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RESUMO

GALINDO, Marcella Vitoria. Filmes biodegradaveis de gelatina e quitosana com
adicdo de dleos essenciais na conservacao de presunto embalado a vacuo. 2017. 51
f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos) — Universidade
Tecnoldgica Federal do Parani (UTFPR), Londrina, 2017.

Devido ao grande impacto que as embalagens produzidas de petréleo e derivados
causam ao meio ambiente, faz-se necessario a pesquisa de novos materiais
biodegradaveis que possam ser utilizados como embalagens em alimentos para
auxiliar na manutencéo das caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais
dos mesmos. Neste contexto surgem as embalagens produzidas a partir de
polissacarideos, proteinas e/ou lipideos, que s&o obtidos naturalmente em larga
escala na natureza. Este trabalho teve por objetivo produzir filmes ativos
biodegradaveis de gelatina e quitosana com a incorporacédo de 0Oleos essenciais de
orégano e alecrim e aplicar na conservacdo de presunto fatiado selado a vacuo
armazenado sob refrigeracdo durante 35 dias. Nos filmes foram determinadas as
propriedades mecénicas, a permeabilidade ao vapor de &agua e a atividade
antimicrobiana e antioxidante. Para avaliar se os filmes foram eficazes na
conservacao do presunto, realizou-se analises microbiologicas de bactérias laticas e
aerobios mesofilos totais, pH, oxidacdo lipidica e cor. Com relacdo a contagem de
mesofilos ndo verificou diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto, para
a contagem de bactérias laticas somente o presunto com filme de orégano
apresentou baixa contagem (< 10 UFC/g) durante o tempo de 35 dias e isso também
pode estar relacionado com o maior pH que apresentou em comparagdo com 0S
demais tratamentos. Os filmes auxiliaram na manutencdo da oxidacao lipidica do
presunto durante os 15 dias de armazenamento. A coloracdo vermelha do presunto,
verificada pelo parametro a*, apresentou leve reducdo nas amostras de filme
contendo 6leo de orégano e alecrim e pode estar relacionada com a oxidacdo da
mioglobina. Com este trabalho, foi possivel produzir filmes biodegradaveis de
gelatina e quitosana adicionados de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana e
antioxidante que auxiliaram na manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do produto, tornando-se uma alternativa na preservacao de presunto
fatiado.

Palavras-chave: Polimeros. Rosmarinus officinales. Origanum vulgare. Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

GALINDO, Marcella Vitoria. Filmes biodegradaveis de gelatina e quitosana com
adicdo de dleos essenciais na conservacao de presunto embalado a vacuo. 2017. 51
f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos) — Universidade
Tecnoldgica Federal do Parani (UTFPR), Londrina, 2017.

Due to the large environmental impact caused by packaging made of petroleum
and its derivate, it was found necessary to research new biodegradable materials to
be applied as packaging on food aiming the maintenance of its physico-chemical,
nutritional and sensitivity characteristics. In this context, it is emerging biodegradable
packaging, which may be produced from polysaccharides, proteins and/or lipids, all
naturally obtained in large scale in the nature. This work objective was to produce
and apply biodegradable films based on gelatin and chitosan incorporated with
oregano and rosemary essential oils, as antimicrobial and antioxidant
packaging on vacuum-sealed sliced ham refrigerated for 35 days. It was determined
mechanical properties, water vapor permeability and both antimicrobial and
antioxidant properties of the films. To evaluate
films efficacy it was run mesophilic aerobes and lactic bacteria analysis, as well
as pH, lipid oxidation and colour analysis. Regarding to mesophilic aerobes counting
it was not verified significant difference amongst all treatments. However, for lactic
bacteria counting, only the ham with oregano film presented low count (<10 UFC/qg)
during all 35 days test, which may be related with the low pH showed when
compared with the other treatments. The films aided lipid oxidation maintenance
during all 15 days of storage. The reddish colour showed by the ham, verified by that
a* parameter, presented low reduction for oregano and rosemary films, which may be
related with mioglobina oxidation. With this work it was possible to produce
biodegradable films based on gelatin and chitosan incorporated with essential oils
with antimicrobial and antioxidant properties that helped to maintain microbiological
and physico-chemical properties for the product, raising up as an alternative to
preserve sliced ham.

Keywords: Polymers. Rosmarinus officinales. Origanum vulgare. Antimicrobial
activity.
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1 INTRODUCAO

O grande problema enfrentado pela industria de alimentos é a forma de
manejo durante o transporte e armazenamento, a contaminacdo microbiana e o
amadurecimento precoce de frutas e os residuos sélidos gerados pelas embalagens
de polimeros sintéticos (LOREVICE; MOURA; MATTOSO, 2014). Uma das solu¢des
para amenizar estes problemas é a producéo de filmes biodegradaveis ativos, que
vem ganhando vasta importancia, visando a necessidade do cliente que busca o
armazenamento de alimentos com qualidade, com elevada vida de prateleira e
menor impacto ambiental (SHOGREN; BAGLEY, 1999).

Os filmes biodegradaveis ativos podem ser incorporados com Oleos
essenciais ou qualquer substancia bioativa que interaja diretamente com o0s
alimentos, conferindo-lhe aspectos sensoriais e nutricionais desejaveis (AZEREDO;
FARIA; AZEREDO, 2000). Filmes a base de proteinas e polissacarideos com adicéo
de 6leos essenciais tém sido reportados como materiais com baixa permeabilidade
ao oxigénio e luz (LIU; KERRY; KERRY, 2006; KANATT; CHANDER; SHARMA,
2008; TONGNUANCHAN et al., 2015).

A gelatina tem sido utilizada na producéo de filmes, sendo um biopolimero
amplamente utilizada na area farmacéutica e de alimentos, e € obtida a partir da
desnaturacao do colageno, que € o principal constituinte de ossos e pele de bovinos,
suinos e pescados (GOMEZ-ESTACA et al., 2010). Entretanto, sua utilizacdo é
restrita pelo carater hidrofilico e consequentemente por possuir baixa barreira ao
vapor de agua (CHIOU et al., 2008).

Uma solucdo para amenizar as propriedades hidrofilicas da gelatina é a
realizacdo de blendas com outros polimeros, como a quitosana, que € obtida a partir
da desacetilacdo da quitina, que € um polissacarideo natural abundante na natureza
com vasta aplicacdo na producdo de filmes biodegradaveis. E encontrada em
carapacas de crustaceos (caranguejo, lagosta e camardes) e insetos, podendo ser
produzida também por fungos (ABDOU; NAGY;;ELSABEE, 2008) (ELSABEE;
ABDOU, 2013). Adicionalmente, possui grande potencial para ser utlizada na
producdo de embalagens alimenticias e como veiculo para liberacdo controlada de

aditivos, uma vez que pesquisas indicam que apresentam boas propriedades
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antimicrobianas frente aos microrganismos deteriorantes de alimentos (RAVI-
KUMAR, 2000) (LOREVICE; MOURA; MATTOSO, 2014).

Diversos autores relatam a utilizacdo de Oleos essenciais de orégano
(Origanum vulgare) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em alimentos, pois
apresentam propriedades antimicrobianas e antioxidantes significativas e s&o
considerados seguros para consumo humano. A utilizagdo de 6Oleos essenciais na
producao de filmes ativos a base de gelatina e quitosana € de grande interesse, pois
apresentam carater hidrofobico e diminuem a afinidade dos filmes com a agua. Outro
aspecto a considerar € que a adicdo direta de 6leos essenciais em alimentos pode
modificar as propriedades sensoriais, pois possuem sabor e aroma pronunciados. J&
a incorporacao dos oleos nos filmes permite a sua liberacdo controlada, difundindo
gradativamente para o alimento (GOMEZ-ESTACA et al., 2010; MELO, 2010)
(BONILLA; SOBRAL, 2016; PAGNO, 2016).

Neste contexto, este trabalho foi dividido em duas etapas. A primeira
consistiu na producdo de filmes de gelatina e quitosana adicionados de Oleos
essenciais e na caracterizacdo quanto as propriedades mecanicas, propriedades de
barreira ao vapor de &gua, atividade antimicrobiana e antioxidante. Na segunda
etapa, os filmes foram aplicados na conservacdo de presunto embalados a vacuo e
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas durante o

armazenamento refrigerado.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver filmes ativos de quitosana e gelatina incorporados com 06leo
essencial de alecrim e orégano e aplica-los na conservacgao de presunto embalado a

Vacuo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir filmes biodegradaveis de quitosana com gelatina pela técnica de
casting com adicdo de 6leo essencial de alecrim e orégano.

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos filmes ativos.

e Analisar as propriedades mecanicas, a permeabilidade ao vapor de 4gua, a
umidade e a solubilidade dos filmes ativos.

e Aplicar os filmes na conservacgéo de presunto fatiado embalado a vacuo.

e Avaliar as propriedades fisico-quimicas e microbiologicas do presunto durante

0 armazenamento refrigerado.
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3 FILMES BIODEGRADAVEIS

Filmes e coberturas comestiveis biodegradaveis geralmente sdo produzidos
utilizando-se como matéria-prima polissacarideos, proteinas e/ou lipideos. Os filmes
sdo formados sobre suportes e depois aplicados como envoltério de alimentos,
enquanto que, as coberturas sao formadas diretamente na superficie do alimento
(GENNADIOS; WELLER, 1994).

Os filmes biodegradaveis tém a mesma funcdo dos filmes usados como
embalagem, protegem o0s alimentos contra agentes externos e proporcionam
barreira contra a permeabilidade de agua, gases e luz. Podem ser utilizados como
carregadores de substancias bioativas para a protecdo dos alimentos que serao
acondicionados, conferindo manutencdo de textura e seguranga durante o seu
armazenamento (SHOGREN; BAGLEY, 1999).

A utilizacdo dos biopolimeros dependera da sua disponibilidade, custo,
propriedades de barreira, propriedades mecanicas, funcionais e sensoriais, e das
condicbes em que os filmes serdo armazenados, interferindo diretamente na sua
integridade por conta da sua estrutura quimica (CUQ et al., 1995).

Para a producdo dos filmes biodegradaveis € necessario que os biopolimeros
constituintes da matriz apresentem boas interacbes entre si e sejam continuos
(GONTARD; GUILBERT, 1996). Além dos biopolimeros, para a confeccdo dos filmes
faz-se uso de plastificantes que os tornardo mais flexiveis (SHIH, 1996). Varios
autores estudaram proteinas miofibrilares e polissacarideos indicando que séo bons
componentes de matriz, uma vez que filmes de proteinas apresentam melhores
propriedades mecanicas do que os de polissacarideos, porém, os filmes de
polissacarideos sdo melhores barreiras contra gases e a mistura dos dois
biopolimeros tornam os filmes com outras caracteristicas (CUQ et al., 1995).

Filmes a base de proteinas (gelatina e colageno, zeina, glaten) e/ou
polissacarideos (celulose, quitosana, gomas) possuem carater hidrofilico e estéao
suscetiveis a variagdo de suas propriedades funcionais quando expostos a
ambientes com alta umidade relativa (SHIH, 1996), devendo-se fazer uso de
substancias que confiram carater hidrofébico aos filmes, como por exemplo os
lipideos que auxiliam na diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua, porém

estas substancias lipidicas conferem certa opacidade aos filmes, além de torna-los
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mais rigidos como os lipideos, diminuindo a permeabilidade ao vapor de &gua,
entretanto torna os filmes opacos e mais quebradicos (GALLO et al., 2000).

A importancia da determinacdo das propriedades mecanicas dos filmes esta
relacionada com a capacidade em que eles tém de se comportar frente aos
ambientes de estocagens alimenticias, transporte e acondicionamento. Filmes com
propriedades mecéanicas deficientes causam problemas associados a seguranga dos
alimentos e consequentemente aos consumidores, e perdas econdémicas para 0S
fabricantes. As propriedades de tracdo constituem a resisténcia a deformacédo das
embalagens no alongamento quando se é aplicado a tracdo. O teste de perfuracéo
apresenta a capacidade que o filme tem de se comportar frente a produtos
acondicionados que sejam pontiagudos e possam danificar o material
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

Os alimentos em geral sdo suscetiveis a deterioracao pelo ganho ou perda de
umidade para o ambiente, perdendo a crocancia ou a maciez, como por exemplo,
biscoitos e paes, respectivamente. Para tais produtos as embalagens devem atuar
como barreira ao vapor de agua e assegurar certa estabilidade para o
acondicionamento seguro e de qualidade ao alimento. Portanto a composi¢cédo dos
filmes influencia diretamente a qualidade do alimento acondicionado
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

3.2 QUITOSANA

A quitosana é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, ficando
atras apenas da celulose. E obtida a partir da desacetilagdo da quitina, composta por
unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose
unidas por ligacdes do tipo B (1-4). O grupo amino (NH2) presente em sua estrutura,
guando em meio acido, apresenta cargas positivas devido a sua protonacao (NHs*).
Geralmente € encontrada em exoesqueletos de crustaceos e insetos, podendo ser
produzida também por fungos (Aspergillus niger, Mucor rouxii € Penicillium notatum)
(ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008; ELSABEE; ABDOU, 2013). Na Figura 1 é

possivel observar a estrutura da cadeia de quitina e quitosana.
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Figura 1: Estrutura quimica da cadeia de quitosana
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Fonte: RAVI-KUMAR, 2000.

A quitosana tem sido reportada como um polimero ndo-toxico, biodegradavel,
biocompativel, com propriedades funcionais, potencial antimicrobiano e antioxidante,
sendo muito utilizada na indastria de alimentos, na area biomédica, farmacéutica, e
para liberac@o controlada de farmacos e substancias bioativas. Em fungéo da sua
estrutura quimica, a quitosana se torna uma excelente alternativa para ser utilizada
como base na producdo de nanoparticulas, microparticulas, hidrogeis, particulas,
embalagens e filmes biodegradaveis (RAVI-KUMAR, 2000; YUAN; CHEN; LI, 2016).

As embalagens de alimentos possuem como matriz polimeros provenientes
de petrdleo, e a quitosana, por ser biodegradavel, se torna uma alternativa para a
diminuicdo dos impactos ambientes gerados pelos residuos sdlidos, e possui
atividade antimicrobiana contra varios microrganismos patégenos e deteriorantes,
uma vez que, devido as suas cargas positivas, ela interage nas cargas anibnicas da
membrana celular dos microrganismos impedindo que os mesmos se desenvolvam,
aumentando a vida util dos alimentos, mantendo suas caracteristicas sensoriais com
qualidade e seguranca, e consequentemente diminui os desperdicios (DUTTA et al.,
2009).

Alguns estudos utilizaram matrizes de quitosana e gelatina para producédo de
filmes e obtiveram bons resultados de barreira ao oxigénio, 4gua e luz. A juncéo dos
dois biopolimeros esta sendo muito utilizada para producdo de embalagens
alimenticias por serem biodegradaveis e amplamente encontrados na natureza
(GOMEZ-ESTACA et al., 2010; HOSSEINI et al., 2013; JRIDI et al., 2014; HOSSEINI
et al., 2015)
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3.3 GELATINA

A gelatina € uma proteina linear resultante da desnaturacdo do coldgeno de
origem bovina, suina e de pescados, por hidrolise em meio acido ou meio alcalino,
por meio da quebra das cadeias de tripla-hélices. Existem dois tipos de gelatina: tipo
A e tipo B, que séo diferentes no tipo de preparacdo especifica. Tipo A é
previamente tratada com &cido antes da desnaturacdo com pl de 7-9, e tipo B é
tratada com substancias alcalinas, obtendo-se um pl em torno de 4,6 - 5,2
(STAINSBY, 1987 apud KARIM e BHART, 2009).

A gelatina encontra-se cristalizada com coloragdo amarelo-palha (BIGI et al,
1998), é solivel em &gua quente e insolivel em &gua fria. E uma proteina de
digestao facil e possui varios aminoacidos, menos o triptofano, além de fazer parte
da composicdo de tecidos conectivos de animais. E constituida de prolina,
hidroxiprolina e glicina, ndo-toxica, biodegradavel e de baixo custo. De acordo com a
Fgura 2, é possivel observar a estrutura quimica da cadeia de gelatina. As moléculas
de gelatina sao constituidas de sequéncias triplas de glicina-X-Y, sendo X a prolina e
Y, hidroxiprolina, que sédo responsaveis pela formacdo de géis, retendo agua nas
regides de tripla hélices que serdo formadas (POPPE, 1987 apud BERTAN, 2003).

Figura 2: Estrutura quimica da gelatina

CHy CHOMH
THz CH2 CHy CHa
IC_Hz N e CH NH CH2 NH N...CH
CO-NH €O CO CH-CO-NH €0 GCH-CO co
| |
A R
Glycing  Proline Y Glycine X Hydroxypeoline

Fonte: POPPE, 1987 apud BERTAN, 2003

A gelatina é uma proteina muito utilizada para formacéo de filmes comestiveis
de vegetais e como agente encapsulante de substancias bioativas e alguns autores
utilizaram gelatina afirmando ser uma boa matriz contra gases (02 e CO»)
(KROCHTA; MULDER-JOHSTON, 1997).
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Tongnuanchan et al., (2015), produziu filmes a base de gelatina com a
incorporacdo de Oleo de palma livre e obteve resultados satisfatérios em relacéo a
propriedade de barreira a agua, onde com o incremento da substancia hidrofobica,
diminuiu significativamente a passagem de agua pelo filme.

GoOmez-Estaca et al. (2009) estudou as propriedades de filmes de gelatina
com a adicao de extrato aquoso de orégano e alecrim e observou que a adi¢cdo dos
extratos ndo alterou as propriedades de permeabilidade ao vapor de agua, tornando-

se semelhante ao filme controle que ndo possuia extrato vegetal.

3.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais sdo substancias naturais que desempenham funcéo de
protecdo em plantas e utilizados como condimentos e flavorizantes em alimentos,
sendo reconhecidos como GRAS (Generally recognized as Safe) para o consumo
humano. S&o conhecidos também como Oleos volateis de estrutura complexa de
substéancias lipofilicas e odoriferas (CRAVEIRO; MACHADO, 1986; BURT, 2004).

Sao extraidos de diversas plantas em diferentes lugares (flor, semente, raiz)
por diversas técnicas por exemplo, extracao por solventes, destilagdo a vapor, sendo
este Ultimo o mais utilizado em escala de producdo comercial, por apresentar 93%
de extracdo, e mais barata quando comparada com métodos mais avancados como
extracdo com fluidos supercriticos (MASANGO, 2005) e ser uma técnica
relativamente simples que nao utiliza solventes toéxicos, por exemplo éter e hexano.
A destilacdo por arraste de vapor de agua fundamenta-se pelo arraste de agua em
um sistema fechado, onde este vapor quando em contato com a amostra, ocasiona a
guebra da estrutura celular da planta liberando os compostos aromaticos (6leos
essenciais) (PERINEAU; GANOU; VILAREM, 1992).

Alguns Oleos essenciais possuem naturalmente atividade antioxidante e/ou
antimicrobiana, que dependem das propriedades quimicas da planta, fonte em que o
Oleo foi extraido e método ou solvente utilizado na extracdo. Os principais
componentes responsaveis por estas caracteristicas sao terpenos, terpenos
oxigenados, aldeidos, cetonas, alcoois e fendis (BAKKALI et al., 2008). Entretanto,

0s Oleos essenciais sédo constituidos de diferentes componentes fazendo com que
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nao seja apenas uma substancia, mas sim a juncdo de varios compostos para a
eficicia da atividade contra microrganismos (BURT, 2004).

Dentre os componentes quimicos encontrados nos Oleos essenciais, 0
carvacrol sobressai como um grande componente relacionado a acao antimicrobiana
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, interagindo com componentes da
membrana celular do microrganismo, desequilibrando a permeabilidade de ions
essenciais para o seu desenvolvimento (BURT, 2004; VELDHUIZEN et al.,
2006)Para a acao antioxidante sdo descritos como componentes majoritarios: timol
(BOZIN et al., 2006) e eugenol (WEI; SHIBAMOTO, 2010). Oleos essenciais podem
ser utilizados como antioxidantes naturais, prevenindo a oxidacdo lipidica nos
alimentos (DAPKEVICIUS et al., 1998). Utilizado também como componente ativo
para aplicacdo em embalagens de alimentos, aumentando significativamente a
barreira de vapor de agua, devido a sua caracteristica hidrofobica. A utilizacdo de
Oleos essenciais em alimentos deve ser cautelosa, pelo fato de que o excesso de
compostos aromaticos no alimento acarretara em caracteristicas sensoriais
indesejaveis (COMA, 2008).

Varios estudos utilizam Oleos essenciais para aplicacdo em embalagens
alimenticias (BITENCOURT, 2013; ROMANI; PRENTICE-HERNANDEZ; MARTINS,
2016; PAGNO, 2016; MARANGON et al.,, 2017). Dentre os Oleos essenciais
utilizados em filmes, o Oleo de orégano e de alecrim apresentam grande
aplicabilidade como alternativa para substituir aditivos antimicrobianos sintéticos
(YUAN; CHEN; LI, 2016).

O alecrim do género Rosmarinus officinales Laminaceous, € uma planta que
cresce na forma de arbustos selvagem nos paises entorno do mar mediterraneo
amplamente utilizado na induUstria de alimentos, farmacéutica e cosmética, pois
apresenta em sua composi¢cdo quimica, substancias com principios ativos
antioxidante e antimicrobiano, que se devem principalmente aos compostos
fendlicos (FLAMINI et al., 2002).

Alguns autores utilizaram o 6leo essencial de alecrim em embalagens e
obtiveram resultados positivos contra o crescimento de microrganismos no alimento
(MELO, 2010; YUAN; CHEN; LI, 2016) devido aos seus constituintes (a-pineno,
acetato de bornil, canfora, 1-8-cineol, limoneno, borneol e verbenona), que compde
80% do total de componentes do Oleo (BURT, 2004; OKOH; SADIMENKO;
AFOLAYAN, 2010; KADRI et al., 2011), descreve o 6leo de alecrim com capacidade
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contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em estudos relacionados, Silveira
et al. (2012), obteve altos valores de inibicdo contra S. aureus, L. monocytogenes e
B. cereus utilizando 6leo essencial de alecrim puro através da técnica de difusdo em
disco.

O ¢6leo de orégano (Origanum vulgare) € muito utilizado para a producao de
filmes biodegradaveis para a conservacdo de alimentos, devido aos seus
componentes (carvacrol e timol) (BOUNATIROU et al., 2007). De acordo com alguns
estudos os Oleos essenciais foram antimicrobianos e antioxidantes (SEYDIM;
SARIKUS, 2006; ROMANI; PRENTICE-HERNANDEZ; MARTINS, 2016)
demonstrando que seu uso é de grande interesse na incorporacao de filmes ativos
biodegradaveis, visando uma melhoria na qualidade sensorial, funcional e de

seguranca para os consumidores (ARFA et al., 2007).

3.5 PRESUNTO

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 20, de 31 de julho de 2000 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entende-se por
presunto, o “produto carneo industrializado obtido exclusivamente com o pernil de
suinos, desossado, adicionado de ingredientes, e submetido a um processo de
cozimento adequado”, com quantidade de proteina minima de 14%, maximo de
2,0% de gordura (BRASIL, 2000), pH acima de 6, com teor de sal entre 2% a 4% e
nitrito residual abaixo de 100 ppm, tornando-se um produto altamente perecivel,
(HOLLEY, 1997) e suscetivel a diversos fatores, como contamina¢do microbiol6gica
e alteragOes fisicas e quimicas (OLIVO, 2006).

A cor do produto carneo é dependente da miglobina que varia com a espécie
do animal, estando ela oxidada (oximioglobina, metamioglobina) ou reduzida
(deoximioglobina), e sdo parametros essenciais para a atratividade da carne pelo
consumidor (CORNFORTH, 1994).

A oxidacdo lipidica divide-se em trés fases: iniciacdo, propagacdo e
terminacdo. A iniciagdo esta relacionada com a presenca de metais de transicao,
como o ferro, presente em produtos carneos, atuando como catalisadores, capazes
de interagir com 0 oxigénio que reage com a molécula de acido graxo insaturado,

retirando o atomo de hidrogénio do carbono que se encontra ao lado da ligagéo
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dupla cis (KANNER, 1994). Na reacdo de propagacdo, ocorre a formacdo de
peroxidos que podem ser quantificados nas andalises de oxidacdo lipidica em
alimentos (GRAY, 1978), e na fase de terminagcdo, ocorre a polimerizacdo dos
peréxidos, com a formacdo de produtos finais da oxidacdo, como aldeidos,
hidrocarbonetos, alcoois e &cidos que estdo associados no desenvolvimento de
odores e sabores negativos, afetando diretamente na qualidade dos produtos
carneos (KUBOW, 1992).

O presunto fatiado por ser bastante manipulado, apresenta facilidade em
oxidar-se pelo fato de estar amplamente exposto ao oxigénio, tornando-se também
propicio para o desenvolvimento de microrganismos aerdbios. Como alternativa para
minimizar as perdas sensoriais e nutricionais que o presunto pode vir a sofrer, o
acondicionamento a vacuo € de suma importancia, visando o aumento da vida util e
seguranca alimentar (BRESSAN et al., 2007). A contagem de microrganismos
mesofilos para produtos carneos processados deve consistir entre 102 e 102 UFC/g,
gue abrange ampla variedade de espécies, como por exemplo, bactérias acido
laticas (BORCH; KANT-MUERMANS; BIXT, 1996).

Com a auséncia do oxigénio, as bactérias acido-laticas se desenvolvem e
apresentam um grande namero de microrganismos deteriorantes de carnes cozidas
ou produtos carneos a vacuo. Alguns autores afirmam que estas bactérias séo parte
da microbiota natural da carne utilizada para o processamento e que Sao
refrigerados que tornam o produto com odores indesejaveis e formacdo de limo na
superficie (KORKEALA; MAKELA, 1989).

Para a verificacdo da vida Gtil de produtos carneos, € necessaria a realizacao
de andlises no dia do processamento e no minimo trés vezes durante o seu
acondicionamento. As analises mais importantes sdo: oxidacgao lipidica, pH e acidez,
parametros microbiologicos, cor e caracteristicas sensoriais (sabor, textura, odor)
(EBURNE; PRETICE, 1996).
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de uma pesquisa académica, de caracter experimental.
Todo o experimento foi realizado nos laboratérios do curso de Tecnologia de

alimentos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campus Londrina.

4.1 MATERIAL

Para a producédo dos filmes, utilizou-se quitosana de baixa massa molar
(Sigma Aldrich, EUA) com grau de desacetilacdo de 85%, gelatina tipo B com bloom
250 (Gelita do Brasil, Brasil), glicerol (Dindmica, Brasil), 6leo de alecrim (Ferquima,
Brasil), 6leo de orégano (Quinari, Brasil) e tween 80 (Anidrol, Brasil)

Para a realizacdo das andlises antimicrobianas, utilizou-se o0s seguintes
materiais: Agar Mueller Hinton (Himedia, India), caldo Mueller Hinton (Himedia,
India), Agar MRS (Himedia, India), Agar Para Contagem (Himedia, India), Peptona
Bacterioldgica (Himedia, India).

Para a analise antioxidante utilizou-se 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox), ambos da Sigma
Aldrich, EUA.

4.2 PRODUCAO DOS FILMES

Os filmes foram preparados pela técnica de casting, a partir da metodologia
empregada por Bonilla e Sobral (2016) com algumas modificagdes. Inicialmente
preparou-se as solucdes de gelatina e quitosana separadamente. A quitosana (Q)
2% (m/v) foi dissolvida em &cido acético 1% (v/v) e mantida sob agitacdo magnética
com aquecimento a 45° C por 1 hora. A solucdo de gelatina (GEL) 4% (p/v) com
adicao de glicerol (1 g/100 mL de solugéo de gelatina) foi dissolvida sob agitacéo
magnética e aquecimento a 55° C por 35 min.. Posteriormente foi feita a mistura das
duas solugdes, na proporcdo de 1:1, com incorporacdo de 2% de Oleo essencial
(p/v) e 1% de Tween 80 (p/v). A concentracdo de 6leo essencial a ser adicionada

nos filmes foi definida por testes preliminares, considerando a presenca de atividade
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antimicrobiana dos mesmos. Finalmente as solu¢cdes foram homogeneizadas em
ultra-turrax (marca IKA, modelo T18) a 10.000 rpm por 4 min., vertidos em placas de
acrilico e secos em estufa BOD (Tecnal, Brasil) over night a 25 ° C. Os filmes
produzidos consistiram em: controle (F.C), sem adicdo de Oleo, flme com 6leo

essencial de orégano (F.O) e filme com 6leo essencial de alecrim (F.A).

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.3.1 Atividade antioxidante

A andlise antioxidante dos filmes foi realizada pelo método de DPPH de
acordo com Rufino et al. (2007), que se baseou na capacidade de um antioxidante
reduzir o DPPH através da transferéncia de elétrons, fazendo com que descore a
solucdo. Os filmes (1 g) foram misturados com 20 mL de etanol absoluto e
homogeneizados a 6.000 rpm por 15 minutos. Em seguida a mistura foi centrifugada,
30 pyL do sobrenadante foi misturada com 3 mL de solugdo DPPH a 0,06 uM e
manteve-se em ambiente escuro por 45 minutos. ApGs o tempo de incubacao, foram
realizadas as leituras em espectrofotbmetro UV-Vis (Femto, Brasil) com
comprimento de onda de 518 nm. Os resultados foram quantificados através de uma
curva de calibracdo com o padrdo trolox com concentracfes que variaram de 100 a
1500 umol/L (y= -0,0003x + 0,5632, R? = 0,9994), e foram expressos em umol

equivalente de trolox por 100 g de filme.

4.3.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi realizada pela técnica de difusao de
disco de acordo com a metodologia desenvolvida pelo National Committe for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2003), onde os microrganismos utilizados foram
Staphylococcus aureus (ATCC 25922) e Escherichia coli (ATCC 35218). Inicialmente
as bactérias foram reativadas em tubos contendo caldo Mueller Hinton e incubadas a
35°C por 24 horas. Apos este processo, retirou-se 0,1 mL do caldo e transferiu-se

para um tubo contendo agua peptonada 0,1% (p/v) e foi comparada a turbidez do
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tubo com o padrdo 0,5 da escala McFarland, que corresponde a 108 UFC/mL.
Placas de Petri contendo Agar Mieller Hinton foram adicionadas de 0,1 mL de
suspensao bacteriana e foi feita a semeadura com alca de drigalsky. Em seguida, os
filmes com didametro de 1,5 cm foram dispostos no meio das placas. Finalmente, as
placas foram incubadas a 35°C por 24-48 horas e observou-se a formacéo de halo
de inibico.

4.3.3 Teste de tracao

Os testes de tracado foram feitos em texturdmetro da marca Stable Micro
Systems, modelo TA XTplus (Inglaterra), conforme a norma D-882-00 da American
Society for Testing and Material (ASTM, 2001). Para cada formulacdo foram
cortados 10 corpos de prova nas dimensdes de 1 x 8 cm, medido a espessura e
condicionados em dessecador contendo solucdo saturada de nitrato de magnésio
(Umidade Relativa (UR) de 53%) a 25°C, pelo periodo de 48 horas. As condi¢cfes do
ensaio foram: distancia inicial entre as garras de 30 mm e velocidade de tracdo de
0,8 mm/s.

A resisténcia maxima a tracao (Rmax) se da pela relagéo entre a forgca maxima
(Fmax) medida e a area (A) inicial do corpo de prova, a qual é calculada com os
valores de largura (L) e espessura (e) do corpo de prova, utilizando a Equacao 1.

K

mdx

F

_ mdx

s ‘4mr'n - I"emin
- (1)
A elongacéao na ruptura (E) foi medida através da relacdo do percentual entre
a elongacao (Erp) do corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que
correspondeu a distancia entre as garras (Dgarras) COmo mostrado na Equacéo 2.
E.
E= D&_loo
- o @
O moddulo de Young (MY) foi determinado a partir da regi&o linear da curva de
tensdo versus deformacdo, conhecida como regido elastica, de acordo com a

Equacéo 3.
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)

MY = Maodulo de Young (MPa)
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Fx = Forca registrada no ponto X, da regiao linear (N)
e = Espessura do corpo de prova (m)

L = Largura inicial do corpo de prova (m)

DG = Distancia entre as garras (m)

Ax = Alongamento registrado no ponto x (m)

4.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua

Neste trabalho, o método aplicado para medir a permeabilidade ao vapor de
agua foi por gravimetria de acordo com a ASTM E96-00 (2000), onde a amostra foi
colocada em uma cdapsula de aluminio contendo silica, condicionada em um
dessecador com umidade relativa de 75%, e foram realizadas dez pesagens com
intervalos de tempo para verificar o ganho de massa. Calculou-se a taxa de
permeabilidade do material de acordo com a Equacédo 4, e a permeabilidade ao

vapor de agua, com a Equacao 5
1
TPVA = = x - (@)
t A

PVA — (TPVAXe)
psX(UR1-UR2)

(6)

PVA= Permeabilidade ao vapor e agua (g.h-*.m1.Pal)

e= Espessura média do corpo de prova (m)

Ps= Presséao de saturacdo de vapor a temperatura do ensaio (Pa)
UR1= Umidade relativa dentro do dessecador (%)

UR2= Umidade relativa dentro da capsula (%)

TPVA= Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g.h"t.m2)

m= Ganho de massa de agua (Q)

t=tempo (h)

A= Area de permeac&o do corpo de prova (m?2)

4.3.5 Solubilidade dos filmes

Para a realizacdo da andlise de solubilidade em &gua, foi utilizada a
metodologia empregada por Gontard, Guilbert e Cug (1992) com algumas

modificacdes. Filmes de 4cm? foram adicionados em erlenmeyers contendo 200 mL
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de 4gua destilada e seguiram para agitacdo em incubadora shaker (Novatecnica,
Brasil) a 140 rpm por 24 horas, a 25° C . Em seguida os filmes foram secos em
estufa a 105 °C por 24 horas para determinar a massa seca final. A solubilidade em

agua dos filmes foi calculada com a Equacéo 6.

(mi2—ms2)

SOL = ———x100 (6)
mi2—ma

ms2= massa seca final (g)

mMi2= massa seca inicial (g)

Ma= massa de agua

SOL= Solubilidade do filme (%)

4.3.6 Umidade dos filmes

A umidade dos filmes foi determinada por secagem em estufa a 105°C por 24 horas
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists 930.04 (AOAC, 1990). A
umidade foi calculada com a Equacado 7, onde U é a umidade do filme (%), mi é a

massa inicial da amostra (g) e ms € a massa seca final da amostra (Q).

__ (mi1-ms1) .
T mi1x100 Equagao (7)

Mil= massa inicial (Q)
Ms1= massa seca final da amostra (g)
U= umidade (%)

4.4 APLICACAO DOS FILMES EM PRESUNTO EMBALADO A VACUO

Os filmes foram aplicados em fatias unitarias de presunto adquirida no
comércio da cidade de Londrina - PR. O presunto foi cortado no tamanho de 8 cm x
145 cm e 1 cm de espessura. Cada face do presunto foi recoberto com uma
formulacgéo de filme (FC, FO ou FA), acondicionados em sacos plasticos e selados a

vacuo com uma seladora (Selovac, Brasil). O presunto sem recobrimento com filme
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também foi embalado a vacuo como controle. Finalmente as amostras foram

armazenadas em estufa incubadora (BOD) a 8°C pelo periodo de 35 dias.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS

As analises microbiolégicas, pH, oxidacgéao lipidica e cor do presunto recoberto
ou ndao com os filmes (Controle, FC, FA e FO) e embalados a vacuo foram

realizadas nos tempos 0, 15 e 35 dias.

4.5.1 Contagem de bactérias acido laticas e aer6bios mesofilos

As contagens de bactérias aerdbios mesobfilos e bactérias acido laticas foram
realizadas de acordo com SILVA et al., (2007). Inicialmente, de cada formulacéo (C,
FC, FA E FO), foram pesados 25 g de presunto e adicionou-se em 225 mL de agua
peptonada 0,1%. Diluicdes seriadas foram realizadas até 103. A contagem de
bactérias aerdGbias mesofilas foi realizada em &gar PCA (plate count agar) com
incubacao a 35°C por 48 horas, utilizando-se a técnica pour plate (por profundidade).
Para a contagem total de bactérias acido laticas utilizou-se o Agar MRS, inoculacéo
em sobrecamada e incubacédo a 35°C por 48 horas. Os resultados foram expressos

em unidades formadoras de colonias (UFC) por g de presunto (UFC/qg).

4.5.2 Medida de cor

A medida da cor do presunto foi feita com um colorimetro da marca KONICA
MINOLTA, modelo CR-400, onde inseriu-se a amostra diretamente no sensor do
equipamento. Os parametros recolhidos dos filmes consistiram em L*(luminosidade),

a*(vermelho-verde) e b*(amarelo-azul).

4.5.3 Oxidacdo lipidica do presunto

Para a realizacdo da oxidacéo lipidica, empregou-se a metodologia descrita

por Bruna et al. (2001) de quantificacdo de substéncias capazes de reagir com o
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acido 2-tiobarbiturico (TBARS). Foi feita a extracdo dos aldeidos utilizando um
homogeneizador ultra turrax, a 10.000 rpm por 3 minutos, de uma solugéo contendo
5 g de presunto e 25 mL de uma solucéo de acido tricloroacético 7,5% (p/v) e 0,1 %
de BHT. Em seguida a solucéo foi filtrada em papel filtro e uma aliquota de 5 mL do
filtrado foi colocada em tubo de ensaio, logo apds, foi adicionado 5 mL de solucdo de
acido 2- tiobarbitarico a 0,02 mol/L, e aquecido em banho-maria (100°C) por 40 min.
para a formacado do complexo colorido. Posteriormente, esta solugdo seguiu para a
medida da absorbancia em espectrofotometro UV/visivel com comprimento de onda
de 538 nm. Para a quantificagdo do complexo colorido, foi elaborado uma curva
padrdo de 1,1,2,2 tetrametoxipropano, nas concentracbes de 1,5 a 6,0 x10°®
(y=1x107x + 0,055, R?= 0,9943). O resultado da oxidacéao lipidica foi expresso em mg

de malonaldeido/kg de amostra de presunto.

4.5.5 Medida de pH

As medidas de pH foram realizadas em triplicata, através de um pHmetro
(Hanna Instruments, EUA) com eletrodo de vidro combinado, onde utilizou-se 3 g de

presunto em 30 mL de 4gua deionizada.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) com o
auxilio do software Statistica 7.0 (StatSoft, EUA) e as médias dos tratamentos

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ASPECTO VISUAL DOS FILMES

Os filmes de gelatina e quitosana foram produzidos com éxito pela técnica de
casting, de acordo com a metodologia empregada por Bonilla e Sobral (2016). A
partir das Figuras 3 e 4, é possivel visualizar a solucdo filmogénica e a aparéncia
dos filmes ap6s a secagem. Os filmes foram de facil manipulacdo e sairam com
facilidade das placas de acrilico depois de secos. O controle apresentou maior
transparéncia e brilho, em contrapartida, os filmes adicionados de 6leo essencial se
mostraram mais opacos, corroborando com as caracteristicas descritas por Gallo et
al. (2000). Todas as formulacfes apresentaram a superficie lisa, homogénea e sem

migracao aparente de glicerol ou 6leo essencial.

Figura 3 — Solucéao filmogénica controle (A) e com incorporacédo de 6leo

essencial de alecrim (B) e orégano (C).

Fonte: Autoria Prépria, 2017
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Figura 4 — Filmes de gelatina e quitosana secos: A (FC); B (FA); C (FO)

! e 1 l

Fonte: Autoria Propria, 2017.

O controle da espessura € um parametro importante de se avaliar, pois reflete a
repetibilidade e homogeneidade das embalagens, sendo dificil obter alta uniformidade
na producdo de filmes pela técnica de casting (Sobral, 1999). Os filmes contendo
orégano, alecrim e o controle apresentaram espessura média de 0,203, 0,165 e 0,117
mm, respectivamente, demonstrando que a incorporacdo dos O6leos essenciais,
aumentaram a espessura dos filmes, corroborando com as caracteristicas de Ugalde,
(2014), onde o autor estuda blendas poliméricas obtidas de quitosana e amido de milho
com incorporacao de Oleo essencial de orégano e cravo-da-inda. Mohammad et al.,
(2012) relatam em seu estudo sobre filmes de quitosana e amido que os valores
médios de espessura foram de 0,20 mm, através da técnica de casting. Abdollahi,
Rezaei e Farzi (2012) apresentam valores menores de espessura do que é reportado
no presente trabalho, variando de 0,049 e 0,052 mm para filmes de quitosana

adicionados de 6leo essencial de alecrim e nanoargila de montmorilonita (MMT).
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5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE

Em relacéo a atividade antimicrobiana dos filmes, o filme contendo orégano (FO)
apresentou maior halo de inibicdo contra S. aureus e E. coli, obtendo diametro médio
de 3 cm e 4,7 cm, respectivamente, em comparacdao com filme incorporado com
alecrim (FA) que apresentou halo de inibicdo de 2 cm contra E. coli e 1,8 cm contra S.
aureus, e sem Oleo essencial (FC), que ndo apresentou efeito bactericida contra os
microrganismos em estudo, conforme apresentado na Figura 5. Comportamento similar
foi relatado por Seydrim e Sarikus (2006), onde o 6leo de orégano na concentracéo de
2% em filmes de proteina do soro do leite, possuiu maior poder antibacteriano contra S.
aureus, L. monocitogenes, E. coli e Lactobacillus plantarum, em comparagcdo com 0s
filmes contendo 6leo de alecrim.

O efeito negativo do filme controle pode estar relacionado com a dificuldade em
que a quitosana e gelatina apresentaram em difundir-se pelo meio, através da técnica
de difusdo de disco, fazendo com que os microrganismos pudessem desenvolver-se
livremente ao redor do filme. Fato semelhante foi reportado por Ojagh et al., (2010) e

Hafsa et al., (2016) com filmes de quitosana.

Figura 5 — Halos de inibicdo dos filmes de gelatina e quitosana: A (F.O)
contra E.coli, B (F.O), C (F.A) e D (F.C) contra S. aureus

Fonte: Autoria Prépria, 2017.
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Bonilla e Sobral (2016) obtiveram resultados contra S. aureus e E. coli
significativos utilizando filmes de quitosana e gelatina incorporados com oOleo de
alecrim, sendo que os halos de inibicdo variaram de 23 a 26 mm. Goméz-Estaca et al.
(2010) relataram que filmes a base de gelatina de pele de peixe com adicdo de oleo
essencial de orégano, apresentou ampla capacidade inibitdéria contra diferentes
microrganismos deteriorantes de alimentos, indicando que sua utilizacdo se torna
promissora, visando um aumento de vida util de alimentos.

Hafsa et al., (2016), estudaram propriedades antimicrobianas de filmes de
quitosana incorporados com oléo essencial de Eucalyptus globulus nas concentracfes
de 1% a 4%, contra S. aureus, E. coli, e Pseudomonas aeruginosa, e observaram que
a medida que as concentracbes de O6leo aumentavam, os halos de inibicdo
apresentavam valores maiores para as bactérias, obtendo maiores valores para E. coli
que variou de 54,53 a 153,37 mm?2.

Ojagh et al., (2010) obtiveram valores significativos de halos de inibicdo contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas, utilizado filmes de quitosana com o6leo
essencial de canela na concentracdo de 2%, sendo que para a bactéria L. sakei,
apresentou maior halo, no valor de 57,23 mm?.

Com relac@o a atividade antioxidante dos filmes, determinada pelo método
DPPH, verificou-se que o filme controle e com adicdo de 6leo de alecrim
apresentaram baixa capacidade antioxidante quando comparado com o filme
adicionado de orégano (Figura 6), porém ainda houve certa atividade antioxidante
mesmo sem ter adicdo de Oleos essenciais, e pode estar relacionado com o0s
grupamentos amino presentes em sua estrutura que possivelmente reagiu com 0s
radicais livres (YUAN; CHEN; LI, 2016).

Figura 6 - Atividade antioxidante dos filmes de gelatina e quitosana

adicionados de 6leo essencial de alecrim e orégano.
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Fonte: Autoria Prépria, 2017.
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O maior valor de atividade antioxidante de FO corrobora com os resultados de
atividade antimicrobiana apresentada anteriormente. Tal caracteristica pode ser
explicada pelo fato do Oleo de orégano possuir maior quantidade de compostos
fendlicos, como timol e carvacrol (BOUNATIROU et al., 2007)

Estudos realizados por Takayama et al.,(2016), relatam que o Oleo essencial
de alecrim apresentou capacidade antioxidante por possuir 28,5% de cineol, 27,7%
de canfora e 21,3% de alfa-pineno em sua composicéo, e o0s autores indicam que 0s
monoterpenos sao principais responsaveis pela acdo antioxidante do mesmo. Neste
trabalho, diferentemente do 6leo de orégano, uma concentragcdo maior de 6leo de
alecrim seria necessério adicionar nos filmes para poder visualizar uma atividade

antimicrobiana e antioxidante significativa.

5.3 PROPRIEDADES MECANICAS

Adequadas propriedades mecanicas e de barreiras sao requeridas em uma
embalagem com a funcdo de proteger a integridade do alimento e garantir uma maior
vida atil do mesmo. Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de propriedades
mecanicas, em termos de resisténcia maxima a tracdo (T), elongacéo na ruptura (E) e
moddulo de Young (MY), de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e perfuracédo

relacionados a distancia (mm) e forgca necessaria para romper os filmes (mm).

Tabela 1 — Propriedades mecéanicas de filmes de gelatina e quitosana

adicionados de 6leos essenciais

Formulacéao T (MPa) E (%) MY (MPa)
FC 16,9+2,72 50,5+ 18,22 253,8+ 29,12
FO 10,0 +2,9* 58,0+15,32 115,7+11,1¢
FA 16,7+25* 59,0+13,12 224,8+9,33°

Fonte: Autoria Prépria, 2017.
Letras iguais na coluna néo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de significancia
(p > 0,05), pelo teste de Tukey.
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O filme FC apresentou resisténcia a tracao de 16,9 MPa, elongacao de 50,5
% e modulo de Young de 253,8 MPa rigidez. Valores superiores foram encontrados
por Hosseini et al (2015) em filmes de gelatina e quitosana, possivelmente devido a
diferenca na proporcdo das mesmas. Liu et al., (2012), explica que as interacdes que
ocorrem entre gelatina e quitosana sao fortes devido a ligacdes de hidrogénio e a
formacdo de complexos entre anios e cations dos dois polimeros, sugerindo que a
quitosana apresenta grupos mais reativos auxiliando na interacdo com gelatina,
fortalecendo o filme.

A partir dos dados obtidos, tém-se que a adicdo de 6leo essencial de
orégano causou uma reducdo media de 62,5 % na resisténcia a tracao e de 45,5%
no modulo de Young. Isso pode ser atribuido ao efeito plastificante do 6leo de
orégano que causou a uma reducdo na interacao polimero-polimero, conduzindo a
descontinuidade da matriz do filme. A reducéo da continuidade e da falta de coesao
da estrutura do filme reduz, desta forma, a resisténcia a tracdo (TONGNUANCHAN
et al., 2015). Para a elongacdo na ruptura nao foi verificado diferenca significativa
entre as amostras. Comportamento similar foi reportado por Hosseini et al., (2015)
em filmes compositos de gelatina e quitosana adicionados de diferentes
concentragdes de 6leo de orégano.

A incorporacdo de 6leo de alecrim ndo afetou de forma significativa as
propriedades mecanicas dos filmes. Entretanto, Bonilla e Sobral (2016) encontraram
valores de elongacdo maiores com filmes de quitosana e gelatina adicionados de
diferentes extratos etanolicos, incluindo o de alecrim que foi de 61 %, valor
levemente superior do reportado no presente trabalho, que foi de 59%.

Chen et al., (2016), incoporaram diversas concentragdes de nanoemulsao
de 6leo de canela em filmes de quitosana e observaram que os valores de moédulo
de Young e tracao decairam em comparac¢do com o filme de quitosana sem adicdo
de oleo. Benevides et al., (2012), produziram filmes de alginato com adicao de 6leo
essencial de orégano em concentracdes que variaram de 0,5 a 1,5 %, onde suas
prorpiedades de elongagéo apresentaram maiores valores a medida que aumentava
a concentracao de o6leo (2,2 a 3,7%), e no teste de tracdo os valores decairam
conforme adicionava-se o Oleo essencial, variando de 71,0 MPa do filme controle a
31,1 MPa, com 1,5% de Oleo.

Pelissari et al., (2009), reportaram que a adicdo de Oleo de orégano em

flmes de amido de mandioca e quitosana apresentaram menores valores de
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resisténcia a tracdo e moédulo de Young com incorporagdo de 6leo, porém, maior

elongacéo, enfatizando semelhanca com o presente trabalho.

5.4 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA, UMIDADE E SOLUBILIDADE

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua (PVA), solubilidade e

umidade dos filmes estéo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — PVA, solubilidade e umidade de filmes de gelatina e quitosana
adicionados de 6leos essenciais.
Formulacéao PVA x 107(g/h.m.Pa)  Solubilidade (%) Umidade (%)

FC 2.17+0,25b 66,50 + 3,762 507+2432
FO 3,25+0,12 @ 53,37 + 3,910 5,22+1,02 2
FA 2 45+0,22 ab 68,01 + 1,312 5,09+2,34 @

Fonte: Autoria Propria, 2017.
Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de significancia

(p > 0,05), pelo teste de Tukey.

Para PVA, o filme FO se sobressaiu, apresentando maior valor em relacao
as demais formulacdes. Esta caracteristica também foi observada no filme FA, fato
discrepante do reportado por Gallo et al., (2000) onde os autores enfatizam que a
adicdo de substancias hidrofébicas como 6leos essenciais diminui a interacdo da
matriz do filme com moléculas de agua, conferindo um carater mais hidrofébico.

O incremento na PVA também foi observado em filmes de gelatina de peixe
e quitosana adicionados de 6leo de orégano (HOSSEINI et al., 2015), filmes de
gelatina e quitosana adicionados de diferentes extratos vegetais (BONILLA e
SOBRAL, 2016) e filmes de proteina de soro com diferentes concentracdes de soro
de leite (OLIVEIRA, 2013). Provavelmente, os 6leos essenciais ndo conseguiram se
ligar quimicamente com os polimeros constituintes (gelatina e quitosana) fazendo
surgir zonas de descontinuidade na matriz polimérica que provocou a perda de
coesdao do filme e assim facilitou a difusdo de vapor de agua (BONILLA e SOBRAL,
2016).
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Wong et al., (1992), formularam filmes de quitosana a 1% pela técnica de
casting e adicionaram acido palmitico e estudaram os efeitos que este acido graxo
causou, que consistiu no aumento da permeabilidade ao vapor de agua que pode
ser explicado pela heterogeneidade da matriz do filme. Tognuanchan et al. (2015),
reportaram que filmes a base de gelatina com incorporacdo de Oleo de palma
apresentaram reducao significativa na PVA, utilizando concentracdes de 25 a 75%
de substancia hidrofobica.

A solubilidade em agua dos filmes variou de 53,37 a 68,01%, e valores
proximos foram encontrados por Hosseini et al. (2015). O filme FO apresentou
solubilidade significativamente maior que as demais amostras. Este fato pode estar
associado com o enfraquecimento da interacdo proteina-polissacarideo em virtude
da adicdo do Oleo essencial, aumentando o fenbmeno de lixiviacdo conforme
reportado por GOmez-Estaca et al., (2010).

O valor de umidade dos filmes nao diferiram estatisticamente, diferente do
reportado por Hafsa et al., (2016) que demonstraram em seu estudo que o teor de
umidade dos filmes de quitosana com Oleo essencial de eucalipto apresentou

diminuicao significativa, apresentando também baixa solubilidade em agua (30,92%).

5.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DO PRESUNTO
EMBALADO A VACUO

Os presuntos embalados a vacuo contendo filmes de quitosana e gelatina
com e sem adicdo de O6leos essenciais foram submetidos ao armazenamento
refrigerado durante 35 dias. A partir da Figura 7, nota-se a aparéncia das fatias de
presunto no momento em que foram embalados em sacos plasticos e selados a
vacuo. O filme FO, logo ao ser embalado com o presunto apresentou coloracdo
esbranquicada e os filmes FC e FA incharam ao entrar em contato com o presunto

possivelmente devido a migracdo de agua do presunto para o filme.
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Figura 7- Presunto recoberto com os filmes FC, FO e FA e embalado a

Vacuo

Fonte: Autoria Propria, 2017.

Os valores do pH de presuntos embalados a vacuo com embalagens
biodegradaveis e armazenados durante 35 dias estdo apresentados na Figura 8. Foi
possivel observar que até 15 dias de armazenamento os valores de pH foram
estatisticamente  iguais, indicando que possivelmente o método de
acondicionamento a vacuo ajudou a manter as caracteristicas iniciais do produto.
Apos 35 dias, o pH dos tratamentos apresentaram diferengas entre si, sendo que 0s
menores valores foram para as amostras C (6,39) e FC (6,51). Tal fato pode ser
explicado devido a presenca dos 6leos essenciais na composi¢ao dos filmes, visto
gue eles possuem carater antimicrobiano e antioxidante, fazendo com que néo fosse
possivel o desenvolvimento de bactérias laticas que compdem um grupo de
bactérias responsaveis por produzirem &cidos organicos, contribuindo para a
diminuicdo do pH e causar sabores e odores desagradaveis aos produtos carneos
(KORKEALA; MAKELA, 1989). Valores baixos de pH podem ocasionar a oxidacéo

da mioglobina interferindo também na cor do produto.
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Figura 8 — Valores de pH de presunto embalado a vacuo com filmes de gelatina e

quitosana contendo 6leos essenciais.
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Fonte: Autoria Prépria, 2017.

De acordo com Fernandes (2015), o valor de pH de linguicas acondicionados em
embalagem ativa contendo 6leo essencial de orégano, teve uma reducdo nao
acentuada em comparag¢ao com o tratamento controle realizado pelo autor.

Avaliando o efeito do tempo de armazenamento, verificou-se que o pH das
amostras FO e FA manteve-se constante, sugerindo que o0s Oleos essenciais
proporcionaram um efeito protetivo ao presunto durante 35 dias de armazenamento.
Rodrigues (2015), embalou presunto fatiado com laminados de amido e PLA com e
sem nanoparticulas de prata e obteve valores de pH menor que 6, 0 que pode auxiliar
na alteracdo da cor do produto carneo.

A estabilidade oxidativa dos presuntos embalados a vacuo com filmes de
gelatina e quitosana contendo Oleos essenciais foi avaliada pela determinacdo do
indice de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), e os resultados estao

resumidos na Tabela 3.



38

Tabela 3- Valores de Oxidacdo lipidica do presunto embalado a vdcuo com
filmes de gelatina e quitosana contendo 6leos essenciais

Tempo (dias) C FC FO FA
0 0,66+0,097%® 0,66+0,0972® 0,66+0,0972® 0,66+0,09728
15 0,82+0,07*®  0,80+0,1728  0,90+0,11*®  0,85+0,15*®
35 0,96+0,07°*  1,16+0,04**  1,01+0,05%** 1,08+0,092**

Fonte: Autoria Propria, 2017.

Letras minUsculas na linha e letras mailscula na coluna iguais ndo apresentam
diferenca, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.

Durante os 15 dias de armazenamento ndao houve alteragédo significativa nos
valores de oxidacgéo lipidica do presunto. Apds 35 dias de armazenamento 0s maiores
valores de oxidacéo lipidica foram observados nas amostras FC, FO e FA. Embora os
filmes FC, FO e FA tenham apresentado atividade antioxidante (Figura 6), a partir dos
resultados de oxidacao lipidica ndo foi possivel observar um efeito antioxidante dos
filmes quando aplicados como embalagem ativa para presunto.

Ao final do armazenamento as amostras C e FC comecaram a apresentar
pequenas manchas de fluorescéncia. De acordo com Frankel (1984), a fluorescéncia é
formada pela reacéo de produtos secundarios da oxidacdo, como o malonaldeido, que
€ um agente forte de ligacdo cruzada, com grupamentos amino de proteinas e DNA.
Desta forma, pode-se inferir que a oxidacao lipidica do presunto esta relacionada com
o surgimento de manchas de fluorescéncia.

Entretanto, neste trabalho né&o foi verificado tal comportamento, pois as amostras
FO e FA apresentaram maiores valores de oxidacédo lipidica, mas nédo verificou-se a
presenca de manchas de fluorescéncia em sua superficie. Este fenbmeno pode ser
explicado pelo fato do 6leo presente no filme ter migrado para o presunto, ter sofrido
reacfes de oxidacdo durante o armazenamento e estes compostos também foram
guantificado no momento da analise.

Torres e Okani (1997) evidenciam que valores de TBARS até 1,59 mg de
malonaldeido/kg de produto s&o incapazes de causar alteracbes sensoriais
perceptiveis e de saude ao consumidor, deixando evidente que o presente trabalho
encontra-se dentro dos limites descritos acima. Ja Greene e Cumuze (1981),
estabelecem que 2,0 mg malonaldeido/kg é aceitavel em produtos carneos.

Os parametros de cor, expressos em termos de L*, a* e b*, estdo descritos na

Tabela 4. Foi possivel observar que durante os 15 dias de armazenamento nao
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houve diferenga significativa entre as amostras para todos os parametros avaliados.
Apés 35 dias, para o parametro L* (luminosidade), o FC se mostrou menor,
enguanto que 0s outros tratamentos aumentaram os valores, indicando que o0s

presuntos estavam com coloracdo mais clara.

Tabela 4 — Parametros de cor do presunto embalado a vacuo com filmes

de gelatina e quitosana contendo 6leos essenciais

Tempo (dias)

0 15 35

L* C 67,13+1,122  66,63+1,702  69,33+1,96 2
FC 66,00+1,752  65,20+1,24 ¢
FO 66,28+1,48 2 67,67+1,49 ab
FA 65,90+1,462  66,93+1,46 °°

a* C 6,24+0,742 6,05+1,27 2 6,56+1,00 2
FC 6,32+0,722 6,42+0,67 &b
FO 6,27+0,65 2 5,41+0,57 b
FA 6,20+0,59 2 4,63+1,14 ¢

b* C 9,42+0,38 2 9,88+0,41 2 11,09+0,49 2
FC 9,90+0,51 @ 10,83+0,36 2P
FO 9,81+0,39 2 11,14+0,40 a°
FA 9,59+0,50 2 10,34+0,55 P-°

Fonte: Autoria Prépria, 2017.

Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
significancia, pelo teste de Tukey.

De uma forma geral, ao final do armazenamento houve alteracdo na
coloracdo do presunto, independente do tipo de filme utilizado. A coloracdo vermelha
(a*) teve reducao e a coloracdo amarela (b*) teve elevagcao e pode estar relacionada
com a oxidacédo lipidica e com a oxidacdo dos pigmentos. O nitrosohemocromo,
pigmento caracteristico de produtos carneos cozidos curados, pode ter oxidado para
metamioglobina desnaturada ou houve a formacéao de porfirinas oxidadas (coloragao
verde, amarelo ou incolor).

Os resultados da contagem total de microrganismos aerobios mesdfilos e da

contagem total de bactérias laticas estdo na Tabela 5.
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Tabela 5 — Contagem de microrganismos mesofilos e bactérias laticas
em presunto embalado a vacuo com filmes de gelatina e quitosana contendo

O0leos essenciais.

Mesofilos (UFC/Q) 0 15 dias 35 dias
C 73 2,8 x10° >10
FC - 25 >10
FO - >10 >10
FA - 75 >10
Bactérias laticas (UFC/Q) 0 15 dias 35 dias
C 30 >10 1,3x103
FC - >10 25
FO - >10 >10
FA - >10 5

Fonte: Autoria Prépria, 2017

Durante o armazenamento refrigerado por 35 dias, ndo foi possivel visualizar
diferenca entre os tratamentos para 0os microrganismos mesofilos. Para as bactérias
laticas, a amostra C apresentou maior contagem com relacdo as demais, sugerindo
um leve efeito protetivos dos filmes no desenvolvimento de bactérias laticas.

De acordo Slongo (2008), as bactérias acido laticas sdo microrganismos
deteriorantes de produtos carneos cozidos refrigerados a vacuo, causando
caracteristicas indesejaveis aos produtos. No presente trabalho, a contagem de
bactérias laticas foi baixa e com evolucéo lenta comparada com (GEITENES et al.,
(2013) que obteve crescimento das bactérias em 7 log UFC/g aproximadamente 45
dias de armazenagem de presunto a vacuo.

Rodrigues  (2015) utilizou embalagens biodegradaveis contendo
nanoparticulas de prata em presunto fatiado e obteve aumento dos valores de
aerobios mesodfilos durante 10 dias sob refrigeracdo, o valor encontrado para o
tempo de 0 dias foi de 1,4 x 10%, e apresentou-se incontavel as unidades formadoras
de col6nias no tempo de 10 dias.

Menezes (2016), aplicou 6leo essencial de orégano na superficie de presunto
fatiado e embalou a vacuo, deixando armazenado durante 45 dias a 6°C e obteve
valores reduzidos de contagem de bactérias laticas, onde n&o atingiram

concentracdes maiores que 9,0 x 10° UFC/g.
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Bressan et al., (2007) apresentaram em seu estudo utilizando embalagens
com atmosfera modificada, valores reduzidos de contagem de aerébio mesofilos em
presunto, que foi de 2x10? UFC/g sob atmosfera modificada e <10! UFC/g para
presuntos a vacuo.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel a producdo de filmes biodegradaveis de
gelatina e quitosana incorporados de 6leos essenciais de orégano e alecrim com
boa manuseabilidade, consideravel resisténcia a tracdo e elongacdo na ruptura.
Entretanto somente o filme contendo Oleo de orégano apresentou atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus e relevante potencial antioxidante.

A aplicacdo do filme contendo Oleo de orégano em presunto embalados a
vacuo auxiliou na reducdo da contagem de bactérias laticas, mas nao foi possivel
verificar o seu efeito antioxidante apés 35 dias de armazenamento. Assim, estudos
adicionais ainda sado necessarios para viabilizar a aplicacao de filmes de gelatina e

quitosana ativos em alimentos.
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