP of the
films were not affected by the variables in the experiment. The lower solubility and opacity
and higher TS of the films occurred in high concentration of MMT (0,89.100 mL™), low
glycerol (0,29.100 mL™),of intermediate CPI (2,09.100 mL™) and heat treatment at 70 °C.
The highest antimicrobial activity was observed in the films with 1.2% oregano essential oil
against L. monocytogenes and S. Enteritidis, which showed antimicrobial effect when applied
to chicken liver with a decrease of 1.5 Log.CFU.g™* compared to the control film. The films
added with essential oregano oil can be effective against the tested food pathogens and the
MMT is able to generate improved structural properties in films based in CPI.

Keywords: protein isolate; chicken; films; antimicrobials; montmorillonite; oregano essential
oil.
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1. INTRODUCAO

Nas operacOes de cortes e desossa de aves sobram grande quantidades de subprodutos,
provenientes de partes menos nobres (pescoco, dorso, 0ssos da coxa, pele e partes lesadas),
cujo valor comercial é menor. Mas, nestes ha ainda, significativa quantidade de carne, cuja
retirada manual é economicamente viavel. Dependendo do método de desossa manual
utilizado e do tipo de subproduto, a percentagem residual da carne pode representar até 25%
daquela existente na carcaca (BERAQUET, 2000)

A carne mecanicamente separada de frango (CMSF) é um co-produto da
industrializacdo do frango. E um produto originado da trituracdo de partes das carcacas de
animais de abate que ndo sdo facilmente desossados. Em decorréncia da modernizagao
tecnoldgica, a CMSF tem se expandido, principalmente, por sua facilidade de obtencéo e
transformacéo de produtos industrializados (GONCALVES et al, 2009).

Os alimentos de origem animal, como as carnes, possuem proteinas de boa qualidade.
As proteinas estdo amplamente distribuidas na natureza, além disso, poucos alimentos contém
proteinas com todos 0s amino&cidos essenciais, como as de origem animal. (OLIVEIRA e
MARCHINI, 1998).

Proteinas concentradas e isoladas sdo produzidas em larga escala para servir como
ingredientes funcionais em uma vasta e crescente gama de aplicacbes em alimentos. Ao
substituir as proteinas convencionais, 0s concentrados e isolados protéicos, mantém ou
melhoraram a qualidade e aceitabilidade dos produtos que foram incorporados (HUA et al,
2005).

O interesse de manter, ou melhorar, a qualidade dos produtos embalados e, a0 mesmo
tempo, reduzir o desperdicio de embalagens, tem encorajado a explora¢do de novos materiais
de embalagens, como os filmes biodegradaveis formulados com matérias-primas oriundas de
recursos renovaveis (SOUZA, SILVA e DRUZIAN, 2012).

Dentre as matérias-primas pesquisadas, 0s biopolimeros naturais, como 0s
polissacarideos e as proteinas, se apresentam mais promissores para o desenvolvimento de
filmes, em razdo de serem abundantes, renovaveis, econdémicos, e capazes de formar uma
matriz continua (QUINTERO e SOBRAL, 2000).

Tradicionalmente, as embalagens para alimentos tém sido planejadas para proteger o
produto; um de seus principais objetivos é servir como uma barreira inerte entre o alimento e

0 ambiente. As tecnologias envolvendo embalagens ativas visam o planejamento de
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embalagens que apresentem interacbes desejaveis com o produto, aumentando ou
monitorando sua vida atil (MORAES et al., 2007).

O setor de pesquisa e desenvolvimento de filmes ativos com acdo de agentes
antimicrobianos para alimentos tornou-se uma empreitada ao longo das ultimas décadas,
proporcionando uma melhoria na diversificagéo de filmes no mercado (ROLF, 2007).

Os filmes antimicrobianos sdo uma forma de embalagem ativa que pode aumentar a
vida atil dos produtos e fornecer seguranca aos consumidores. Este tipo de embalagem visa
reduzir, inibir ou retardar a multiplicagdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes
em alimentos (OJAGH et al., 2010).

Devido sua composicdo, 0 6leo essencial de orégano e seus principios ativos tém sido
amplamente utilizados em embalagens ativas com objetivo de conter contaminacdes
microbioldgicas (MURIEL-GALET et al., 2012). A adicdo de montmorilonita proporciona
melhorias nas propriedades mecanicas e térmicas, bem como a propriedade de barreira a gases
(TEDESCO, 2007) e pode ser adicionado a fim de obter embalagem com propriedades
antimicrobianas (TUNC e DUMAN, 2010). Devido a isto, vém sendo realizadas pesquisas
com o0 objetivo de incorporar diferentes substancias antimicrobianas a diferentes suportes
poliméricos para obter filmes ativos (ZINOVIADOU, KOUTSOUMANIS e BILIADERIS,
2010).

Visando agregar valor aos subprodutos da industrializacdo de frango se tem a obtencéo
de isolado protéico de frango, para incorporar em embalagens que juntamente com
nanocompositos melhoram as propriedades e juntamente com antimicrobianos tem objetivo
de aumentar a vida Util de alimentos embalados. Em face disso, o objetivo deste trabalho foi
obter e avaliar filmes ativos nanocompositos com propriedade antimicrobiana a partir de

isolado protéico de frango com adi¢do de montmorilonita.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter e avaliar filmes ativos nanocompoésitos com propriedade antimicrobiana a partir

de isolado protéico de frango com adi¢do de montmorilonita.

2.2 Objetivos especificos

- Obter e caracterizar o isolado protéico proveniente da carne mecanicamente separada
de frango (CMSF);

- Obter e avaliar filmes nanocompositos de isolado protéico de CMSF com nanoargila,
variando a concentragdo de isolado protéico, do plastificante, e da argila
montmorilonita;

- Verificar a atividade antimicrobiana dos filmes nanocompoésitos com adicdo de
montmorilonita;

- Verificar a atividade antimicrobiana dos filmes nanocompdésitos obtidos comparados
com filmes acrescentados de 6leo essencial de orégano;

- Aplicar os filmes que apresentarem atividade antimicrobiana em miudos de frango

(figado) e avaliar a vida util do produto final.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Frango e Carne Mecanicamente Separada de Frango

A producéo de carne de frango chegou a 12, 645 milhdes de toneladas em 2012, com
uma reducéo de 3,17% em relacdo a 2011. O Brasil manteve a posi¢do de maior exportador
mundial e de terceiro maior produtor de carne de frango, atras dos Estados Unidos e da China.
Do volume total de frangos produzido pelo pais, 69% foi destinado ao consumo interno, e
31% para exportacbes. Com isto, 0 consumo per capita de carne de frango atingiu 45 quilos
por pessoa (UBABEF, 2013).

Muitos fatores tém contribuido para o crescimento do consumo de carne de aves, tais
como a modernizacdo da producdo e a diminui¢do do custo. Contudo, ao invés de frangos
inteiro,hd preferéncia pelo consumo de cortes especificos, 0 que gerou a necessidade do
desenvolvimento de técnicas, como a producdo de carne mecanicamente separada (CMS),
para o0 aproveitamento de dorsos, 0ssos e carcagas. Atualmente, muitos produtos tém a CMS
como matéria-prima (URBANSKI, LOBO e FERREIRA, 2010).

O processamento de carne mecanicamente separada (CMS) de aves, consiste na juncao
dos componentes descartados na desossa, atraves de um processo mecanico de trituracéo, para
posterior utilizagdo como matéria-prima na elaboracdo de produtos como
empanados,hamburgueres e salsichas. Esta alternativa se revelou economicamente importante
e tem contribuido para o aumento do faturamento e da rentabilidade do setor avicola
(URBANSKI, LOBO e FERREIRA, 2010). Quando no processamento da CMS, sao
respeitadas as boas praticas de fabricacio, esta ndo apresenta riscos a saide humana (MORI et
al, 2006).

3.2 Proteina de origem animal

A carne de mamiferos contém 60-80% de agua e 15-25% de proteina, sendo o restante
formado principalmente por gorduras, carboidratos, sais, pigmentos e vitaminas. As proteinas
da carne sdo classificadas quanto & sua funcdo em: miofibrilares (actina e miosina),
correspondentes a aproximadamente 55% da proteina total; tecido conjuntivo (colageno e
elastina), correspondente a aproximadamente 15% da proteina total e o restante formado por
proteinas do sistema muscular involuntério (coragdo e demais 6rgéos) (BOBBIO e BOBBIO,
1992).
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As proteinas podem ser consideradas os principais responsaveis pelas caracteristicas
funcionais da matéria primas carneas. Nos produtos carneos, sdo requeridas para uma grande
variedade de func@es. Irdo determinar o rendimento, a qualidade, a estrutura e os atributos
sensoriais (OLIVO e SHIMOKOMAKI, 2001).

De acordo com a Secretaria de Defesa Agropecuéria do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento (2000) a CMS deve apresentar no minimo 12% de proteina. Na literatura
encontram-se valores de proteina para CMS variando de 9,3-14,5% de proteina, sendo a

matéria-prima pescoco e dorso de frango (MORI et al, 2006).

3.3 Isolado protéico de carne mecanicamente separada de frango

O isolamento de proteina é basicamente um processo de extracdo que visa obter um
produto livre de interferentes (acima de 90% de proteina e menos de 1% de lipidios) e por ser
um produto mais concentrado, este apresenta propriedades e caracteristicas de conservacgéo e
uso diferentes (LOPES, 2005).

Isolado protéico de frango é um produto obtido através da hidrolise quimica e
enzimatica da proteina, a partir de CMSF ou outras matérias-primas protéicas, que pode ser
utilizado como um suplemento nutricional na alimentacdo animal e humana. A proteina pode
ser recuperada por solubilizacdo quimica seguida de precipitacao ao atingir o ponto isoelétrico
(NOLSOE e UNDELAND, 2009).

Os concentrados e isolados protéicos tém sido produzidos em grande escala para servir
como ingredientes funcionais em uma ampla e sempre crescente faixa de aplicacdo em
alimentos. Quando substituem proteinas convencionais, 0s concentrados e isolados
desenvolvidos poderdo manter ou melhorar a qualidade e aceitabilidade dos produtos aos
quais foram incorporados (HUA et al, 2005).

3.4 Filmes ativos

Filmes e/ou embalagens ativas sd&o aquelas que interagem com o alimento,
modificando alguma de suas propriedades, objetivando a seguranca do alimento, qualidade
sensorial e ampliando a vida 0til do produto (SOARES, 1998). Os filmes de polimeros
naturais podem ser definidos como camadas finas e continuas formadas ou depositadas
diretamente sobre os alimentos a partir de materiais biodegradaveis dependendo dos
constituintes utilizados para sua elaboracdo e do tipo e da concentragdo dos componentes

empregados visando atuar como embalagem e proteger o alimento (FAKHOURI et al., 2007).
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O desenvolvimento de uma nova fonte de material de embalagem para substituir
materiais ndo biodegradaveis a base de petrdleo tem recebido crescente atencdo. Além dos
problemas ambientais causados por material ndo biodegradavel, o custo do petroleo esta cada
vez mais elevado, e é outro motivo para o desenvolvimento de materiais substitutos.
Polissacarideos, proteinas, lipidios e suas misturas sdo considerados os biopolimeros mais
promissores para este fim por causa de sua biodegradabilidade, sustentabilidade e abundancia.
Proteinas sdo abundantes subprodutos na inddstria, € um biopolimero que tem recebido muita
atencdo para 0 uso como um material de embalagem de alimentos comestiveis ou
biodegradaveis, uma vez que foi demonstrado que a producdo de filmes transparentes e 0s
revestimentos podem atuar como uma barreira excelente ao oxigénio e fornecer certas
propriedades mecanicas (SOTHORNVIT e KROCHTA, 2000).

O uso desses materiais em embalagens para alimentos vai depender além de
parametros como custo e disponibilidade de suas propriedades funcionais: propriedades
mecanicas (resisténcia e flexibilidade), propriedades Opticas (cor e opacidade), propriedades
de barreira (permeabilidades ao vapor de agua, ao O, e ao CO,), solubilidade em &gua e
propriedades sensoriais. Essas propriedades dependem do biopolimero utilizado
(conformacdo, massa molar, distribuicdo de cargas, polaridade), das condigdes de producéo
(pH, concentracdo de proteinas na solucédo filmogénica, tratamento térmico da solucéo, tipo e
teor de aditivos, como os plastificantes) e das condi¢cGes ambientais (temperatura e umidade
relativa), importantes por causa da natureza higroscopica dos biopolimeros e do plastificante
utilizados (SOBRAL, 2000).

Entre as propriedades dos filmes biodegradaveis podem ser mencionadas o transporte
de gases (O, e CO,) e de solutos, a retencdo de compostos aromaticos e a incorporacao de
aditivos alimenticios, tais como: nutrientes, aromas, pigmentos ou agentes antioxidantes e
antimicrobianos (PALMU et al., 2005).

A elaboracdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis deve incluir pelo menos um
componente capaz de formar uma matriz adequada, continua, coesa e aderente. Tal
formulacdo € constituida de um agente formador de filme (macromolécula), solvente (agua,
etanol, outros), plastificante (glicerol, sorbitol, outros), agente ajustador de pH (acido
acético,hidroxido de sodio, outros) (BERTAN, 2003).

A escolha do material a ser utilizado na formulacéo dos filmes e revestimentos é muito
importante, pois deste dependerdo as interacdes entre os componentes do material, que
poderdo interferir nas propriedades de barreira, mecénicas e sensoriais dos filmes (MALI et
al, 2010).
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3.5 Filmes antimicrobianos

A crescente preocupacdo com a qualidade microbiologica dos alimentos tem
aumentado o interesse pelos filmes antimicrobianos. A embalagem antimicrobiana € um tipo
promissor de embalagem ativa que apresenta substancia antimicrobiana incorporada ou
imobilizada no material da embalagem que é capaz de eliminar ou inibir micro-organismos
deterioradores e/ou patogénicos. O principio basico de atuacdo dessa embalagem € a adicéo
de uma barreira extra (microbioldgica) as barreiras fisicas (oxigénio e umidade) (HAN, 2003).

Uma das formas de controlar a multiplicagdo dos micro-organismos em produtos, com
aumento da seguranca dos alimentos, € a aplicacdo de antimicrobianos na superficie do
produto (KERRY et al., 2006). A adicdo de agentes antimicrobianos em filmes poderédo
permitir a extensdo do prazo de validade e aumentar a seguranca dos alimentos embalados,
inibindo o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos ou deterioracdo do alimento
(SALGADO et al, 2013).

A liberacdo de aditivos por embalagens ativas e antimicrobianas aumenta a seguranca
do consumidor, uma vez que esses compostos, ao invés de diretamente adicionados ao
alimento, sdo liberados de maneira controlada em sua superficie. Este controle se da pelo
tempo de contato do produto com relagcdo ao processo de difusdo. Desta forma o aditivo se
encontra em menor quantidade apenas onde sua presenca € requerida, isto é, na superficie do
produto, onde a maior parte das deterioraces ocorrem e onde Se encontra uma maior
contaminacdo microbiana (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Os filmes ativos com funcdo antimicrobiana baseiam-se na incorporagdo de
conservantes alimentares na estrutura do polimero durante o processo de producéo de filmes
objetivando reduzir, inibir ou retardar o crescimento da microbiota presente, principalmente
na superficie do alimento embalado, onde a maior parte das reacdes de deterioracdo ocorre,
além de adicionar caracteristicas desejaveis ao alimento (SOARES et al, 2009).

Deve-se considerar na selecdo do agente antimicrobiano seu mecanismo de inibicéo,
caracteristicas fisico-quimicas, cinéticas de migracdo e de difusdo do agente no alimento, tipo
e populacdo de micro-organismos, fisiologia do micro-organismo-alvo, processo de
fabricacdo do material de embalagem, processabilidade do material de embalagem e aspectos
relacionados a legislacdo (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004).

3.6 Plastificantes
Os plastificantes mais indicados para serem empregados em filmes sdo os polidis,

como glicerol e sorbitol, pois sdo substancias ndo volateis, que quando adicionados ao
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material do filme alteram suas propriedades mecanicas e fisicas. A estrutura, composicao,
massa molecular e grupos funcionais dos plastificantes podem afetar o grau de plasticidade
dos filmes biopoliméricos (CAO et al, 2009).

Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero e, geralmente, sdo
adicionados na proporcdo de 10 a 60 g/ g matéria seca, dependo do grau de rigidez do
material (MALI et al, 2010).

Desde 1959, o glicerol é reconhecido como uma substancia atoxica, permitido como
aditivo em alimentos ¢ também como substancia “GRAS”, pela agéncia Food and Drugs
Administration (FDA) dos Estados Unidos. No Brasil, seu uso em produtos alimenticios é
assegurado pela Resolucdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) de n° 386,
de 5 de agosto de 1999 (ARRUDA et al, 2006).

3.7 Nanocomp@sitos

Nanocompositos sdo uma classe de compoésitos que contém pequenas quantidades, em
geral abaixo de 5% em massa, de nanoparticulas de reforco, com ao menos uma de suas
dimens@es da ordem de grandeza do nandmetro, ou seja, medem entre 1 e 100 nm (JORDAN
et al, 2005).

Tal associacdo entre biopolimeros e nanoparticulas tem o objetivo de obter efeitos
sinérgicos, € uma das vias mais inovadoras para melhorar as propriedades destas matrizes.
Dependendo da geometria e da natureza da nanoparticula, novas propriedades sdo melhoradas
como barreira ao gas, rigidez mecanica, transparéncia, estabilidade térmica (CHIVRAC et
al., 2010).

Um avanco significativo na area de filmes tem ocorrido com a preparacdo de
nanocompositos, onde a ordem estrutural dentro do material pode ser controlada em escala
nanométrica. O comportamento hidrofilo da maioria dos polimeros naturais oferece uma
significativa vantagem, ja que este proporciona uma interface compativel com as argilas (YU
e DEAN, 2006).

3.8 Nanoargilas

Neste campo, tem sido dada especial atencdo a montmorilonita (MMT) por causa de
suas particulas pequenas, area superficial extremamente larga e boas propriedades de
intercalagdo. A montmorilonita é composta de camadas de silicato com aproximadamente

1nm de espessura na estrutura planar e entre 200 e 300 nm de dimensé&o lateral. Sua estrutura
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quimica tipica consiste em duas camadas tetraédricas de silica circundando uma camada
octaédrica de hidroxido de aluminio ou magnésio (SCHLEMMER, 2009).

Com adicdo de argila entre 2 e 10 % o0s nanocompdsitos ja podem apresentar
significativas melhorias em suas propriedades mecanicas, de barreira e Opticas. Esta
vantagem de adicdo de menor teor de argila, em comparacdo aos compdsitos tradicionais,
implica na producdo de componentes mais leves, o que € um fator desejavel em muitas
aplicacbes. OQutras propriedades interessantes normalmente apresentadas pelos
nanocompositos de polimero/argila sdo a maior estabilidade microbiana (SOUZA, PESSAN e
JUNIOR, 2006).

A principal razdo para as diferencas no desempenho entre materiais compositos e
nanocompositos esta relacionada com a elevada area superficial destes Gltimos, resultando em

elevada interacdo entre a matriz e as nanoparticulas (RAY e OKAMOTO, 2003).

3.9 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare)

Os 06leos essenciais sdo obtidos através de destilagdo/extracdo a partir de plantas,
sementes, folhas, frutos e raizes. Sdo compostos hidrofobos, aromaticos, liquidos e
parcialmente volateis. Sua utilizagdo como ingrediente aumentou devido a sua capacidade
antibacteriana, antiflngica, antiviral, bem como propriedades inseticida e antioxidante
(BURT, 2004).

A inibicdo atribuida pelos 6leos essenciais pode ser devido aos componentes desses
6leos (limoneno, tomilho fenol, aldeido), que pode ser capaz de interromper e penetrar a
estrutura da membrana celular de bactérias, causando a sua destruicdo ( TURINA et al ,
2006).

Dentre tantos 6leos essenciais, destaca-se o 6leo de orégano, em que o carvacrol, seu
componente majoritario, é de extrema importancia, pois possui potencial antimicrobiano e
pode atuar como conservantes de alimentos (VELDHUIZEN et al, 2007).

A acdo das substancias antimicrobianas do 6leo essencial de orégano é geralmente
atribuida a danos causados na estrutura e funcBes das propriedades da membrana
citoplasmatica dos micro-organismos. O carvacrol atua diretamente na degradacdo da camada
fosfolipidica, gerando uma perda de sua estrutura e consequente extravasamento de material
celular, causando lise e morte da célula (ULTEE, BENNIK e MOEZELAAR, 2002).

A atividade antimicrobiana da espécie Origanum vulgare é caracterizada pela alta
guantidade de compostos fenolicos presentes nessa planta. (OLIVEIRA et al, 2009). Estudos

relatam, que o Gleo essencial de orégano apresenta resultados importantes na inibicdo do
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crescimento de bactérias e fungos. SANTURIO et al (2007) e SILVA et al (2010)
comprovaram que a multiplicacdo de Salmonella Enteritidis pode ser inibida por 6leo

essencial de orégano.

3.10 Contaminacdo microbiana

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um dos problemas de salde
publica mais frequentes do mundo contemporaneo. S&o causadas por agentes etioldgicos,
principalmente micro-organismos, 0S quais penetram no organismo humano pela ingestdo de
agua e de alimentos contaminados (AMSON et al, 2006).

A maioria dos casos de DTA, porém, ndo é notificada, pois muitos micro-organismos
patogénicos presentes nos alimentos causam sintomas brandos, fazendo com que a vitima ndo
busque auxilio médico (COSTALUNGA e TONDO, 2002).

Entre as causas mais frequentes de contaminacdo dos alimentos, destacam-se a
manipulacdo e a conservacao inadequadas dos mesmos, além da contaminacao cruzada entre
produtos crus e processados (MURMANN et al, 2008).

Alimentos contaminados por pequenas quantidades de micro-organismos podem néo
causar surtos alimentares, porém se forem conservados em condi¢cGes que permitam a
multiplicacdo desses agentes microbianos, as chances para a ocorréncia de surtos aumenta
significativamente (OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo YAU, FRAUSTO e YAMAGUCHI (2009) micro-organismos de grande
importancia sdo aqueles que garantem a seguranca alimentar, sdo indicadores de qualidade e
demonstraram-se dentro de padrdes das normas e regulamentos vigentes, entre eles estdo a

Salmonella sp. e Listeria sp..

3.10.1 Listeria monocytogenes

Listeria é uma bactéria Gram-positiva ndo formadora de esporos e em formato de
bastonete, amplamente distribuida na natureza, com habilidades para sobreviver em diferentes
ambientes (RADOSTITS et al., 2002). O género Listeria é vastamente distribuido na natureza
e pode ser encontrado no solo, fezes de animais, vegetacdo, &gua, entre outros (JAY, 2005).

Bactérias do género Listeria, principalmente L. monocytogenes, sdo utilizadas como
indicadores higiénicos em todos os estagios da cadeia de processamento de alimentos. E um
micro-organismo de ampla distribuicdo ambiental, possui capacidade de tolerar pH extremos,
de se desenvolver e multiplicar em uma ampla faixa de temperatura (0 °C a 44 °C) e em

ambientes com baixa atividade de agua e concentracdes elevadas de NaCl. Este conjunto de
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caracteristicas faz com que seja considerado um patdégeno emergente de grande importancia
na area de alimentos (APHA, 2001).

De todas as espécies de Listeria, a Listeria monocytogenes é a de maior importancia
para a microbiologia de alimentos, pois é patdgena. Acredita-se que a dose requerida para
causar doencas nos individuos seja de 100-1000 células. Os produtos carneos sdo um dos
principais alimentos envolvidos em surtos de listeriose (WARRIENER e NAMVAR, 2009).

3.10.2 Salmonella Enteritidis

Salmonelas séo bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Sua temperatura 6tima de crescimento é 37 °C, multiplicam-se na faixa de
pH entre 4,5 e 9,5, em atividade de &gua acima de 0,93 e possuem mecanismos de adaptacdo a
condicBes ambientais adversas (D°AOUST, 2001).

O género Salmonella consiste em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori (POPOFF e LE MINOR, 1997). A Salmonella enterica possui as subespécies
Typhimurium e Enteritidis que s&o os mais envolvidos em salmonelose humana (VUGIA et
al, 2004).

A transmissdo de salmonela ao homem ocorre, geralmente, pela ingestdo de alimentos
ou agua contaminados (FAVRIN, JASSIM e GRIFFITHS, 2001). Segundo a FDA (2003) a
dose infectante depende dos alimentos envolvidos e do estado fisioldgico do hospedeiro, cerca
de 15 células de salmonelas ja podem causar a doenca em pacientes imuno comprometidos
e/ou quando ingeridos com alimentos gordurosos. Entretanto, a dose infectante em condicdes
normais € de aproximadamente 105 células.

A Instrugdo Normativa n® 70, de 06 de Outubro de 2003, instituiu o Programa de
Reducdo de Patégenos (PRP) pelo monitoramento microbioldgico e controle de Salmonella
sp. em carcacas de frangos e perus. A amostragem de carcacas analisadas € baseada na

quantidade de aves abatidas diariamente pelo abatedouro (BRASIL, 2003).

3.11 Aplicacao de filmes

A funcdo principal dos filmes é atuar como embalagem, a fim de proteger e retardar a
deterioracdo, aumentar a vida Gtil e a manutencdo da qualidade e seguranca dos alimentos
embalados. A embalagem protege de influéncias ambientais que causam a deterioracdo de
alimentos e bebidas (MARSH e BUGUSU, 2007).

A aplicacdo de embalagens ativas estd sendo desenvolvida para proporcionar

qualidade e seguranca antimicrobiana aos produtos acondicionados (MORAES et al, 2011).
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Essas embalagens interagem com o produto acondicionado objetivando melhorar
sensorialmente e/ou estender a vida Gtil dos produtos (SOARES et al., 2009).

Este € o conceito basico de embalagens ativas, embora tenha sua interacdo deliberada
com o alimento e/ou a sua tecnologia com o meio ambiente isso representa novos desafios
para a avaliagdo da seguranca destas embalagens, em comparacdo com a embalagem
tradicional, isto é, migracdo de substancias de embalagens para alimentos, uso incorreto da
embalagem e a operacdo da embalagem néo eficaz (ROSCA e VERGNAUD, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado eficiéncia e aplicabilidade das embalagens ativas
antimicrobianas. Santiago-Silva et al. (2009) avaliaram a eficiéncia antimicrobiana de filmes
incorporados com pediocina (ALTA 2551) na preservacdo de presunto fatiado. MORAES et
al (2011) comprovou que filme incorporados com aroma de pizza teve efeito antimicrobiano
quando aplicados na massa de pastel. MORAES et al. (2007) demonstraram que filmes ativos
incorporados com acido sorbico sdo efetivos contra o crescimento de fungos filamentosos e
leveduras em manteiga.

Os filmes ativos antimicrobianos vém sendo muito utilizados na aplicacdo em
alimentos (MORAES et al, 2011).

3.11.1 Miudos de frango (figado)

E possivel enumerar uma série de fatores que favorecem o consumo da carne de
frango, como: alto valor nutritivo, facil digestibilidade, economicamente acessivel, menor
valor calorico e nivel de colesterol quando comparados a carne bovina. No entanto, por ser
rico em nutrientes constitui-se em alvo facil de bactérias que podem causar deterioracao,
reducdo do prazo de vida comercial e ocorréncia de surtos alimentares (LEITE e FRANCO,
2006)

A carne possui uma microbiota muito variada, sendo que na carne de aves podem ser
isoladas bactérias mesoéfilas produtoras de toxinfeccdes alimentares como Salmonella sp.,
Clostridium botulinum e perfringens, Campylobacter sp.; Escherichia coli e ainda Listeria
monocytogenes (SILVA, 1998).

A RDC N° 12/01 da Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considera
que a presenca de Salmonella spp. em carnes de aves e seus mitdos crus (figado, moela,
coracdo, entre outros), resfriados ou congelados, € um problema mundial e que ndo existem
medidas efetivas de controle que possam eliminar esta bactéria da carne crua. As industrias

produtoras de carne de aves e seus miudos ndo asseguram a eliminacdo completa desse micro-
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organismo nesses produtos, e a presenca da Salmonella spp. significa risco a saude do
consumidor caso o produto ndo seja adequadamente conservado e preparado.
Segundo CARVALHO, LIMA e PEREIRA (2002), o frango constitui de fontes

potenciais de bactérias, onde os mitdos sdo as partes mais contaminadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-Prima

Carne mecanicamente separada de frango (CMSF), fornecida pela Companhia
Minuano Alimentos, localizada em Arroio do Meio, RS, Brasil. A CMSF foi transportada
congelada a -10°C em blocos de 10 kg até o Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA)
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), localizado em Rio Grande, RS, Brasil e
depois armazenada em congelador (CONSUL, 530) a temperatura de -20 °C, armazenado até

a obtencéo do isolado protéico.

4.2 Infra-Estrutura

Para o processo, determinacdes e desenvolvimento deste trabalho foram utilizados o
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA), a Planta de Processamento de Pescados e
outros laboratérios do curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), além do Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, RS.

4.3 Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados para as analises foram de qualidade padréo (P.A).
4.4 Procedimento Experimental

4.4.1 Obtencao do isolado protéico de CMSF
O isolado protéico de CMSF foi obtido utilizando o processo de variagcdo de pH
segundo metodologia adaptada para frango, de MORAES (2009) e NOLSOE e UNDELAND

(2009). A Figura 1 apresenta o fluxograma do processo de obtencdo do isolado protéico.



Figura 1- Fluxograma do processo de obtencdo de isolado protéico de frango
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o Homogeneizacao
A CMSF foi homogeneizada com &gua destilada na proporcdo de 1:9 a 4 °C durante

60 s em agitador de eixo-hélice (Fisatom, 713D).

o Solubilizacdo das proteinas

No tratamento alcalino, o hidréxido de sédio (NaOH 1N) foi empregado como agente
alcalinizante e realizado em pH 11,0, controlado em pHmetro (Marconi, PA200) e
temperaturas de 4 °C controlada em banho ultra termostatico (Solotest, Q214M2). A

solubilizacdo protéica ocorrera durante 20 min.

. Centrifugacéo |

A centrifugacdo foi realizada em centrifuga refrigerada (Hanil, CR22GlIIl) com
velocidade de 10.000 xg a 7 °C por 20 min. Nesta etapa foram separadas trés fases: inferior,
contendo as proteinas insoluveis; fase intermediaria, contendo as proteinas solUveis e a fase

superior, contendo os lipidios.

. Recuperacdo das proteinas

A fase intermediaria obtida na centrifugacdo I, correspondente as proteinas sollveis,
estas foram submetidas a precipitacdo isoelétrica a pH 5,0 controlado em pHmetro (Marconi,
PA200) a temperatura de 4 °C controlada em banho ultra termostético (Solotest, Q214M2)
por um periodo de 20 min. As outras duas fases, correspondentes as proteinas insollveis e aos

lipidios, foram descartadas.

. Centrifugacéo Il

A centrifugacgéo Il foi realizada da mesma maneira que a centrifugacéo I utilizando os
mesmos parametros, velocidade de 10.000 xg a 7 °C por 20 min, para separar a fracdo soltvel
(residuos liquidos) da fracdo insoluvel ou protéica, facilitando a coleta das proteinas
precipitadas.

o Liofilizagdo

O concentrado protéico de CMSF foi submetido a desidratacdo no qual as amostras
foram mantidas em ultra freezer (Indrel, IULT90-D) a temperatura de -70 °C/24h, e logo

liofilizadas por 48h, utilizando liofilizador (Liotop, L108).
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J Armazenamento
O armazenamento do isolado protéico foi realizado em recipientes de vidro

hermeticamente fechados a temperatura ambiente durante todo desenvolvimento do trabalho.

4.4.2 Obtencao de filmes nanocompositos de isolado protéico de frango e nanoargilas

4.4.2.1 Testes Preliminares

A partir de uma formulacdo basica para filme com 3,5 g de IPF, 30% de glicerol.100
g™ de IPF e 0,5 g de montmorilonita foram realizados testes preliminares para escolha da

melhor temperatura de aquecimento da solucédo filmogénica 70, 80 e 90 °C.

4.4.2.2 Planejamento Experimental

Para o desenvolvimento de filmes ativos de isolado protéico de CMSF foi executado
um planejamento experimental de 2%, com 3 pontos centrais e pontos axiais, conforme
apresentado na Tabela 1. Foi aplicada metodologia de superficie de resposta para estudar 0s
efeitos simultaneos das variaveis independentes sobre as respostas.

Os niveis de concentracdo de isolado proteico de CMSF, montmorilonita (MMT),
plastificante glicerol, temperatura e tempo de secagem foram escolhidos através do
levantamento bibliografico. CORTEZ-VEJA et al (2013) variou a concentracdo de isolado
protéico de corvina (IPC) em 2; 3,5; 5 g.100 g * de solucdo, de montmorilonita em 0,3; 0,5;
0,7 9.100 g * de solucéo e glicerol em 25, 30, 35 g.100 g * IPC. ROCHA et al (2013) variou 0
isolado protéico de anchoita (IPA) em 3:3,5 e 4 g.100 g * de solucdo e glicerol em 30,35 e 40
g. 100 g* IPA.

Tabela 1- Variaveis utilizadas no planejamento experimental para desenvolvimento dos
filmes nanocompdsitos de isolado protéico de frango e nanoargilas.

Variaveis reais Variaveis codificadas
-1,68 -1 0 1 1,68
IPF (g)* 1,0 2,0 3,5 5,0 6,0
Glicerol (g)* 0,2 0,5 1,0 1,5 1,8
MMT (g)* 0,2 0,3 0,5 0,7 0,8

*g em relagdo a 100mL de solucéo. IPF: Isolado protéico de CMSF, MMT: Montmorilonita.



30

Os filmes bioativos foram obtidos pela técnica de casting, onde cada solugdo dos
filmes foi preparada segundo planejamento experimental da Tabela 1. A Figura 2 apresenta o
fluxograma que foi utilizado para a obtencdo de filmes ativos nanocompdsitos de IPF e

montmorilonita (MMT).

Figura 2 - Fluxograma do processo de obtencdo de filme nanocomposito de isolado protéico
de frango e nanoargilas.
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o Dispersao

Foi disperso o isolado protéico de frango (IPF) em &gua destilada e mantido sob
agitacdo suave e constante por 10 min em agitador eixo-hélice (Fisatom, 713D) a temperatura
da solucéo filmogénica, 70 °C, para hidratacdo do IPF. Foi ajustado a pH 11,0 com hidréxido
de sddio 1N, mantendo agitacdo constante por 10 min.

o Adigdo de MMT e Glicerol

Adicionada a MMT (Montmorillonite K 10, Sigma Aldrich) a temperatura foi
mantida. Apds a completa dissolucdo do IPF e MMT, foi adicionado o glicerol previamente
solubilizado em agua destilada na mesma temperatura da solucdo filmogénica e mantendo o
pH.

J Casting

A solucdo filmogénica foi misturada no homogeneizador (IKA ULTRA-TURRAX,
T25D) por 10 min e logo aquecida a 70 °C por 30 minutos. Apos foi espalhada em placa de
Petri de policarbonato com didmetro de 9 cm e submetida a secagem em estufa a 40 °C por
10h com circulagéo de ar (FANEM, 520).

. Armazenamento
Apbs a secagem dos filmes, estes foram armazenados por 24h em dessecadores
mantidos a 25 °C e umidade relativa de 55% controlada usando solucdo saturada de cloreto de

célcio.

4.4.2.3 Filmes de 6leo essencial de éregano

A fim de comparar a atividade antimicrobiana dos filmes a partir de isolado protéico
de frango com outro agente antimicrobiano diferente da montmorilonita, foram preparados
filmes com IPF e 6leo essencial de orégano. Os filmes foram desenvolvidos pela técnica de
casting, conforme foi apresenta na Figura 2, diferenciando o tempo de secagem em estufa,
neste caso a 40 °C por 8h com circulacdo de ar (FANEM, 520) e os componentes da solugéo
filmogénica, neste caso IPF, glicerol e 6leo essencial de 6regano.
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4.4.3 Aplicagéo de filmes bioativos

A partir do estudo da agdo antimicrobiana dos filmes ativo de IPF, os filmes que
apresentaram acdo antimicrobiana foram aplicados em miudos de frango (figado) devido sua
susceptibilidade de contaminacdo e avaliado quanto a sua qualidade microbioldgica,
avaliando o produto embalado conforme as anélises mencionadas no item 4.5.5.

As pecas de figado foram cortadas em pequenos pedacos (2,1 x 2,5 x 1,0 cm) de
aproximadamente 5,0 g utilizando uma faca de aco inoxidavel estéril. Estes foram envoltos
assepticamente, em forma de cruz, pelos filmes antimicrobianos cobrindo toda a superficie da
carne. As amostras controle foram embaladas em filmes sem agente antimicrobiano. As
amostras de carne foram colocadas em placas de Petri estéreis e armazenadas a 4,0 = 1,0 °C

por 12 dias para posterior caracterizacao.

4.5 Metodologia Analitica

4.5.1 Composigdo proximal quimica

Esta analise foi realizada para a matéria-prima e para o isolado protéico de CMSF,
determinada pelos métodos da AOAC (2000), onde o conteldo de umidade foi determinado
de acordo com o método gravimétrico em estufa a 105°C, n° 935.29; o teor de nitrogénio total
pelo método de Kjeldahl, n° 920.87, sendo o teor de proteina bruta obtido através da
multiplicacdo pelo fator 6,25; o contelido de lipidios foi obtido pelo método de Soxhlet, n°

920.85 e cinzas, por método gravimétrico, n° 923.03 em mufla a 500-600°C.

4.5.2 Caracterizacdo do isolado protéico de CMSF
O isolado protéico de carne mecanicamente separada de frango foi avaliado quanto

as propriedades citadas nos itens abaixo.

4.5.2.1 Eletroforese

Foram desenvolvidos os géis, o gel de separacédo e o gel de concentracdo. Apds
foi feito o preparo da amostra, dissolveu-se as amostras em 1,5 mL de agua destilada para
formar uma solucdo com 0,2% de proteina; adicionou-se as amostras 1,5 mL de tampéo
(sample buffer) para que ficasse na proporcdo de 1:1; agitou-de em vortex os tubos até
dissolver as amostras; pipetou-se 1 mL de amostra para o eppendorf e adicionou-se 100 pL de
[-mercaptoetanol; colocou-se os eppendorfs com as amostras em agua fervente por 4 min

para desnaturar as proteinas; apos esfriar colocou 3 gotas de tracking dye (azul de
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bromofenol); 20 puL de amostra em cada poco e 10 pL de SDS Market (padréo) nos primeiros

espacos de cada lado dos géis.

4.5.2.2 Capacidade de Retencdo de Agua e Oleo (CRA e CRO)

A metodologia para a determinacdo da capacidade de retencdo de 4gua (CRA) e da
capacidade de 6leo (CRO) foi adaptada da metodologia descrita por FREITAS et al (2011).
Para CRA 0,36 g de amostra foi dispersa em 36 mL de agua destilada e 2 mL de NaCl 0,1M,
foi ajustado o pH (3; 5; 7; 9 e 11) com adicdo de HCIl e NaOH e ap6s submetido a
centrifugacdo e filtracdo, anotando sua massa inicial e final. Para CRO pesou-se 0,5 g da
amostra adicionada de 10 mL de 0leo de soja, submetido a agitacdo em vortex e apds
centrifugacdo. Ambos resultados foram expressos em quantidade de &gua/6leo retido em

gramas por massa de proteina inicial em gramas.

4.5.2.3 Solubilidade

Determinada de acordo com o método utilizado por MOOR et al. (1985) com variagdo
de pH (3,5, 7, 9 e 11). Pesou-se 0,5 g de amostra, adicionou-se 2 mL de NaCl 0,1M e 48 mL
de agua destilada. O pH foi ajustado com HCI 1IN e NaOH 1N. A dispersdo foi mantida sob
agitacdo por 30 min em agitador magnético (modelo), em seguida centrifugou-se a dispersao a
8667xg por 20 min em centrifuga de tubos (modelo). O teor de proteinas soltivel no
sobrenadante foi determinada pelo método de Folin-Ciocalteau de acordo com LOWRY et al.

(1951). A solubilidade da proteina foi calculado conforme a equacéo 1.

Quantidade de protéina no sobrenadante

%S'z( )xiﬂﬂ

Quantidade de proteina na amostra (1)
4.5.3 Caracterizacdao fisicas dos filmes
Os filmes bioativos desenvolvidos com carne mecanicamente separada de frango

foram avaliados quanto a suas propriedades fisicas.

4.5.3.1 Espessura

Durante os tratamento preliminares foi determinada a espessura dos filmes, esta obtida
utilizando um paquimetro digital (INSIZE, IP 54) com resolugdo 0,0100£0,0005 mm. A
espessura foi fixada como sendo a média aritmética de 5 medidas aleatdrias sobre a area do

filme.
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4.5.3.2 Opacidade

A opacidade dos filmes foi obtida utilizando-se espectrofotdmetro UV visivel

(Biospectro, SP-22) e calculada através da equacéo 2:

Asso
Opacidade = ——
pacidade X

@)

Onde Ayso é a absorbancia em 450 nm, dada pela formula Asso=-logT e X € a

espessura do filme (nm).

4.5.3.3 Propriedades mecéanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo na ruptura (E) foi realizada de acordo com o
método padrdo da American Society for Testing and Materials, ASTM D-882 (ASTM, 2001).
Em um texturémetro (Stable Micro System, TA.XT plus) foi inserido um corte do filme com
largura de 2,5 cm e comprimento de 9 cm, onde foi submetido a uma forca esticando o filme

até a sua ruptura. A resisténcia a tracao foi expressa em MPa e Elongacdo em %.

4.5.3.4 Permeabilidade ao vapor de 4gua

Ensaios de permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) foram realizados
gravimetricamente a 25 °C, de acordo com o0 método E96-95 (ASTM,1995). Os filmes foram
acoplados com solucdo de CaCl, previamente secos em estufa a 105 °C por 2h, e armazenados
em dessecador com umidade relativa de 75%, durante 8 dias, pesando-se a cada 24h. O

calculo para PVA foi realizado conforme a equagdo 3.

t AAP (3)

Onde M ¢é a massa de umidade absorvida (g); t € o tempo em dias; L € espessura em

mm; A é a drea em m? e AP é a variacéo de umidade relativa em KPa.

4.5.3.5 Solubilidade

A solubilidade em agua foi determinada nos filmes em triplicata segundo o método de
FAKHOURI et al (2007). Os filmes foram cortados em quadrados de 2x2 cm, e foi
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determinada a porcentagem inicial de matéria seca da amostra, em estufa a 105 °C por 24h.
Apdbs a pesagem, as amostras foram imersas em recipientes com 25 mL de agua destilada, e
agitadas lentamente e periodicamente por 24h. Apds esse periodo, as amostras foram
removidas e secas (105 °C por 24h), para determinacdo da massa da matéria seca que ndo se

dissolveu na agua.

4.5.3.6 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os filmes foram analisados conforme metodologia Refletancia Atenuada FTIR-ATR,
usando equipamento espectrofotométrico no infravermelho (Prestige, 210045-Japdo) com 40
varreduras no Laboratorio de Sintese e Catalise Inorganica da Universidade Federal do Rio

Grande.

4.5.3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras de filmes foram analisadas para determinar as caracteristicas de superficie
usando um microscépio eletrénico de varredura (JSM 6060, JEOL, Japdo) operando a 15kV.
Cinco amostras foram colocadas sobre um tubo de bronze e revestidas de camada de ouro
antes de obter as imagens. As fotografias foram tiradas com 10000x de ampliacdo. Esta
analise foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica da Zona Sul (Ceme-Sul) da

Universidade Federal do Rio Grande.

4.5.3.8 Difragdo de Raios X (DRX)

As analises de difracdo de Raios X (DRX) foram obtidas utilizando um difratdmetro
(Siemens D500 de geometria Bragg-Brentano) com radiagéo de Cu, operando a 40kV e 17,5
mA, monocromador de grafite para feixe de raios X difratado. As medidas foram obtidas com
passos de 0,05 graus (20), tempo de contagem de 5 s/passo, e com intervalos de medida em
20 de 2 a 60 graus. A analise foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

4.5.3.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlise térmicas foram realizadas em termobalanca (Shimadzu, TGA-60, Japéo)
com fluxo de nitrogénio 50 mL.min?, usando porta-amostra de aluminio com taxa de

aquecimento de 10 °C.min™. A massa de amostra foi de aproximadamente 5 mg na faixa de
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temperatura de 30 a 250 °C. Esta analise foi realizada no Laboratdrio de OperagGes Unitarias

da Universidade Federal do Rio Grande.

4.5.4 Anélise da Atividade antimicrobiana dos filmes

Para avaliar a eficcia antimicrobiana, foram testados os filmes de IPF com
montmorilonita e Oleo essencial de orégano frente aos micro-organismos Salmonella
Enteritidis J11 e Listeria monocytogenes SE86. Esta analise foi realizada na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, e as cepas foram fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia
e Controle de Alimentos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos de Porto Alegre -
RS.

A andlise foi realizada em triplicata pelo método de difusdo em discos segundo a CLSI
(2003). Pelo menos de trés a cinco coldnias, isoladas, do mesmo tipo morfologico foram
selecionadas da placa de &gar. A superficie de cada colbnia foi tocada com uma alca, e 0s
microorganismos foram transferidos para um tubo contendo 9 mL de um meio de cultura
adequado, como caldo de soja triptica. Incubou-se a cultura em caldo, a 35 °C, até alcangar ou
exceder a turbidez de uma solucdo padrédo de McFarland 0,5. Isso resultou numa suspenséo
contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL de micro-organismo. Porém, estas foram
diluidas até 10, para obter assim uma concentracdo menor de 1 a 2 x 10°® UFC/mL.

Em condicdes ideais se faz swab no agar Muller Hilton inserido na placa,0 disco
antimicrobiano foi colocado na superficie da placa de agar.. Cada disco foi pressionado sobre
a placa, de maneira a assegurar contato completo com a superficie de agar. As placas foram
invertidas e colocadas numa estufa, a 35 °C, até 15 min apés a aplicacdo dos discos. Apos 16-
18h de incubacéo, examinou-se cada placa.

Halos de inibicdo foram observados ou néo, a olho nu. Os halos foram relatados em
milimetros e medidos com paquimetro. Foi preparado também um filme controle sem adicao

do agente antimicrobiano.

4.5.5 Avaliacéo de figado de frango aplicado com filmes ativos antimicrobianos

Apbs a analise da atividade antimicrobiana do filme nanocompdsito de IPF com
adicdo de montmorilonita e do filme com IPF e 6leo essencial de orégano, os filmes que
apresentaram efeito positivo foram aplicados em miudos de frango (figado), e foram feitas
analises que caracterizam a qualidade do produto final.

As amostras foram avaliadas quanto a cor, textura, perda de massa e qualidade

microbiologica no tempo de zero, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias de armazenamento.
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45.5.1 Firmeza

Foi determinada a firmeza utilizando um texturémetro (Stable Micro System, TA.XT
plus) com ponteira cilindrica movimentada na velocidade de 4 mm.s no pré-teste, 8 mm.s™
no pos-teste, e 2 mm.s™ de teste, até a profundidade de 5 mm. Os resultados foram expressos

em Newton (N).

45.5.2 Cor

Foi avaliada utilizando-se colorimetro (Minolta, CR-400) e deteccdo dos parametros:
luminosidade L*, de O (preto) a 100 (branco); cromaticidade, Chroma, onde a* varia de verde
(-60) a vermelho (+60) e b* de azul (-60) a amarelo (+60).

4.5.5.3 Perda de Massa

Foi obtida relacionando-se a diferenca entre o peso inicial do produto e obtido ao final
de cada tempo de armazenamento (zero, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias). Os resultados foram

expressos em porcentagem de perda de massa.

4.5.5.4 Atividade antimicrobiana no figado de frango

A anélise microbioldgica foi conforme SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA (1997), o
filme foi cuidadosamente removido e adicionado na solucdo de agua peptonada 0,1% (p/v)
para lavar os micro-organismos que podem ser ligados a sua superficie. Diluicdes decimais
foram preparadas até 10™ e espalhadas 0,1 mL em placa contendo agar padrdo para contagem
(PCA) para a contagem total de micro-organismos psicrotréficos, incubadas a uma
temperatura de aproximadamente 25 °C durante 48h. Para os cortes de carne foram realizadas
a analise em duplicata de cada tratamento e foram analisadas quanto a sua microflora, em

cada tempo. O resultado final foi expresso em UFC.g™.

4.6 Tratamento dos Dados

Para determinar diferenca, estatisticamente, significativa com 95% de confianca entre
médias (p<0,05), foram utilizadas anélises de varidncia e teste de Tukey. Para o0
desenvolvimento de filmes foi aplicada metodologia de superficie de resposta para estudar 0s
efeitos simultaneos das varidveis independentes, sobre as respostas, usando o Programa
Statistica 5.0 (Statsoft, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Caracterizagdo da carne mecanicamente separada de frango
A Tabela 2 apresenta os valores obtidos da composicdo proximal quimica da CMSF

para execucdo desse trabalho, comparadas com as composic¢des obtidas por outros autores.

Tabela 2 - Composicao proximal de carne mecanicamente separada de frango (b.s: base seca)

Componente CMSF b.s* MORAES GONGCALVES ROSSI ROSSI

(%) (este (2009) et al (2009) (2007)  etal (2009)
trabalho)

Proteina 39,53 £ 0,55 37,66 45,17 34,16 32,54

Lipidios 54,95 + 0,66 55,70 48,43 56,85 55,57

Cinzas 3,46 + 0,10 2,38 3,07 2,47 2,14

*Meédia dos resultados da triplicata + o desvio padrdo

A partir dos valores apresentados na Tabela 2, pode-se verificar que os resultados
obtidos para matéria-prima de CMSF deste trabalho concordam com os dados citados por
outros autores, apresentou proteina aproximada a de MORAES (2009), lipidios préximo a
MORAES (2009) e ROSSI et al (2009), cinzas com valor aproximado a GONCALVES
(2009). Essas variabilidades podem ser pelo fato de que a CMSF varia sua composicao
proximal, devido a diversos fatores tais como idade das aves, relacdo carne-0sso, contetdo de
pele, método de corte, processo de desossa mecanica, desnaturacdo da proteina e quantidade
de pigmentos (PERLO et al, 2005).

A composicdo encontrada para a CMSF deste trabalho esta dentro dos parametros
exigidos pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento pela instituicdo normativa 4 de
2000 (BRASIL, 2000) que dispde que em base tmida a CMSF deve apresentar um minimo de
12% de proteina e maximo de 30% de gordura. E em base umida a composicdo para CMSF
foi umidade 68,81%, proteina 12,33%, lipidios 17,14% e cinzas 1,08%.

5.2 Obtencao do isolado protéico de frango

Foi obtido o isolado protéico pela solubilizacdo alcalina de carne mecanicamente
separada de frango cominutada a pH 11,0 da proteina e precipitacdo no ponto isoelétrico em
pH 5,0. O isolado utilizado para as posteriores analises foi com uma umidade de
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aproximadamente 3%, obtido apo6s a liofilizagdo. Obteve-se um rendimento de 70% de

isolado proteico.

5.2.1 Composicgéo proximal do isolado protéico
A Tabela 3 apresenta a composicao proximal da matéria prima, carne mecanicamente
separada de frango (CMSF) e do isolado protéico de CMSF. Observa-se, em base seca, 0

porcentual de proteina de 80% e o porcentual de lipidios de 5,3 % no isolado protéico.

Tabela 3 - Composicao proximal da carne mecanicamente separada de frango e do isolado
proteico de frango.

Componente CMSF* Isolado protéico*
BU** BS** BU** BS**

Umidade 68,81 + 1,09 89,9+0,11

Proteina 12,33 £ 0,55 39,5+ 0,55 8,2+ 2,07 82,8 £ 2,07

Lipidios 17,14 + 0,66 54,9 + 0,66 0,53+0,59 5,4 +£0,59

Cinzas 1,08 £ 0,10 3,4+0,10 0,16 + 0,02 1,6 +0,02

*Média dos resultados da triplicata + desvio padrdo em base imida e base seca

** BU: base Umida; BS: base seca

Considerando-se que a matéria-prima apresenta na sua composicao 39,5% de proteinas
e 54,9% de lipidios, quando comparado com o isolado protéico verifica-se que a proteina é
concentrada e que a percentagem de gordura é reduzida, o que conduz a um produto com
maior valor agregado para aplicagcdo em alimentos.

Na composi¢do proximal obtida comparada com MORAES (2011), verificou-se que
encontrou-se valores aproximados para isolado protéico de carne mecanicamente separada de
frango, 82% de proteina e 4% de lipidios e ROSSI et al (2009) encontraram 61,9% de
proteinas e 1,8% de lipidios. Portanto, pode-se observar que foi encontrado no presente estudo
valores de proteina préximo e superior, respectivamente, as dos autores citados. Isto gera uma

recuperacao eficiente no teor de proteina do produto final.
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5.2.2 Solubilidade
A Figura 3 apresenta o efeito combinado de pH e solubilidade das proteinas no isolado

protéico de frango

Figura 3 - Curva de solubilidade de isolado protéico de frango em pH &cido e alcalino.
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A solubilidade das proteinas é o resultado, entre outros fatores, da interacéo polar com
0 solvente, interaces iGnicas com o sal presente na solucdo e de forcas eletrostaticas de
repulsdo (NEVES, LOURENCO e SILVA, 2001). Pode-se observar que em valores de pH
acido e alcalino extremos se acarreta aumento da solubilidade.

Observou-se uma baixa solubilidade (3%) a pH proximo do ponto isoelétrico da
proteina (pH 5) e a maior solubilidade (8,6%) foi atingido em pH extremo de 3,0 e de 11,0. A
baixa solubilidade da proteina é causada pela desnaturacdo da proteina muscular, induzida
pelo processo de alteracdo do pH (RAWDKUEN et al, 2009).

Outros autores obtiveram mesmo tipo de comportamento em estudos de isolados
provenientes de diferentes fontes protéicas. COSTA et al (2007), observaram que o isolado
protéico de camardo tem solubilidade de 2,8% a pH 4,0, FREITAS et al (2011) encontraram

menor solubilidade (2,96%) a pH 5,0 para isolado protéico de anchoita.

5.2.3 Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)
Os resultados para a capacidade de retencdo de agua do isolado protéico de CMSF
estudados em diferentes pH sdo mostrados na Figura 4.
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Figura 4 - Capacidade de retencdo de agua de isolado protéico de CMS de frango.
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Pode-se observar que a retencdo de agua, a pH proximo do ponto isoelétrico foi
menor, a capacidade foi de 3,669 H,O / g proteina para isolado protéico em pH de 5,0.
Segundo KINSELLA (1987) proximo do ponto isoelétrico da proteina, a capacidade da
proteina se ligar com a &gua é menor, devido as interaces intermoleculares e formagdo de
grandes aglomerados de proteina.

As maiores CRA foram obtidas em valores extremos de pH, devido a um pH abaixo de
5,0 e acima de 7,0, as moléculas de agua combinam com 0s grupos polares das proteinas e a
CRA tende a aumentar.

A um pH distante do ponto isoelétrico a proteina possui predominancia de cargas de
mesmo sinal, provocando repulsdo e distancia entre as moléculas, deixando mais espaco a ser
preenchido por moléculas de agua, por conseguinte, 0 aumento da capacidade de retencdo de
agua (KINSELLA, 1987).

A pH 5,0, isolado de semente de goiaba apresentou capacidade de absorcao de agua de
1,05 g H,O / g proteina que por sua vez se mostrou baixa, mas aumenta essa capacidade a
medida que aumenta o pH (FONTANARI et al, 2007). Concentrados protéicos de corvina
apresentaram um decréscimo da capacidade de retencdo de 4gua em pH 5,0, sendo de 6g H,O
/ g proteina, mas o valor maximo encontrado de 21,99 H,O / g proteina. (FONTANA et al,
2009). Portanto, podemos verificar que diferentes concentrados protéicos obtiveram a
propriedade de encontrar uma capacidade de retencdo de &gua mais baixa em pH 5,0 e

aumentar a medida que aumenta o pH.
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5.2.4 Capacidade de Retencéo de Oleo (CRO)

A capacidade de retencdo de 6leo apresentada pelo isolado protéico de CMSF foi de
1,96 g de oleo/g proteina. A capacidade de retencdo de 6leo do isolado protéico esta
relacionado com a quantidade de lipidios presentes na amostra inicial, neste caso, isolado tem
aproximadamente 5% de lipidios.

A composicdo proximal da matéria prima € variavel, dos seus constituintes, a gordura
merece atencdo devido a variacdo no seu conteudo, o que se reflete diretamente na
estabilidade da emulsdo, bem como em processos oxidativos, assim, a importancia de
conhecer a capacidade de retencdo de 6leo do produto formado (Terra, 2000).

Concentrados protéicos de corvina apresentaram 4,7 g de Oleo/g de proteina.
(FONTANA et al, 2009). A retencdo de 6leo também varia em funcdo do nimero de grupos
hidrofébicos expostos da proteina e, provavelmente, as cadeias laterais ndo polares das
proteinas tém afinidade com as cadeias hidrofobicas da molécula de 6leo, contribuindo para a
absorcéo e melhora da CRO (DONADEL & PRUDENCIO-FERREIRA, 1999).

5.2.5 Eletroforese
Os resultados das andlises de eletroforese do isolado protéico de frango estdo

apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Eletroforetograma da amostra de isolado protéico de frango.
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Os resultados das anélises de eletroforese permitem a observacdo das diversas fracdes
protéicas presentes nas amostras. Estas se caracterizam por cadeias de miosina pelo alto peso
molecular (50kDa a 220KDa) , actina (20KDa) e cadeias leves de miosina (10KDa).

Entre as fracdes proteicas presentes, foram identificadas proteinas miofibrilares, actina
e miosina comparadas ao padrdo molecular. Foram identificadas proteinas de alto peso
molecular de miosina e actina e uma banda de proteinas com peso menor que 20KDa.

O numero e intensidade de bandas correspondentes a fragmentos de miosina de alto
peso molecular se devem a preservacdo das proteinas miofibrilares, tendo em vista que o
isolado protéico obtido possui um percentual de proteinas de 80%, pode-se confirmar a

qualidade destas proteinas através deste resultado do eletroforetograma.

5.3 Desenvolvimento dos filmes

Foram realizados testes preliminares com variacdo na temperatura de aquecimento da
solucéo filmogénica. Foram testadas as temperaturas de 70, 80 e 90 °C. Essas temperaturas
foram definidas através da literatura, onde para elaboracdo de filme de gelatina utilizaram
temperatura de solubilizagdo a 70 °C (DAVANCO, TANADA-PALMU e GROSSO, 2007),
filmes comestiveis a base de proteinas miofibrilares de carne bovina foram submetidos a
tratamento térmico a temperatura de 75 °C (SOUZA, SOBRAL & MENEGALLI, 2012), e
filmes produzidos com isolado protéico de pescado foram tratados a temperatura de 80 °C
(CORTEZ-VEGA et al, 2013).

A melhor temperatura para o processo de formacdo do filme foi definida através de
analises de caracterizacdo do filme como resisténcia a tracdo e elongacao; cor e opacidade; e

solubilidade. As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados obtidos a partir dessas avaliagdes.

Tabela 4 - Resisténcia a tracao, elongacao e solubilidade de filmes de isolado protéico de
frango obtidas em diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Resisténcia a tracao Elongacéo (%)* Solubilidade (%)*
(MPa)*
70 6,22+0,1 6,22+0,1 36,7°+0,6
80 5,2°+0,2 4,4°+0,2 44,22 + 0,6
90 2,6°+0,2 54°+0,2 40,8"+0,8

*Meédia dos resultados da triplicata + desvio padréo
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Considerando as temperaturas de 70, 80 e 90 °C, podemos verificar que houve
diferenca significativa para as analises de resisténcia a tracdo e elongacdo e solubilidade dos
filmes. A formacao dos filmes e suas caracteristicas envolvem uma série de ligacdes quimicas
complexas, que sdo influenciadas por condi¢fes experimentais, tais como: tamanho da
macromolécula, plastificante, solvente e temperatura utilizada na formacéo dos filmes (CHO e
RHEE, 2004).

O filme a 70 °C apresentou um valor maior (6,2MPa) de resisténcia a tragdo e
elongacao (6,2%) e um valor menor (36,7%) de solubilidade. Isso resulta em um filme em
melhores condigdes, visando que € importante ter uma boa estrutura do polimero, pois
segundo ZAVAREZE et al (2012) os filmes devem ter uma resisténcia mecanica para garantir
a integridade dos mesmos quando utilizados como embalagem e a menor solubilidade serve

para proteger alimentos em seu armazenamento (SILVA, 2011).

Tabela 5 - Cor e opacidade de filmes de isolado protéico de frango obtidos em diferentes

temperaturas
Cor )
Temperatura (°C) Opacidade*
L* a* b*
70 7282+06 27°+08 428+04 |1942+0,8
80 7362+02 31°+06 4254+02 |20,3*+0,6
90 68,8°+08 512+0,4 41,42+05 |2052+0,7

*Meédia dos resultados da triplicata + desvio padréo

Quanto a opacidade ndo se teve diferenga significativa, e para a cor apenas 0S
parametros L* e a* na temperatura de 90 °C diferiram das demais, sendo que L* representa o
guanto uma amostra é clara ou escura (luminosidade) e varia em escala de 0 (preto) a 100
(branco), a* intensidade do vermelho e b* intensidade do amarelo (DURAN et al, 2012).
Pode-se concluir que o filme a 90 °C apresentou-se mais opaco e tendeu a coloragdo mais
avermelhado do que amarelado. A 70 °C se apresenta um filme com menor opacidade,
ZAVAREZE et al (2012) afirmam que é importante que os filmes apresentem baixa
opacidade, ou seja, maior transparéncia a fim de poder se observar melhor o produto
embalado. A luminosidade (L*) e coloragdo mais amarelada (b*) conferem uma coloragéo

mais proxima a cor de embalagens usuais.
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Diante destes resultados, pode-se comecar o planejamento experimental de filmes de
carne mecanicamente separada de frango, sendo estes filmes elaborados com solucéo

filmogénica a 70 °C.

5.4 Avaliacao das propriedades dos filmes com montmorilonita

5.4.1 Espessura fisica
Na Tabela 6 estdo apresentados os valores obtidos de espessura, com a quantidade de

solucdo filmogénica colocada na placa e a média.

Tabela 6 - Determinagdo da espessura dos filmes de isolado de frango e nanoargilas

Quantidade de solucdo filmogénica Espessura (mm)

9

15,0 0,19

14,5 0,18

15,5 0,20

17,0 0,22

16,0 0,21
Média 15,6 0,20

A espessura foi fixada com a média aritmética de cinco medidas aleatdrias sobre a area
do filme, verificou-se que com aumento de sélidos consequentemente havia um aumento da
espessura, mesmo comportamento encontrado por BRANDELERO, GROSSMANN e
YAMASHITA, (2013) que determinaram espessuras de filmes de amido da mesma maneira e
obteve variagdo de espessura de 0,11 mm a 0,33 mm. CORTEZ-VEGA et al (2013) também
determinou espessura de filmes de isolado protéico de corvina através da média de 10
medidas de espessura. Portanto, este valor da média de espessuras (0,2mm) foi mantido para o
planejamento, conforme a quantidade de solucdo colocada na placa (15,50), ja que estes
apresentaram melhores caracteristicas de resisténcia a tracdo e elongacédo, a partir de testes
preliminares.

5.4.2 Propriedades fisico-quimicas

Foram obtidas superficies de respostas para avaliar o efeito das varidveis

independentes, isolado protéico de frango (IPF), montmorilonita (MMT) e glicerol (G) nas
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variaveis dependentes (resisténcia a tracdo, elongacdo, opacidade, solubilidade e
permeabilidade ao vapor de agua).

A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento experimental e os resultados obtidos
para 0s ensaios mecanicos de tragdo e elongacdo. Os pontos centrais para as duas respostas
apresentaram variacao pequena, indicando uma boa repetibilidade do processo.

Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental utilizado para avaliacdo das propriedades
mecanicas de filmes de isolado protéico de frango e nanoargilas

Variaveis independentes Propriedades
Ensaio IP MMT Glicerol Resisténcia Elongacdo*
(o/100mL)  (g/100mL)  (9/100mL)  Tragédo* (%)
(MPa)

1 -1(2,0) -1(0,3) -1(0,5) 8,6+0,11 41 £+ 0,06
2 +1 (5,0) -1(0,3) -1(0,5) 8,6 + 0,15 44 +0,11
3 -1(2,0) -1 (0,3) +1 (1,5) 7,6 £0,20 26 £ 0,16
4 +1 (5,0) -1(0,3) +1 (1,5) 7,6+0,13 29+0,13
5 -1(2,0) +1(0,7) -1(0,5) 75+0,18 36 +0,17
6 +1 (5,0) +1(0,7) -1(0,5) 6,7 + 0,23 66 £ 0,22
7 -1(2,0) +1(0,7) +1 (1,5) 6,8+ 0,26 28 + 0,04
8 +1 (5,0) +1(0,7) +1 (1,5) 8,4+0,11 36 +£0,12
9 -1,68 (1,0) 0(0,5) 0(1,0) 8,4+0,22 44 + 0,05
10 +1,68 (6,0) 0(0,5) 0(1,0) 7,4+0,24 46 +£0,13
11 0(3,5) 0 (0,5) -1,68 (0,2) 7,9 +£0,19 56 £ 0,16
12 0(3,5) 0(0,5) +1,68 (1,8) 7,0+0,13 35+ 0,26
13 0(3,5) -1,68(0,2) 0(1,0) 9,1+0,12 52+0,11
14 0(3,5) +1,68 (0,8) 0(1,0) 8,9+0,11 40 +0,10
15 0(3,5) 0 (0,5) 0(1,0) 7,8+0,22 39 £ 0,05
16 0(3,5) 0 (0,5) 0(1,0) 8,0+ 0,02 39+0,01
17 0(3,5) 0(0,5) 0(1,0) 8,0+ 0,09 39 +£0,07

*Valores médios obtidos de 3 repeti¢cdes expressos como média + desvio padrdo

IPF: Isolado protéico de frango, MMT: Montmorilonita.
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Conforme as condic¢des do processo, a tracdo dos filmes de isolado protéico de frango
com montmorilonita variou de 6,7 a 9,1MPa, e a elongacdo de 26 a 66%. ZAVAREZE et al
(2012) encontraram em filmes a base de proteina miofibrilar de pescado RT que variou de 4,0
a 5,7MPa e elongacdo de 102 a 193%, CORTEZ-VEGA et al (2013) em filmes de isolado
proteico de corvina com adi¢cdo de montmorilonita encontraram RT 7,2 a 10,7MPa e
elongacdo de 39,6 a 45, 8%, Podemos verificar entdo que o filme obtido neste trabalho
apresentou uma resisténcia razoavel em relacdo aos outros filmes, possivelmente devida a
adicdo da montmorilonita, inclusive obtendo valores proximos a CORTEZ-VEGA et al
(2013) que também usaram essa nanoargila e quanto a elongagédo obteve-se uma variabilidade
maior que outros autores.

A Tabela 8 apresenta o coeficiente de regressdo para a variavel resisténcia a tracédo

(RT), ja considerando as variaveis significativas (p>0,05).

Tabela 8 - Coeficiente de regressao para a variavel resisténcia a tracéo de filmes de isolado
proteico de frango e nanoargilas

Variavel Coeficiente p*
Constante 5,30 0,01
Linear MMT -0,73 0,01
Quadratica MMT 24,4 0,01
G -13,49 0,03
Interacdo IPxG 0,69 0,00
G x MMT 0,28 0,04

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca.

A equacdo a seguir descreve o rendimento previsto pelo modelo em funcdo das
variaveis codificadas, que contem apenas os termos significativos.
RT =5,30 -0,73MMT +24,4AMMT?-13,49G*

Com a finalidade de testar se 0 modelo é preditivo, foi realizado analise de variancia
(ANOVA) apresentado na Tabela 9. Segundo INMETRO (2007), quando Fcaicuiado € SUpErior

que Frabelado, © Modelo é preditivo, ou seja as variaveis influenciam no processo.



48

Tabela 9 - Verificacdo da validade estatistica do modelo para resisténcia a tracao

SQ GL MQ F calculado ~ F tabelado
Regresséo 71,029 5 14,20588 44,14 2,94
Residuo 3,540 11 0,3218
Falta Ajuste  3,460008 9 0,384445
Erro 0,080000 2 0,040000
Total 74,5694 16

Onde: SQ: Soma Quadratica; GL: Graus de Liberdade; MQ: Quadrado Médio; F:Fisher

Diante disso, € possivel visualizar as condi¢Ges de resisténcia a tracdo em funcdo das
concentragOes de isolado protéico, montmorilonita e glicerol na Figura 6a e 6b e concluir que
a resisténcia a tracdo se torna maior com quantidades maximas (0,8g) e minimas (0,2g) de

MMT, quantidade menores de glicerol, independente da quantidade de isolado protéico.

Figura 6 - Superficie de resposta da resisténcia a tracdo em funcdo da concentracao de (a)
isolado protéico e MMT (b) isolado protéico e Glicerol

B Z 0247
2
(R

(a) (b)

Para a varidvel elongacdo, 0 Fcaiculado fOi menor que Frapelado, POrtanto o modelo néo foi
preditivo, ndo sendo possivel gerar a superficie de resposta. Portanto, a elongacdo ndo foi
influenciada pelas variaveis do processo (RODRIGUES e LEMMA, 2009).
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A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento experimental e os resultados obtidos
para as variaveis dependentes opacidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), sendo que para a PVA 0 Fcajculado NA0 fOi maior que Fiapelago, SENO assim ndo é um
modelo preditivo, ndo sendo influenciada pelas variaveis do processo (RODRIGUES e
LEMMA, 2009). Porém, a opacidade e a solubilidade obtiveram Fcacyiago SUPErior ao Fiapelado,

sendo desta forma influenciadas pelas variaveis do processo.

Tabela 10 - Matriz do planejamento experimental utilizado para avaliacdo da
opacidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua de filmes de isolado protéico de

frango e nanoargilas

Variaveis independentes Propriedades

Ensaio IP MMT Glicerol Opacidade* Solubilidade* PVA*
(o/100mL)  (g/100mL)  (g/100mL) (%) (g.mm/m?.d
.kPa)
1 -1(2,0) -1(0,3) -1(0,5) 13,7+0,32 46,5+0,74 1,74+0,68
2 +1 (5,0) -1(0,3) -1(0,5) 186+053 39,7+0,6 1,23+0,18
3 -1(2,0) -1(0,3) +1 (1,5) 13,1+052 53,1+054 1,21+0,01
4 +1 (5,0) -1(0,3) +1 (1,5) 16,0+ 0,18 53,6 £0,25 1,3+0,15
5 -1(2,0) +1 (0,7) -1(0,5) 148+0,82 385+0,09 1,23+0,40
6 +1 (5,0) +1 (0,7) -1(0,5) 357+007 718+034 164+0,01
7 -1(2,0) +1(0,7) +1 (1,5) 153+106 484+0,05 283+0,11
8 +1 (5,0) +1(0,7) +1 (1,5) 165+0,49 54,0+024 1,04+0,25
9 -1,68 (1,0) 0(0,5) 0(1,0) 152+050 818+0,78 2,01+0,31
10 +1,68 (6,0) 0(0,5) 0(1,0) 200+0,36 465+0,09 151+0,09
11 0(3,5) 0(0,5) -1,68 (0,2) 176+083 386+0,13 1,33+0,09
12 0 (3,5) 0(0,5) +1,68 (1,8) 147+041 436+0,22 1,74+0,44
13 0(3,5) -1,68 (0,2)  0(1,0) 135+059 422+0,20 1,00+0,01
14 0(3,5) +1,68 (0,8) 0(1,0) 178+0,89 40,7+1,10 1,76+0,33
15 0(3,5) 0(0,5) 0(1,0) 147+059 409+0,37 1,09+0,03
16 0(3,5) 0 (0,5) 0(1,0) 16,5+0,29 457+0,06 1,08+0,01
17 0(3,5) 0 (0,5) 0(1,0) 16,0+0,33 458+0,26 1,07+0,03

*Valores médios obtidos de 3 repetigdes expressos como média + desvio padrdo

IPF: Isolado protéico de CMSF, MMT: Montmorilonita; PVA: Permeabilidade ao vapor de agua.
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Conforme as condigfes do processo, a opacidade variou de 13,1 a 35,7 e a
solubilidade de 38,5% a 81,8%. NASCIMENTO et al (2013) em filmes de quitosana com
adicdo de argila encontraram opacidade de 14,0 a 31,9, resultado dentro da faixa de valores
encontrados neste trabalho. CORTEZ-VEGA et al (2013) em filmes de isolado protéico de
corvina com adi¢do de montmorilonita encontraram opacidade de 12 a 13,5 e solubilidade de
18,1% a 27,6%. Com isso pode-se concluir que os filmes deste trabalho apresentaram maior
opacidade e solubilidade e com maior variabilidade diante dos demais trabalhos. ZAVAREZE
et al (2012) afirmam que é importante que os filmes apresentem baixa opacidade, ou seja,
maior transparéncia, para visualiza¢do do produto embalado e afirma que é melhor que filmes
apresentem menor solubilidade para proteger o alimento e garantir a qualidade no
armazenamento.

Na Tabela 11 apresenta o coeficiente de regressdo para a varidvel Opacidade, ja
considerando as variaveis significativas (p>0,05).

Tabela 11 - Coeficiente de regressdo para a variavel opacidade de filmes de isolado protéico
de frango e nanoargilas.

Variavel Coeficiente p*
Constante 48,69 0,01
Linear IP 6,94 0,00
Glicerol -7,22 0,01
MMT 6,04 0,01
Interacdo IPxG -4,24 0,01
| Xx MMT 4,34 0,01
G x MMT -2,72 0,03

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca.

A equacdo a seguir descreve a opacidade prevista pelo modelo em funcdo das
variaveis codificadas, que contem apenas os termos significativos.
Opacidade = 48,69 + 6,941P -7,22G +6,04MMT

A Tabela 12 apresenta os valores de F calculado e F tabelado, com a finalidade de
testar a se 0 modelo é preditivo. Conclui-se que o modelo é preditivo e pode-se gerar a

superficie de resposta para a variavel opacidade.



Tabela 12 - Verificacdo da validade estatistica do modelo para opacidade

SQ GL MQ F calculado
Regressao 358,109 6 59,68 8,96
Residuo 66,629 10 6,6629
Falta Ajuste 64,98 8 8,1235
Erro 1,64 2 0,820300
Total 424,7382 16

Onde: SQ: Soma Quadratica; GL: Graus de Liberdade; MQ: Quadrado Médio; F:Fisher
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As Figuras 7a e 7b apresenta a superficies de resposta da opacidade frente as

concentragdes de isolado protéico de frango, glicerol e montomorilonita.

Figura 7 - Superficie de resposta da opacidade em funcdo da concentracdo de (a)

isolado protéico e MMT (b) isolado protéico e Glicerol.

sram AW REREES

apREERAa

" oty
=
Tt

]

- =
an

(a) (b)

Diante disso, foi possivel visualizar as condicdes de opacidade em funcdo das
concentracdes de isolado protéico, montmorilonita e glicerol na Figura 7a e 7b e concluir que
a menor opacidade (13,7) se torna com quantidades maiores de MMT (0,8g), quantidade
menores de Glicerol (0,2g), e quantidade maior de isolado protéico (6g). Esse comportamento
foi diferente ao encontrado por TAVARES (2010) e NASCIMENTO et al (2013), pois
segundo eles 0 aumento da opacidade se da com o aumento de argila. Nesse caso pode ser
devido a boa diluicdo da montmorilonita junto aos outros componentes do filme.
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A Tabela 13 apresenta o coeficiente de regressdo para a variavel solubilidade, ja

considerando as variaveis significativas (p>0,05).

Tabela 13 - Coeficiente de regressao para a variavel solubilidade de filmes de isolado
proteico de frango e nanoargilas.

Variavel Coeficiente p*
Constante -172,92 0,07
Linear MMT 7,07 0,09
Quadratica IP 730,95 0,00
Interacao I X MMT 4,34 0,01
G x MMT -2,72 0,03

*p<0,1 indica variavel significativa a 90% de confianga.
A equacdo a seguir descreve o rendimento previsto pelo modelo em funcdo das
variaveis codificadas, que contem os termos significativos.
Solubilidade = -172,92 + 7,07TMMT +730,95IP?

A Tabela 14 apresenta os valores de F calculado e F tabelado, com a finalidade de

testar a adequacidade do modelo. Conclui-se que o modelo é preditivo e pode-se gerar a
superficie de resposta para a variavel solubilidade.

Tabela 14 - Verificacdo da validade estatistica do modelo para solubilidade

SQ GL MQ F calculado ~ F tabelado
Regresséo 1371,557 4 342,88917 4,92 3,9
Residuo 834,834 12 69,5695
Falta Ajuste 819,21329 10 81,9213299
Erro 15,620267 2 7,810133
Total 2206,3902 16

Onde: SQ: Soma Quadratica; GL: Graus de Liberdade; MQ: Quadrado Médio; F:Fisher

As Figuras 8a e 8b apresenta a superficies de resposta da solubilidade frente as
concentracdes de isolado protéico de frango, glicerol e montomorilonita.
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Figura 8 - Superficie de resposta da solubilidade em funcéo da concentracéo de (a) isolado
protéico e MMT (b) isolado protéico e Glicerol.
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Diante disso, é possivel visualizar as condi¢cBes de solubilidade em funcdo das
concentracdes de isolado protéico, montmorilonita e glicerol na Figura 8a e 8b e concluir que
a menor solubilidade (13,7%) se torna com quantidades maiores de MMT (0,89),
independente da quantidade de Glicerol, e quantidade menor de isolado protéico (1g).
Apresentou mesmo comportamento que NASCIMENTO (2013), onde a solubilidade foi
menor quando as concentracdes de quitosana foram menores e com a adi¢do de argila.

A partir das superficies de resposta se escolheu a melhor formulacéo para o preparo do
filme para as posteriores andlises. Diante da interpretacdo dos resultados da superficie de
resposta o filme com melhores propriedades seriam aqueles com quantidade méxima de MMT
(0,8 g/ 100 mL), menor quantidade de glicerol (0,2 g/ 100 mL), visto que sua quantidade nao
influenciou muito nas propriedades, e quantidade intermediaria de isolado (2 g/ 100 mL) para

n&o tornar o filme opaco.

5.4.3 Propriedades Estruturais

O filme com melhor formulacao determinado a partir do planejado foi caracterizado
quanto suas propriedades estruturais.
5.4.3.1 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

As Figuras 9 e 10 apresentam os espectros no infravermelho de filmes com e sem
incorporagdo de montmorilonita (MMT).
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Figura 9 — Espectroscopia no infravermelho de filmes de isolado protéico de frango sem
montmorilonita.
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Figura 10 - Espectroscopia no infravermelho de filmes de isolado protéico de frango com
montmorilonita.
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Os espectros mostram um aumento na largura das bandas de 50cm™ com incorporagéo
de MMT, podemos verificar os picos em mesmos comprimentos de ondas em ambos filmes,
porém o nimero de ondas com MMT devido ao alargamento em alguns casos parece ser

levemente menor, como no caso da regido de 3000 — 3600 cm™. Isso é bem possivel de
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acontecer devido a interacdo da cadeia dos componentes do filme com a MMT através de
pontes de hidrogénio (SLAVUTSKY et al, 2014).

-1
Picos em torno de 2800 a 2900 cm podem ser associadas aos estiramentos

assimétricos e simétricos das ligacbes C-H (dos grupos CH,e CHz)' Pode-se verificar que

estdo mais ampliados em filmes com adicdo de montmorilonita, SANTOS (2011) estudou
efeitos de diferentes argilas e verificou que todas havia este grupo funcional, pois
apresentavam picos nesta banda de aproximadamente 2800 cm™.

A Figura 10 apresenta bandas na regido de 3600-3400 cm*, correspondentes &
vibracéo de estiramento (axial) do grupo hidroxila referente a agua adsorvida entre as lamelas
da MMT. As bandas caracteristicas das ligacdes Si-O-Si foram observadas na regido entre
1150-1020 cm?, e na faixa de 945-810 cm™, correspondentes as camadas octaédricas do
alumino-silicato Si-O-Al (DELPECH et al, 2011).

O pico situado em torno de 1000 cm™ pode estar relacionado com as interagdes entre o
plastificante (grupo OH do glicerol) e a estrutura do filme (BERGO e SOBRAL, 2007).

Portanto, através da andlise espectroscopica, pdde-se observar as principais
caracteristicas estruturais dos filmes elaborados e as interagdes entre o isolado protéico e a
montmorilonita. Estes resultados sugerem que houve uma interacdo entre o IPF e MMT, as
amplitudes dos picos de filme com MMT foram maiores, apesar de ambos os filmes

apresentarem picos semelhantes.

5.4.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As Figuras 11a e 11b apresenta as microscopias eletronica de varredura para os filmes
de isolado proteico de frango sem e com incorporacdo de montmorilonita, respectivamente. E
a Figura 12 apresenta a microscopia da MMT natural, segundo SARRIER et al (2010).

Microscopia eletronica de varredura pode ser usada para avaliar a homogeneidade dos
filmes, a estrutura da camada, poros, rachaduras e lisura de superficie (BILBAO-SAINZ et al,
2010).
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Figura 11 - MEV de filmes de isolado protéico de carne mecanicamente separada de frango
(a) sem adicdo de montmorilonita (b) com adicdo de montmorilonita

Fonte: SARRIER et al, 2010.

Figura 13 - MEV de filmes de isolado protéico de carne mecanicamente separada de frango
com adicdo de montmorilonita com aumento de 3000x
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Na microscopia eletronica de varredura com aumento de 10000 vezes, apresentada na
Figura 11 pode-se notar a diferenca na morfologia dos filmes. Na Figura 11a notamos uma
estrutura compacta e homogénea, o que demonstra a interacdo da proteina com o plastificante,
diferente da Figura 11b que na presenca de MMT apresenta em sua estrutura granulos, o que
representa aglomerados da nanoargila MMT.

A micrografia 13 mostra particulas em formato de granulos nao uniformes, pequenas e
bem separadas em diferentes partes, porém estas ndo se apresentam em forma de esferas, que
segundo SARRIER et al (2010), é o formato da MMT natural (Figura 12). Estas mudangas
estdo diretamente relacionadas a intercalacdo e adsor¢do da proteina e plastificantes com a
montmorilonita.

Estas descontinuidades, na estrutura do filme, poderiam proporcionar a formacéo de
vias preferenciais para difusdo do vapor de agua, o que explicaria a maior permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) do filme (BODINI, 2011), porém neste caso ndo houve influencia da
MMT na PVA dos filmes.

5.4.3.3 Difracdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas dos filmes a base de isolado protéico de CMSF estdo apresentados
na Figura 14. E possivel observar que os espectros sdo diferentes, sugerindo a presenca de

estruturas distintas nas diferentes camadas do filme.

Figura 14 - DRX de filmes de isolado protéico de CMSF sem montmorilonita (branco) e com

montmorilonita (filme ativo).
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Pode-se notar que o filme nanocompoésito com a presenca de MMT apresenta picos,
que representam fases cristalinas segundo JESUS e MACEDO (2010), em que o filme sem
MMT néo apresenta. Isso se deve ao fato de que quando a irradiagdo incide a camada
superficial do filme com montmorilonita possui um reflexo da irradiacdo incidida,
representando um filme amorfo, provavelmente devido a sua composicdo, este potencial
depende fortemente do substrato. MOURA et al (2009) também analisaram DRX em filmes
finos calcogénios e observaram que os filmes sdo majoritariamente amorfos, apresentando
indicios de oxidacdo. Essa oxidacdo ndo € vantajosa, pois caso o filme seja oxidado,ha grande
indicio de oxidar o produto embalado também.

O pequeno pico proximo a 20° no filme ativo nanocompésito com MMT é
caracteristico da fase cristalina de polimeros (PATTABI, AMMA e MANZOOR, 2007). E os
demais picos entre 20 e 40° e 40 e 60° seqgundo FERNANDES et al (2009) correspondem a
reflexdo de estruturas de minerais podendo ser zinco ou ferro que sdo mais evidentes em
filmes nanocompdsitos devido a composi¢do da montmorilonita.

Segundo SLAVUTSKY et al (2014) em sua amostra sem MMT também ndo obteve

picos, indicando que ndo apresentou indicativo de estrutura cristalina.

5.4.3.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A Figura 15 e 16 apresentam as curvas de calorimetria diferencial de varredura para os
filmes de isolado proteico de frango sem e com incorporacdo de montmorilonita,

respectivamente.

Figura 15 - DSC de filmes de isolado protéico de frango sem montmorilonita
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Figura 16 - DSC de filmes de isolado protéico de frango com montmorilonita

DsC Temp
W

-292.58mJ

-81.280ig

Time min]

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € utilizada para caracterizar as
propriedades térmicas das proteinas, incluindo a desnaturagdo (YONGSAWATDIGUL e
PARK, 2003). O pico de desnaturacdo do isolado protéico de frango foi observado em 20 °C.

Estes graficos permitem observar as transicdes de fase do material. Podemos verificar
primeiramente que a partir de 5 min uma reacdo comeca ocorrer, devido 0 abaixamento de
temperatura, gerando um pico que pode ser observado nas figuras 15 e 16, de uma reagdo
exotérmica, ou seja, ao longo do tempo houve liberacdo de calor.

A liberacdo de calor no filme controle foi AH= -72,63J.g" e no filme com
montmorilonita AH= -81,28J.g" em solubilizacéo alcalina em pH 11,0. Segundo LEE et al
(2007) a entalpia diminui com o acréscimo do pH da solucdo, porque a estrutura da proteina
desenrola com o distanciamento do pH do ponto isoelétrico durante o processo de
solubilizacdo (pH alcalino). Segundo WANG et al (1999) quando AH apresenta valores
préximos a zero, indica que as proteinas estdo completamente desnaturadas, nesse caso
podemos dizer que o IPF foi desnaturado devido ao valor de AH ter dado abaixo de zero.

A partir da Figura 15 e Figura 16 pode-se verificar que com a adigdo da
montmorilonita a curva se manteve com menos variacdes, esses dados sugerem que houve

uma estabilidade térmica maior neste filme.
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5.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes com montmorilonita e Oleo
essencial de 6regano

Os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes realizada pelo
método de disco difusdo, com e sem incorporacdo de montmorilonita e 6leo de orégano estéo
apresentados na Figura 17 e 18.

Apds a multiplicacdo dos micro-organismos, observou-se que os discos de filme com
montmorilonita e 6leo essencial de 6regano em diferentes concentracdes ndo foi capaz de
formar halo inibitorio devido ao desenvolvimento microbiano néo ter sido uniforme em torno

de toda a placa, mas foi possivel ver diferenga na inibicao entre os diferentes antimicrobianos.

Figura 17 - Atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de frango com e

sem incorporacdo de agentes antimicrobianos frente a Listeria monocytogenes J11.

(a)inibicdo pelo filme incorporado com 1,2 % de montmorilonita; (b) inibicdo pelo filme sem incorporagdo de agente antimicrobiano; (c)
inibigao pelo filme incorporado com 0,8 % de montmorilonita; (d) inibico pelo filme incorporado com 1,2 % de 6leo de 6regano (e) inibicéo

pelo filme sem incorporacéo de agente antimicrobiano (f) inibi¢éo pelo filme incorporado com 0,8% de 6leo de orégano.
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Figura 18 - Atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de frango com e
sem incorporacao de agentes antimicrobianos frente a Salmonella Enteretidis.

(a) inibicdo pelo filme incorporado com 1,2 % de montmorilonita; (b) inibicdo pelo filme sem incorporagdo de agente antimicrobiano; (c)
inibigdo pelo filme incorporado com 0,8 % de montmorilonita; (d) inibigdo pelo filme incorporado com 1,2 % de 6leo de 6regano (e) inibigao

pelo filme sem incorporacéo de agente antimicrobiano (f) inibicdo pelo filme incorporado com 0,8% de dleo de orégano.

Os filmes com montmorilonita (17a;17¢;18a;18c) nessa matriz polimérica ndo possuiu
atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos Salmonella Enteretidis e Listeria
monocytogenes, em ambas concentracdes de solucao.

CORTEZ-VEGA et al (2013), encontraram inibicio de micro-organismos
psicrotréficos, bolores e leveduras com adicdo desta em uma matriz de isolado protéico de
corvina, porém é importante lembrar que segundo PINHEIRO et al (2010), a funcionalidade e
o comportamento dos filmes dependem principalmente das suas propriedades mecanicas e de
transporte, que por sua vez dependem da composicdo do filme, do seu processo de formacéo e
do método de aplicacdo no produto.

Porém os filmes com o6leo essencial de orégano (17d;17f;18d;18f) apresentaram
inibicdo, sendo que em torno do filme e até sobre ele ndo houve multiplicacdo de ambos
micro-organismos, diferente do comportamento de filmes com montmorilonita. Além disso,
pode-se verificar que filmes com 1,2% de 6leo que apresentaram inibicdo eficiente.

O 6leo essencial de orégano ja possui sua atividade antimicrobiana comprovada por
outros autores, Carvacrol , timol , ¢ — terpineol e p — cimeno sdo 0s constituintes mais ativos
do 6leo de dregano, gerando o amplo espectro de propriedade antimicrobiana (BURT, 2004;
LAMBERT ET AL, 2001; ROCHA-GUZMAN et al, 2007).

Os resultados obtidos também demonstraram que os filmes controle (17b; 17e; 18b;

18e) ndo promoveram inibicdo na multiplicacdo dos micro-organismos testados. Segundo
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PEREZ et al (2011) filmes controles, sem adi¢o de antimicrobianos, ndo apresentaram efeito
inibitério em qualquer micro-organismo testado.

A adicdo de agentes antimicrobianos e 0 método de formacao de filmes pode alterar as
propriedades mecénicas de filmes, as propriedades antimicrobianas e fisicas de filmes de
proteina devido ao comportamento destes com o0s VArios agentes antimicrobianos
(SAYANJALI, GHANBARZADEH e GHIASSIFAR, 2011). Outros fatores podem interferir
nos resultados antimicrobianos obtidos através de métodos de difuséo e diluicdo: condigdes de
cultivo (tempo de incubagéo, temperatura, taxa oxigénio), meio de cultura, concentracdo das
substancias testadas, dispersdo e emulsificagdo dos agentes utilizados (RIOS ¢ RECIO, 2005).

Portanto, pode-se dizer que neste caso a difusdo do filme, ou seja, a “emulsificagdo”
de isolado protéico de frango com a montmorilonita (MMT) ndo foi tdo eficiente quanto com

0 6leo essencial de orégano, que possui mais afinidade de interagcdo com proteina.

5.6 Aplicacdo do filme em figado com 6leo essencial de éregano

5.6.1 Firmeza

A Tabela 15 apresenta os valores de firmeza (N) em amostras de figado de frango
usando diferentes revestimentos.

Tabela 15 — Firmeza (N) para carne de figado de frango armazenado a 4 + 1 °C durante 12

dias.
Tempo (Dias) T1* T2*
0 7,04 + 0,229 7,04 + 0,229
2 731+0,17 7,46 + 0,80
4 7,81 +0,16%¢ 7,89 +0,31¢
6 7.92 +0,24° 8,03 +0,13¢
8 9,08 + 0,46° 11,25 + 0,24°
10 16,17 + 0,22° 17,58 + 0,12°
12 2234 +0,182 27,11 +0,122

*Meédia dos resultados da triplicata + desvio padréo
T1: figado embalado com filme constituido de glicerol, IPF e dleo essencial de orégano; T2: figado embalado com filme constituido de

glicerol e IPF.
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Pode-se observar que a partir do primeiro dia de armazenamento j& houve diferenca
significativa na firmeza em ambos tratamentos. Ao longo dos dias de armazenamento houve
aumento na firmeza da carne, provavelmente devido sua desidratacdo parcial na superficie, o
que leva uma superficie mais abrasiva (GORNY et al, 2000).

Pode-se verificar também que ndo houve diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos, mas o0 aumento da firmeza foi mais acentuado no tratamento sem adi¢é@o do 6leo
essencial de orégano, comprovando que o antimicrobiano adicionado influenciou menos na

desidratacéo do figado.

5.6.2 Cor

A Figura 19 mostra os valores de luminosidade, para as amostras de figado de frango

usando revestimentos diferentes.

Figura 19 - Efeito do 6leo essencial de orégano e IPF na luminosidade (L*) de figado de
frango armazenado a 4 + 1 oC durante 12 dias. T1: figado embalado com filme constituido de glicerol, IPF e dleo

essencial de orégano; T2: figado embalado com filme constituido de glicerol e IPF
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Valores de luminosidade (L*) diminuiram a partir do primeiro dia de armazenamento
para ambos os tratamentos. O tratamento T2 apresentou 0 maior escurecimento (33,75%),
qguando comparado com a outra amostra com proteina isolada de frango e 6leo essencial de
orégano, T1 (28,65%). DU et al (2011) relatam que a adi¢do de 6leo de orégano em filmes

podem mudar sua cor natural.

Figura 20 - Efeito do 6leo essencial de orégano e IPF no Chroma a* de figado de frango
armazenado a 4 + 1 °C durante 12 dias. 1. figado embalado com filme constituido de glicerol, IPF e 6leo essencial de

orégano; T2: figado embalado com filme constituido de glicerol e IPF.
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Figura 21 - Efeito do 6leo essencial de orégano e IPF no Chroma b* de figado de frango
armazenado a 4 + 1 °C durante 12 dias. 1. figado embalado com filme constituido de glicerol, IPF e 6leo essencial de

orégano; T2: figado embalado com filme constituido de glicerol e IPF.
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Como pode ser observado na Figura 20, os valores de a * aumentaram ao longo dos
dias de armazenamento, enquanto que o tratamento controle (T2) teve maior acréscimo em

relacdo ao outro tratamento nos 12 dias de armazenamento, apresentando um escurecimento
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mais alto. O tratamento T1 apresentou 0 menor escurecimento durante o armazenamento,
indicando um efeito positivo do 6leo esencial de 6regano.

Os valores de b *, apresentados na Figura 21, aumentaram para ambos 0s tratamentos
desde o primeiro dia de armazenamento, apresentando diferenca entre eles a partir do segundo
dia. Este aumento indica uma tendéncia para uma cor mais amarelada e, portanto, maior
escurecimento. O tratamento T1 apresentou menor escurecimento quando comparadas com
T2.

DU et al (2011) relatam que filmes adicionados com diferentes déleos essenciais
aumentaram os parametro a* e b* quando aplicados em macas. DIAS et al (2013) indicaram
que a carne de frango no tempo zero aplicada com filme antimicrobiano de nanotubos de
carbono obteve coloracdo mais leve e com o passar do tempo adquiriu a cor vermelha (a*) e

amarela (b*).

5.6.3 Perda de Massa

A carne de figado foi embalada com dois tratamentos, tratamento 1 (T1): filme com
glicerol, IPF e 6leo essencial de orégano e tratamento 2 (T2): filme com glicerol e IPF. Ap6s
o0s 12 dias de armazenamento ambos os tratamentos tiveram perda de massa a partir do 4° dia,
sendo que o T1 obteve 42,2% de perda de massa e 0 T2, 46,6% de perda de massa. A amostra
controle (T2) mostrou que teve maior perda de massa do que o tratamento com
antimicrobiano.

QI et al (2011) e CORTEZ-VEGA et al (2013), tiveram perda de peso em macas
guando revestidas com filmes de quitosana e isolado protéico de pescado com MMT,
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com o presente trabalho, pois a amostra de
controle apresentou maior perda de peso do que a amostra revestida com isolado protéico de

frango e 6leo essencial de orégano.

5.6.4 Anélise antimicrobiana
A Figura 22 apresenta o desenvolvimento de micro-organismos psicrotroficos em

figado de frango armazenados por 12 dias.
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Figura 22 - Crescimento de micro-organismos psicrotroficos em figado de frango
armazenados a4 + 1 OC por 12 dias. T1: figado embalado com filme constituido de glicerol, IPF e dleo essencial de

orégano; T2: figado embalado com filme constituido de glicerol e IPF.
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Na Figura 22 podemos observar que houve um aumento na populacdo de micro-
organismos psicrotréficos para o T2 do 2° ao 12° dia de armazenamento, em relacdo a
amostra embalada com filmes antimicrobianos. Este aumento ndo apresentou valores altos
de crescimento microbiano na amostra.

Entretanto, a partir do 2° dia de armazenamento o T1 houve reducdo de multiplicacéo
de micro-organismos em relacdo ao tempo zero, e deste dia em diante a inibicdo
permaneceu constante. A reducdo foi de 1,2 unidades logaritmicas de patdgenos, sendo
que KHANJARI, KARABAGIAS e KONTOMINAS (2013) verificaram que as
embalagens de filmes incorporado com éleo de orégano, resultaram na mesma reducao
que este trabalho, 1,2 log UFC.g™" na reducdo de L. monocytogenes em filés de peito de
frango, ja OUSALLAH et al. (2004) relataram uma reducdo de 0,95 log de Pseudomonas
spp. em musculo de carne, revestido com filmes a base de proteinas de leite incorporados
com 1% (p/v) bleo de orégano, apés 7 dias de armazenamento a 4 °C.

Portanto, podemos verificar que o filme antimicrobiano (T1) obteve 1,5 log UFC.g™
menor que o filme controle (T2) nas amostras de figado de frango. Estes resultados
comprovam que filme a base de isolado protéico de frango incorporado com oOleo

essencial de orégano foi eficaz contra o controle de micro-organismos psicrotréficos.
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6. CONCLUSOES

Através da producdo de isolado protéico utilizando carne mecanicamente separada de
frango se obteve um produto de maior valor agregado que a matéria-prima, concentrando a
proteina a 80% e reduzindo a percentagem de gordura a 5,3% e ainda como alternativa é
possivel utiliza-lo para a producdo de filmes protéicos.

Foi possivel obter filmes nanocompositos com propriedades fisicas melhoradas a partir
de isolado protéico de frango com adi¢cdo de montmorilonita. Verificou-se que a elongagéo e a
permeabilidade de vapor de &gua dos filmes ndo foram afetados pelas varidveis estudadas no
experimento (isolado protéico de frango; glicerol; montmorilonita), mas outras propriedades
sim. A menor solubilidade e opacidade e maior resisténcia a tracdo dos filmes ocorreram em
alta concentracdo de montmorilonita (0,8 g.100 mL™), baixa de glicerol (0,2 g.100 mL™),
intermediéria de isolado proteico de frango (2 g.100 mL™) e tratamento térmico a 70 °C.

Quanto a atividade antimicrobiana dos filmes, a montmorilonita ndo apresentou
propriedade antimicrobiana nesta matriz protéica estudada de isolado protéico de frango,
porém com adicao de 1,2% de 6leo essencial de orégano obteve-se inibicdo frente aos micro-
organismos Listeria monocytogenes e Salmonella Enteretidis

A aplicacdo do filme constituido de isolado protéico de frango, glicerol e 6leo
essencial de orégano foi capaz de aumentar a vida util de figado de frango, inibindo até 1,5
Log.UFC.g™" de micro-organismos psicrotréficos, em comparagdo com o filme controle, ou
seja, sem adicdo de 6leo essencial de orégano. Quanto as propriedades firmeza, cor e perda de

massa, estas também foram menos alteradas em filmes antimicrobianos.
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APENDICES

Apéndice 1 - Teste de difusdo de disco

(a) corte asseptico dos filmes; (b) Discos dos filmes incorporados com agentes

antimicrobianos, com swab em placas com &gar Miller ilton

Apéndice 2 - Aplicacdo do filme em middos de frango (figado)

(a) miudos de frango embalado em filme antimicrobiano e filme controle ; (b) mitdos de
frango embalados e armazenados sob refrigeracédo; (c) mitdo de frango retirado da

embalagem.

Apéndice 3 - Analise da contagem

(@) bancada com material para desenvolvimento do trabalho; (b) placas
incubadas na estufa a 20°C; (c) placa para contagem de micro-organismos

psicrotréficos do 4° dia.



