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RESUMO



O Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial de carne bovina in
natura, o qué em 2014 representou cerca de US$23,31 bilhées em Valor Bruto
da Producédo (VBP) em um mercado de US$62,97 bilhdes por ano, gerando
cerca de 7 milhdes de empregos. Os parametros mais avaliados em carne,
podem ser subdivididos em fisico-quimicos como temperatura (T), atividade de
agua (Aw), potencial redox (Eh), potencial hidrogeniénico (pH), maturacao ou
tenderizacdo, método de coccéo e sensoriais como coloracdo, maciez, textura,
suculéncia e flavour - combinacdo entre aroma e sabor. Como 75% da
composicdo muscular € 4gua, na conversdo de muasculo em carne ha uma
liberacdo de 2% a 5% dessa agua total, devido a evaporacdo e exsudacao,
caracterizando uma elevada Aw. Esta solucdo obtida é rica em aminoéacidos,
peptideos, nucleotideos, aclUcares e apesar de embalagem a vacuo ser
considerada eficiente, na conservacéo de carne bovina in natura resfriada, um
grave problema, conhecido como blown pack ou tufamento de embalagem,
pode ocorrer caso a contaminacdo microbiolégica seja significativa ou ndo se
respeite a temperatura minima de resfriamento (4 + 2 °C). Portanto, a reducdo
da proliferacdo microbiana em carne € necessaria. Com este intuito, foi
utilizado neste trabalho um revestimento a base de quitosana a 1% (m/m) e
glicerol a 0,5% (m/m) que pode ser aplicado para a protecdo de alimentos,
especialmente como filmes e revestimentos comestiveis. Paralelamente, foram
avaliados os efeitos de extrato (EEP) e nanoparticulas de propolis (NPs), frente
a alguns géneros bacterianos comumente encontrados em carne fresca in
natura. A permeabilidade do filme, produzido, respectivamente aos gases O, e
CO, foi de 1,53 + 0,73 - 10" g-m-(Pa-ss-m?) ' e de 1,20 + 0,06 - 10™*?
g-m-(Pa-s-m?) ", comparativamente maior, em relacéo aos trabalhos citados.
Esse filme possui alto teor de umidade e baixa solubilidade relativos, o que é
interessante para aplicacdo em carne, pois mantém sua propriedade de
barreira e integridade, mesmo sob elevada umidade e possivel atividade de
agua. Com relacao a coloracdo (Hue) das amostras de contrafilé (Longissimus
dorsi) utilizadas nestes experimentos, no 7° dia houve uma pequena
desvantagem para as amostras revestidas e a vacuo em relacdo as que nao
estavam a vacuo. Porém, no 14° dia o brilho (Croma) das amostras nesta
mesma condi¢do foi superior ao das outras amostras e nao houve diferenca
significativa na cor. Portanto, esta condicdo ainda pode ser considerada mais
vantajosa, quando se deseja estender o tempo de prateleira. O revestimento
em questao, melhorou a capacidade de retencéo de agua (CRA) de amostras
de carne, o que auxilia na desejada suculéncia do produto. Além disso, inibiu o
crescimento de enterobactérias, bactérias acido-laticas (BALS) e psicrotréficas
totais, 0 que certamente podera aumentar o tempo de prateleira de carne in
natura. O EEP utilizado possui teor de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante relativamente elevados. Para todas as concentragbes de EEP e
NPs testadas, com todas as espécies bacterianas, obteve-se resultados
melhores com as NPs.

Palavras-chave: quitosana, revestimento comestivel, qualidade, tempo de
prateleira, propolis



NATURAL COATINGS EFFECT ASSESSMENT ON PRESERVATION
OF MATURED BEEF

ABSTRACT

Brazil is the second largest producer and exporter of bovine fresh meat, what in
2014 accounted for about US$23.31 billion in Gross Value of Production (GVP)
in a market of US$62.97 billion per year, generating about 7 million jobs. The
most evaluated parameters about meat, can be divided into physical-chemical
like temperature, water activity (Aw), redox potential (Eh), hydrogen ion
potential (pH), maturation or tenderization, cooking method and sensorial like
color, softness, texture, juiciness and flavor - combination of aroma and taste.
As 75% of muscle composition is water, in the muscle conversion into meat
there is an amount of water release due evaporation and exudation, the amount
is about 2% to 5% of the total water, which are rich in amino acids, peptides,
nucleotides and sugars, which features a high water activity, a term created to
describe the free and available water in food for the growth of micro-organisms
and occurring spoilage reactions. Although the vacuum packaging is an efficient
way to conserve chilled beef, a serious problem, known as blown pack may
occur if microbial contamination is significant or not respect the cooling
minimum temperature (4 £+ 2 ° C). Therefore, the reduction of microbial
proliferation in food is necessary, because this practice ensure increased shelf
life, the food security, and maintaining the product appearance. In this work, we
used a coating based on chitosan which has the potential to be applied to food
protection, especially as edible films and coatings. The permeability of the film
produced in this work to O, and CO, gases is relatively larger, compared to the
works cited. The film developed in this work has relatively high moisture content
and low solubility, what is interesting for application in meat, because it keeps
its barrier property and integrity, even under high humidity and possible high
water activity. Regarding the color (Hue) samples, on the 7th day there was a
small disadvantage of coated samples and vacuum relative to that were not
vacuum. However, on the 14th day, brightness (Chroma) of the samples in this
condition was better than the other samples and, there was no significant
difference in color. Therefore, this condition can still be considered more
advantageous when we wish to extend the shelf life time. The film developed in
this work, improved water holding capacity (WHC) of meat samples, which
helps the desired juiciness of the product. The edible film of chitosan base
selected for application to fresh meat, inhibits the growth of enterobacteria,
lactic acid bacteria (LABs) and total psychrotrophic, which certainly can
increase the shelf life of the product.

Keywords: chitosan, edible coating, quality, shelf life, propolis.



LISTA DE TABELAS

Tabela - 1 Médias das tensdes superficiais das solu¢cdes dos

filmes de qUItOSANA..........cccevviiiii 32

Tabela — 2 Médias dos coeficientes de adesao de cada

formulacado de gel de quitosana .............cccoeeveeiiiieiiin e 32

Tabela — 3 Médias dos coeficientes de coesao de cada
formulacdo de gel de quitosana...............cccoeviiiiiiiiiiennnn. 32
Tabela - 4 Médias dos coeficientes de espalhamento de cada
formulacado de gel de quitosana .............ccceeeeeeiiiieiiiinee e 33
Tabela - 5 Resultados da ANOVA para avaliacdo dos efeitos dos
reagentes no We dos filmes ao nivel de significancia de 5%...33
Tabela 6 — Médias e desvios-padrao (dp) dos valores de pH
obtidos a partir do 7° dia de experimento.....................ee.. 40

Tabela 7 - Médias e desvios-padréo (dp) de angulos de Hue...44

Tabela 8 - Médias e desvios-padréao (dp) de croma.............. 45
Tabela 9 - Médias e desvios-padrao (dp) de CRA................ 47
Tabela 10 - Médias e desvios-padrao de TBARS................. 49
Tabela 11 - Médias e desvios-padrao de todos os

bioensaios...54



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura primaria da
quitosana, sendo n o grau de polimerizacéo (Assis e Alves, 2002)...18
Figura 2 - Esquema representativo das tensdes interfaciais existentes

num sistema trifasico, em que duas das fases estao condensadas..19

Figura 3 — Frasco para ensaios de permeabilidade ao vapor

Figura 4 — Dessecador com ventoinhas, para circulacéo de ar durante
a realizacao de ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua.......... 24

Figura 5 — Camara para determinacao de permeabilidade gasosa em

Figura 6 - Representacfes do sdlido das cores pelo método CIE
L*a*b* no espacgo das cores. Imagem de Konica Minolta Sensing

Y 1= 0% 1 28
Figura 7 — Imagem 2D de um filme de quitosana, preparado na
formulagéo escolhida, obtida por MFA...........oi 37
Figura 8 — Imagem 3D de um filme de quitosana, preparado na
formulacao escolhida, obtida por MFA...........cccooiiiii 38
Figura 9 - Amostra de carne, embalada a vacuo e nao revestida, no
21° dia de experiMento ... .co.oueiiiiii e 43
Figura 10 - Amostra de carne, embalada sem vacuo e revestida, no

21° dia de experimento.........ccoeiiiiii 43

Figura 11 - Amostra de carne, embalada a vacuo e revestida, no 21°

dia de eXperimentO........ccoouiiii i 44

Figura 12 — Placas de Petri contendo meio MacConkey com

crescimento de enterobactérias (A) e sem crescimento (B)............ 51



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Gréfico de Pareto indicando influéncia positiva para as

variaveis, ou interacdes delas, cujas barras ultrapassam a linha

vermelha tracejada...........coooiiiiiii i 34
Grafico 2 - Médias e desvios-padrao doWe............coceeeiininnnnn.. 34
Grafico 3 — Médias e desvios-padr@o do pH............c.coovvivinnn..e. 39
Grafico 4 - Médias e desvios-padrao (dp) de angulo de Hue......... 41
Grafico 5 - Médias e desvios-padrao de croma..................c........ 42
Grafico 6 - Médias e desvios-padrdode CRA............cccoivininnnnn. 46
Grafico 7 - Médias e desvios-padrdo de TBARS......................... 48

Gréafico 8 - Médias e desvios-padrdo em UFC.mL™ para
Enterobactérias totais............cooeiiiii 50
Gréafico 9 - Médias e desvios-padrdo em UFC.mL™ para BALs

10 ] 7> 1 52
Gréafico 10 - Médias e desvios-padrdo em UFC.mL™ para

P SICIOtrOfiCaS t0tAUIS . oottt ettt e 53



LISTA DE SIGLAS

AMC - agar MacConkey

AMRS - agar DeMan, Rogosa e Sharpe
ASB — agar sangue base

ANOVA — Analise de variancia

BALs — bactérias acido-laticas

CIE - Comisséo Internacional de Iluminacao
CRA — capacidade de retencao de agua

Dp — desvio-padrao

EDL - Espalhamento Dinamico de Luz

EEP - extrato etandlico de prépolis
MFA — microscopia de forca atbmica
MIC - concentracao inibitéria minima
NPs - nanoparticulas de prépolis

NVNR — amostra de carne embalada sem vacuo e sem
revestimento

NVRE — amostra de carne embalada sem vacuo e com
revestimento

TBARS — analise de espécies reativas ao acido tiobarbitarico
UFC — unidades formadoras de colonia

VANR — amostra de carne embalada a vacuo e sem revestimento

VARE - amostra de carne embalada a vacuo e com revestimento



LISTA DE SIMBOLOS

a* - coordenada vermelho/verde (+a indica vermleho e —a indica

verde)
b* - coordenada amarelo/azul (+b indica amarelo e —b indica azul)

AP — pressao diferencial

v - interacdo dispersiva de um liquido puro
y! - tensdo superficial na interface liquido/vapor

v& —interacgao dispersiva na superficie de um sélido

Y? - interac&o polar na superficie de um solido
vy - tensdo superficial na interface sélido/vapor

L* - Luminosidade

PCO, - permeabilidade ao gas carbbnico
PO, — permeabilidade ao gas oxigénio
W, — coeficiente de adesao

W, — coeficiente de coesao

We — coeficiente de espalhamento



SUMARIO

1. INTrOAUGEOD ... e 13

2. ODJetIVOS .., 21

3. Material @ MEtodOS ......ccoevviiiiiii e 21

3.1 Caracterizacdo da superficie dacarne ............ccccevvvvvvnnnnnn. 21
3.2 Determinacéo de tensao superficial das solucdes de

filmes de quItoSaNa .........ccoovvviiiiiiii e 22

3.3 Estudo das formulacdes de filme de quitosana............... 22

3.4 Determinacdo de permeabilidade de um filme de
quitosana ao vapor d’agua... ........ccceiiiiiiiiiiiriieaeae. 23
3.5 Determinacdo de permeabilidade, do filme selecionado,
A0S 0ASES O3 € COguurnniiiiiiiiirriansrinsraniiiiicssannsranseannss 24
3.6 Determinacdo da espessura e das propriedades
mecanicas de um filme de quitoSana......ccccveeveeviernnrnnrnns 26
3.7 Avaliagdo de teor de umidade e solubilidade do filme
Y] =T od T0 ] - To [0 N 26

3.8 Caracterizacdo de superficie, do filme selecionado, por

microscopia de forca atbmica (MFA)....cccviiviiiiiieneenee. 27
3.9 Determinagéo do pH de amostras de
Lo 3 = 27

3.11 Monitoramento de capacidade de retencdo de agua

3.12 Avaliacdo de oxidacao lipidica (TBARS)....ccvcveievrernnne. 29

3.13 Avaliacdo da eficiéncia do revestimento comestivel a base
de quitosana na inibicdo do crescimento de bactérias da
familia Enterobacteriaceae, bactérias acido-lacticas (BALS)
e psicrotroficas totais em amostras de carne............... 30

3.14 Analises estatiStiCas......cvvuiiiiiirreeiansirrrensssssrrnnnnnsns 31



4. Resultados € diSCUSSA0......ccviuriurierirrinrarsnranrinransnsansas 31
4.1 Caracterizagcdo da superficie dacarne .........cccccceeveeinnnnnee. 31
4.2 Determinacgao de tenséao superficial das solugbes de

filmes e da melhor formulacéo do filme de quitosana.....31
4.3 Determinacgao de permeabilidade de um filme de
quitosana ao vapor d’agua..........c.ccceviiiiiiiiiiria i, 35
4.4 Determinacdo de permeabilidade, do filme selecionado,
aos gases O, e CO,35
4.5 Determinacéo de espessura e de propriedades mecanicas
de um filme de quItoSaNna.....cccevviiiiiiiiiirii s 36
4.6 Avaliagdo de teor de umidade e solubilidade do filme
7] =T o4 To 1 0 = To [0 N 36

4.7 Caracterizacdo de superficie, do filme selecionado, por

microscopia de forca atbmica (MFA)....ccceieeiieiiiininnnnns 37
4.8 Determinacéo do pH de amostras de

Lo o 1= P 38
4.9 Avaliac8o COlOrNMEetriCa. uuraerarrierieraeraeraeraeraeranraeranennns 40

4.10 Monitoramento de capacidade de retencdo de &gua

4.11 Avaliacdo de oxidacéo lipidica (TBARS)....ccceviurrnennne. 47
4.12 Avaliacdo da eficiéncia do revestimento comestivel a base
de quitosana na inibicdo do crescimento de bactérias da

familia Enterobacteriaceae, bactérias acido-lacticas (BALS)

e psicrotroficas totais em amostras de carne............... 49
ST 0] o o3 11 F{ 0 1= 3R 54
6. Referéncias.........ccoviiiiiiiiii 55
7. ANEXOS ......

7.1. Normas ASTM



17

AVALIACAO DO EFEITO DE REVESTIMENTO
COMESTIVEL NA CONSERVACAO DE CARNE BOVINA
RESFRIADA E EMBALADA A VACUO

1. INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial de carne bovina
in natura e de acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(United States Department of Agriculture — USDA, 2015), a produgéo brasileira
deste produto, em 2014, foi de 9,723 milhdes de toneladas (em equivalente
carcaca), somente inferior & norte-americana, que é de 11,078 milhdes de
toneladas. Ainda de acordo com o USDA, em 2014 o Brasil exportou 1,909
milhdes de toneladas, em equivalente carcaca, quantidade apenas inferior as
2,082 milhdes de toneladas exportadas pela india. Portanto, a pecuéaria de
corte no Brasil € um dos principais pilares do agronegdcio brasileiro. Em 2014,
o Valor Bruto da Producédo (VBP) de carne foi de pouco mais de US$23,31
bilhdes, atrds apenas da producéo de soja (BRASIL, 2015). A cadeia produtiva
da carne movimenta US$62,97 bilhdes por ano, gerando aproximadamente 7
milhdes de empregos (NEVES, 2012).

Em 2012, o Brasil exportou carne bovina para 142 paises (BRASIL,
2013). Esse avanco, em grande parte, s6 foi possivel devido a algumas
conquistas obtidas, como as zonas livres de febre aftosa e a criagdo em 2002,
do Sistema Brasileiro de Identificacdo de Origem de Bovinos e Bubalinos —
SISBOV, com intuito de garantir a procedéncia e a tipificacdo das carnes
bovina e bubalina, através da rastreabilidade (BRANDAO, 2007).

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, no ano de 2015, a expectativa € que a producdo de carne bovina
aumente a uma taxa de 2,1% ao ano e sendo assim, até 2025, a producao

nacional de carne bovina sera de 11,355 milhdoes de toneladas, um aumento de
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23,3% no periodo. Com relacdo as exportacdes, a projecdo € que aumentem
de 2015 para 2025 a uma taxa de 3,3% ao ano, chegando ao total estimado de
2,883 milhdes de toneladas, ou seja, um aumento esperado de 37,4% no
periodo em questao.

O grande sucesso de toda essa cadeia produtiva esté ligado a qualidade
do produto, sobre a qual devem ser considerados os aspectos ante mortem e
post mortem, sendo que os cuidados devem ter inicio durante a vida do animal,
desde o manejo, controle da alimentacdo até os cuidados sanitarios e o meio
de transporte até o abatedouro (DELAZARI, 1977). Os aspectos ante mortem
se restringem basicamente: a genética, ao sistema de criacdo (confinado ou

extensivo), a alimentacéo, a idade ou a maturidade e estresse pré-abate.

O estresse pré-abate, no transporte de bovinos até o abatedouro, em geral,
ocorre devido ao espago para 0s animais ser insuficiente, o que gera um gasto
adicional de energia, impactando a concentragdao do glicogénio muscular que
pode ser parcial ou totalmente esgotada (FERGUSON et al. 2008). Por
exemplo, de acordo com Andrade et. al. (2009), nas propriedades mais
distantes e de dificil acesso, do Pantanal sul-mato-grossense, ainda predomina
o transporte por comitiva até os centros de embarque fluvial ou rodoviério.
Desta forma, os animais chegam ao abatedouro fadigados, famintos e

estressados.

Os aspectos post mortem podem ser didaticamente subdivididos em fisico-
guimicos e sensoriais, sendo que, dentre os fisico-quimicos, se encontram:
resfriamento, estimulacéo elétrica, atividade de dgua (Aw), potencial redox (Eh),
potencial hidrogeniénico (pH), maturacéo ou tenderizacdo e método de coccédo
(FELICIO, 1997). Os sensoriais sdo: coloracdo, maciez, textura, suculéncia e

flavor - combinag&o entre aroma e sabor (SARAIVA, 2008).

Apoés o abate do animal, seus musculos, tecidos e células passam por um
complexo sistema de transformagdes conhecidas como rigor-mortis, no qual
podem ser observadas mudancas fisicas, bioquimicas e microbiolégicas
(FEITOSA, 1999). Em suma, 0 que ocorre é que os filamentos proteicos de

actina e miosina, presentes no musculo, devido a auséncia de adenosina
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trifosfato (ATP), se unem para formar cadeias rigidas de actomiosina,
caracterizando o rigor-mortis (ERDOS, 1943; BATE-SMITH E BENDALL, 1947,
1949). Estas alteracOes fazem parte do processo conhecido como converséo
dos musculos em carne.

Na conversdo de musculo em carne, segundo Lawrie (1974, 1985), pelo
fato de 75% da sua composicdo ser agua, ocorre uma liberacdo, por
evaporacao e exsudacdo, em torno de 2% a 5% desta agua, juntamente com
aminoacidos, peptideos, nucleotideos e aclUcares, 0 que caracteriza uma
elevada Aw, termo criado para descrever a agua livre e disponivel nos
alimentos, para o crescimento de micro-organismos e para que ocorram
reacoes deteriorantes (DITCHFIELD, 2000).

Além da Aw, outros fatores que influenciam significativamente na qualidade
da carne séo o potencial redox (Eh) e o potencial hidrogeniénico (pH). O Eh de
um alimento esté relacionado com a sua composi¢ao quimica e com a tensao
ou pressao parcial do oxigénio, durante o armazenamento (MOSSEL, 1994;
OBBINGER, 1973; URBAIN, 1976). O efeito do Eh, sobre o crescimento
microbiano, é o de prolongar a fase lag inicial (BARNES E INGRAM, 1956), ou
seja, 0 periodo de adaptacdo ou readaptacdo, dos micro-organismos, as
condi¢cdes em que se encontra o substrato onde irdo atuar, como por exemplo,
a carne.

O pH post mortem de qualquer carne é determinado pela quantidade de
acido latico, que é produzido a partir de glicogénio, durante a glicolise
anaerébica que ocorre nas células musculares, principalmente, pela acdo de
bactérias acido-laticas. Esta producéo de acido latico é capaz de fazer baixar o
pH original do musculo, que era em torno de 7, para aproximadamente 5,5, por
volta da vigésima quarta hora post mortem (FELICIO, 1997).

Este processo, essencial para amaciar e conservar o produto, pode nao
ocorrer caso, anteriormente ao abate, o animal sofra fadigas musculares,
inanicdo ou estresse (LAWRIE, 2005) pois estes fatores acarretam,
consequentemente, no esgotamento de glicogénio. Este tipo de situacdo ocorre
principalmente devido ao transporte inadequado e com isso o estabelecimento
do rigor mortis se da na primeira hora pos-abate, mesmo antes de a carcaga

ser levada a uma camara fria. Isto ocorre porque a reserva energética nao €
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suficiente, para sustentar os metabolismos anaerobios post mortem muscular e
microbiano, que produzem &cido latico.

O pH também esta intimamente ligado ao processo denominado
maturacdo, que ocorre durante a estocagem refrigerada em embalagem a
vacuo, consiste na proteolise dos componentes estruturais das miofibrilas
(ALVES, 2005) pela ja citada formacdo de &cido latico, decorrente da
degradacédo do glicogénio que provoca a queda do pH de 7,3 para
aproximadamente 5,5 no espaco extracelular. Esse fato diminui a dissociagéo
de eletrélitos fracos, aumenta a permeabilidade das membranas celulares,
facilitando a difusdo de enzimas citoplasmaticas, diminuindo a coesdo das
miofibrilas com ruptura de organelas intracelulares, principalmente os
lisossomos e o reticulo endoplasmatico (PUGA et. al, 1999). A consequéncia
dessas modificacdes bioquimicas € a diminuicdo da coesao entre as miofribilas
e 0 aumento da maciez.

A maturacdo de cortes, embalados a vacuo, deve ocorrer em camaras
frigorificas, com temperatura ambiente entre 2 e 0 °C, pelo periodo de 7 a 21
dias, pois Field et al. (1971) comprovou que nestas condicbes e por este
periodo ndo ha alteracdo no flavor, o que esta de acordo com o conceito de
processamento minimo.

Um alimento é considerado minimamente processado, desde que sejam
usadas apenas técnicas que o preservem e também mantenham a sua
qualidade nutricional, além das suas caracteristicas sensoriais, reduzindo desta
forma a dependéncia do calor como principal acdo conservadora (Fellows,
2000). De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
processamento minimo significa manipular um produto sem altera-lo
fundamentalmente e sem adicionar ingredientes artificiais (USDA, 2015)

O processamento minimo pode, portanto, ser visto no contexto da
preocupacdao tradicional de processamento de alimentos para prolongar a vida
de prateleira dos alimentos. Ao mesmo tempo, enquanto valorizam a
conveniéncia que o aumento da vida Util pode trazer, os consumidores
tornaram-se mais criticos com o uso de aditivos sintéticos para preservar

alimentos ou melhorar caracteristicas como cor e sabor (Bruhn, 2000).
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Em embalagens com atmosfera modificada, normalmente séo utilizadas
misturas de oxigénio (O;), diéxido de carbono (CO,) e nitrogénio (N,). Cada
gas desempenha um papel especifico na extensdo da vida util da carne e na
manutencdo de sua aparéncia: COg, inibicAo do crescimento de bactérias
aeroObicas deteriorantes e selecdo de bactérias laticas, O,, manutencdo das
caracteristicas de cor da carne e Ny, inertizagdo (GILL, 1996; SORHEIM et al.,
1999).

A limitada quantidade de oxigénio e a baixa temperatura de resfriamento,
no empacotamento a vacuo de carne, geralmente o tornam muito estavel, pois,
inibe 0 crescimento bacteriano indesejavel, haja vista que, nestas condicdes,
as bactérias lacticas sdo, normalmente, as Unicas a aumentarem sua
populacdo, chegando & ordem de 10’ UFCs (Unidades Formadoras de
Colénia).cm™? (GILL E NEWTON, 1978) e inibem o crescimento dos demais
micro-organismos. Segundo Venturini (2009), o sistema de embalagem a vacuo,
também denominado andxico, comparado aos demais, é o que confere maior
vida (til & carne mantida a temperatura em torno de 2 °C.

Apesar da embalagem a vacuo ser considerada eficiente na conservacao
de carne bovina resfriada, um grave problema, conhecido como blown pack ou
tufamento de embalagem, pode ocorrer caso a contaminacdo microbiolégica
seja significativa ou ndo se respeite a temperatura minima de resfriamento (4 +
2 °C). De acordo com Jay (2005) a deterioracdo de carnes sob baixas
temperaturas é seguida da producdo de compostos sem coloracdo como
amodnia, H,S, indol e aminas. Entre o0s subprodutos metabdlicos da
deterioracdo da carne, as diaminas, cadaverina e putrecina sado estudadas
como indicadores da deterioracao.

Uma avaliacao de deterioragcao do tipo blown pack, de carnes embaladas a
vacuo e refrigeradas, realizada por Brightwell et al. (2007), demonstrou
nameros de moderados a elevados de enterobactérias na microbiota
deteriorante dessas carnes. As andlises, desenvolvidas por este autor,
detectaram que as enterobactérias produziram gas em carne de cordeiro em
condicbes de anaerobiose e que estes micro-organismos podem causar
deterioracédo e tufamento da embalagem em carnes refrigeradas embaladas a

vacuo. A producdo de gas foi causada pela maioria das amostras de
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enterobactérias testadas incluindo espécies de Enterobacter, Serratia, Hafnia e
Rahnella. Algumas espécies de clostridios, principalmente Clostridium
estertheticum e C. gasigenes, também estdo implicados como agentes
causadores deste tipo de deterioracdo (BRIGHTWELL et al., 2007).

E possivel observar que além dos clostridios, outros géneros bacterianos,
como bactérias acido-lacticas e enterobactérias, por exemplo: Lactobacillus
spp., principalmente o L. sake e o L. curvatus, Leuconostoc gelidium, L.
carnosum e L. mesenteroides sdo frequentemente encontrados em carne in
natura (BORCH et al.,, 1996), sendo indicadas como responsaveis pela
deterioragéo do tipo blown pack.

Portanto, a reducao da proliferagdo microbiana em alimentos, por meio de
revestimentos, que podem ser polimeros comestiveis, € necessaria, pois esta
medida garante o aumento do tempo de prateleira, a seguranca alimentar, além
da manutencéo do aspecto do produto (GONZALES, 2008).

Um polimero natural, ja utilizado na inddstria alimenticia, € a quitosana,
derivada do processo de desacetilacdo da quitina, que é tida como o segundo
polissacarideo mais abundante da natureza. Sua estrutura € formada pela
repeticdo de unidades de beta (1-4) 2-amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-
glucosamina) apresentando uma cadeia polimérica similar & da celulose,

conforme expressa na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura primaria da quitosana,
sendo n o grau de polimerizacéo

HOH,C

Fonte: ASSIS E ALVES, 2002.

A quitosana tem também o potencial de ser aplicada para a protecao de

alimentos, especialmente como filmes e revestimentos comestiveis
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(CASARIEGO et al.,, 2008; CERQUEIRA et al., 2009). As propriedades
policatibnicas da quitosana fornecem a este polimero a possibilidade de
formacao de filmes, pela quebra dos segmentos poliméricos e subsequente
reformacao da cadeia de polimero em uma matriz, de pelicula ou gel.

As formulacdes de revestimentos comestiveis deverdo molhar e espalhar-
se uniformemente na superficie do alimento. Apds secagem, 0s revestimentos
deverdo ter uma adesao, coesao e durabilidade adequada (KROCHTA e
MULDER-JOHNSTON, 1997).

As determinacfes das tensdes superficial e superficial critica de carne,
significam caracterizar a superficie exposta da mesma. De acordo com Zisman
(1964), em sistemas tendo tensdo superficial menor que 100 mN.m™
(superficies de baixa energia), o angulo de contato formado por uma gota de
liquido, em uma superficie solida, pode ser usado para célculo da tenséo
superficial do liquido ¥/ (onde a fase V é ar saturado com vapor do liquido, L),
que permite a aplicacdo do método, desenvolvido por este autor, para
determinar a capacidade molhante ou molhabilidade.

Uma das caracteristicas primarias de um sistema bi ou trifasico, contendo
duas fases condensadas, em que pelo menos uma delas é um liquido, € o
angulo de contato do liquido na outra fase condensada (6). O angulo de
contato da gota de liquido, na superficie sélida, é definido pelo equilibrio
mecéanico da gota sob a acdo de trés tensdes interfaciais: solido-vapor (yY),
sélido-liquido (y&) e liquido-vapor (y/), conforme pode ser observado na figura
2.

Figura 2 - Esquema representativo das tensdes interfaciais existentes num
sistema trifasico, em que duas das fases estdo condensadas.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A capacidade molhante ou molhabilidade de um soélido por um liquido é
determinada pelo balanco entre as forcas adesivas (coeficiente de adeséo, W,
equacao 1) do liquido no solido e as forcas coesivas (coeficiente de coesao,
W, equacao 2) do liquido. Enquanto que as forcas adesivas fazem com que o
liguido se espalhe sobre a superficie sélida, as for¢as coesivas fazem com que

o fluido se contraia.
Wa=y/ +vd -vs (1)
We=2- VZ (2)

Quando um sdlido entra em contato com um liquido, na presenca de vapor,
o liquido ira aderir bem a superficie do sélido se a energia livre necessaria para
a criacdo de uma nova interface diminuir, isto é, o trabalho necessario para
separar o sélido e o liquido da interface soélido-liquido tem que diminuir. O
coeficiente de espalhamento (W), equacdo 3, no equilibrio € definido pela
equacdo 1; para que o espalhamento ocorra espontaneamente, a energia livre

do processo (AG) tera que ser inferior a zero.
We =Wa-We=y5 -y -¥§ (3)
Para um liquido puro, se as interagdes polar () e dispersiva (y{) séo

conhecidas, e se 6 é o angulo de contato entre o liquido e o sélido, a interacao

pode ser descrita em termos de trabalho reversivel de adeséo, W,, como:

Wa:Wad+ VVpa'{:}Wa: 2'(V)/sd'\/yil€i+\/%'\/%) (4)

Onde y! e y& séo as contribuicdes polar e dispersiva da superficie do

sélido estudado. Rearranjando a equacao 4 acima, temos:
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1+cos 6 Y?
czoS N ¢ YE '\/%‘FVY;? (5)
i NN

Além dos revestimentos comestiveis, a utilizacdo de antibiéticos naturais,
para a conservacao de alimentos, torna-se cada vez mais desejada, haja vista
que o consumidor moderno tende a exigir um alimento que preserve ao
maximo as suas caracteristicas originais e isento de produtos sintéticos, para
gue se atinja este objetivo (Vaithiyanathan et al., 2011; Economou et al., 2009;
Dutta et al., 2009; Chouliara et al., 2007).

Um produto com tais caracteristicas é a préopolis, uma substancia natural e
resinosa, coletada em botdes florais de diferentes espécies de arvores por
abelhas, para a assepsia de suas colmeias, conhecida milenarmente por suas
propriedades antimicrobiana e antioxidante (Koo, 2000).

A propolis ganhou popularidade como uma medicina alternativa ou
alimento para a saude e prevencdo de doencas em varias partes do mundo,
incluindo os Estados Unidos, a Unido Europeia e o Japdo (Teixeira, et al.,
2005). A propolis verde, também conhecida como a propolis brasileira, €
derivada principalmente ou exclusivamente de plantas de alecrim (Baccharis
dracunculifolia) (Teixeira et al., 2005).

Em termos de composi¢do, é geralmente constituida por 50% de resina,
30% de cera, 10% de Oleos essenciais, 5% de polen e 5% de outras
substancias que incluem minerais e compostos organicos como acidos
fenolicos aromaticos (por exemplo: acido cindmico e acido caféico) ou seus
ésteres, flavonoides (flavonas, flavanonas, flavondis e di-hidroflavondis
chalconas), terpenos, aldeidos, alcoois aromaticos, acidos graxos, estilbenos e
B-esteroides (Lima et al., 2009; Silva-Carvalho et al., 2015).

Flavondide € um dos principais grupos de compostos ativos na propolis,
portanto, o contetudo de flavonoides € frequentemente utilizado para avaliar a
qualidade da mesma (Brasil, 2001; Lima et al., 2009; Cai et al., 2012).

Com o advento da nanotecnologia, possibilitou-se a utlizagcdo de
quantidades reduzidas de um determinado produto, obtendo-se resultados

mais satisfatorios, em virtude do aumento da superficie de contato da particula
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(aumento da relacdo superficie/volume). Sendo assim, uma forma de
potencializar a atuacao da propolis € reduzi-la a forma de nanoparticulas.

A venda de carne previamente embalada, em um sistema que prolongue
ao maximo a sua vida util, preservando o seu aspecto natural, principal fator
gue determina a decisdo de compra pelo consumidor, pode ser muito vantajosa
(SARAIVA, 2008), o que nao ocorre com carne congelada, cuja aceitacao é
menor.

Sendo assim, o intuito do presente trabalho foi desenvolver uma solucdo a
base de quitosana, visando estender a conservacdo de carne in natura e
portanto o seu tempo de prateleira, mantendo as suas principais caracteristicas

sensoriais e com foco na seguranga alimentar.
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2. OBJETIVOS

o Determinar a melhor formulacdo de solucéo filmogénica de quitosana, a
ser utilizada e suas propriedades;

o Determinar semanalmente algumas variacdes fisicas, quimicas e
microbiolégicas de amostras de carne;

o Sintetizar e caracterizar extrato etanolico (EEP) e nanoparticulas de
prépolis (NPs);

o Determinar a concentragdo inibitéria minima (MIC), do EEP e das NPs

as bactérias, pertencentes a géneros comumente encontrados em carne:
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Determinagéo da tensao superficial da carne

Carne bovina, proveniente do musculo longissimus dorsi, foi cortada em
pequenas tiras, com as mesmas dimensdes (1 X 5 cm no sentido das fibras
musculares. Essas tiras foram colocadas, uma de cada vez, sobre placas de
vidro e acopladas a base de um equipamento para medicdo de angulos de
contato (OCA 20, Dataphysics, Alemanha), conectado a um computador que
contém um software especifico, para controle e aquisicdo de dados. Ao mesmo
equipamento, foi acoplada uma seringa de vidro, com capacidade para até 500
puL da solucdo desejada. Para cada liquido, foram feitas 15 repeticdes em 5
amostras de carne, sendo que cada gota tinha 2,0 pL.

As determinagbes dos angulos de contato, das gotas de trés compostos
liquidos (L) puros: bromonaftaleno (Merck, Alemanha), formamida (Merck,
Alemanha) e agua ultrapura, na superficie da carne, combinadas com os
valores da tenséo dos liquidos puros utilizados, permitiram o célculo da tensao

superficial da carne.

3.2 Determinacao de tensdes superficiais de solucbes filmogénicas
de quitosana

De acordo com dados obtidos na literatura, foram escolhidas duas
concentracfes de quitosana (1 e 2% m/V), duas do tensoativo tween 80 (0,0 e
0,2% m/V) e duas do agente plastificante glicerol (0,5 e 1,5% m/V). Através de
um planejamento fatorial com ponto central, foram preparadas e testadas 9
diferentes formulagbes, com diferentes concentragdes de quitosana (1,0, 1,5 e
2% m/V), tween 80 (0,0, 0,1 e 0,2% m/V) e glicerol (0,5, 1,0 e 1,5% m/V),
conforme pode ser observado na tabela 1, todas elas solubilizadas em acido

latico diluido a 1% (V/V), com auxilio de um agitador magnético, durante 12h.



Tabela - 1 Formulagdes das solucdes filmogénicas de quitosana
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% Glicerol 0,50 0,50 1,00 1,50 1,50
% Tween 80 0,00 0,20 0,10 0,20 0,00
% Quitosana 1,00 | 2,00 1,00 | 2,00 1,50 1,00 | 2,00 1,00 2,00

As tensOes superficiais das solu¢des filmogénicas, foram medidas com
auxilio de um tensibmetro mecanico (Kriiss, Alemanha). Os valores de tensdes
superficiais foram obtidos, através da insercéo e retirada, na solucao desejada,
de um aro metalico especifico, acoplado ao equipamento obtendo-se o valor

em mN.m™.

3.3 Estudo das solucdes filmogénicas de quitosana

Foram testadas as 9 mesmas formulagbes, do experimento anterior de
caracterizagao, (quitosana a 1,0, 1,5 e 2% m/V, tween 80 a 0,0, 0,1 e 0,2% m/V
e glicerola 0,5, 1,0 e 1,5% m/V, solubilizados em acido latico diluido a 1% V/V).

A carne bovina, proveniente do musculo longissimus dorsi, foi nhovamente
cortada em pequenas tiras, com as mesmas dimensodes (1 x 5 cm), no sentido
das fibras musculares. As tiras foram colocadas, uma de cada vez, sobre
placas de vidro e acopladas a base de um equipamento para medicdo de
angulos de contato (OCA 20, Dataphysics, Germany), conectado a um
computador que contém um software especifico, para controle e aquisicdo de
dados. A este mesmo equipamento, foi acoplada uma seringa de vidro, com
capacidade para até 500 pL da solucdo desejada. Para cada formulacdo foram
feitas 15 repeticGes em 5 amostras de carne, sendo que cada gota tinha 2,0 uL.

Desta forma, foram realizadas as determinagdes dos angulos de contato, de
cada gota e entdo foram calculadas as médias das 15 repeticbes de cada
formulagdo. ApOs a obtencdo das tensdes superficiais, de todas formulagbes
dos filmes, foi possivel calcular os coeficientes de adesdo (W, — equacéo 1,
pagina 24), coesao (W.— equacdo 2 — pagina 24) e de espalhamento (W, —
equacao 3, pagina 24), este ultimo o que determina se qual(is) formulacéo(des)

€ (sdo) a(s) mais adequada(s).
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3.4 Determinacédo de permeabilidade de um filme de quitosana ao

vapor d’agua

Este experimento foi baseado no método ASTM-D- 3985-02 (2002).
Primeiramente, a solucdo do filme foi preparada, de acordo com a melhor
formulacdo determinada no experimento anterior. Em seguida, foram
depositados 28 mL desta solucdo, em placas de Petri descartaveis de 90 mm,
e deixados secar durante 12h, em estufa com circulagéo de ar a 30 °C, em um
total de 6 réplicas.

Para a medicao da permeabilidade ao vapor d’agua foram usados 6 frascos
de acrilico, contendo 50 mL de agua destilada e uma tampa com abertura
(figura 3), que permitiu prender o filme, deixando-o exposto ao ar e ao vapor

d’agua.

Figura 3 — Frasco para ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua.

Fonte: Arquivo pessoal.

Em seguida, estes frascos foram colocados em um dessecador, contendo

silica desidratada e ventoinhas para facilitar as trocas gasosas (figura 4).
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Figura 4 — Dessecador com ventoinhas, para circulacdo de ar durante a
realizagcdo de ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua.
JE il 'V <
)

Fonte: Arquivo peésoal.

Estes frascos foram pesados, ja contendo a 4gua e os filmes, depois foram
colocados no dessecador. Apés intervalos de 2h foram pesados novamente,
para avalicado da perda d’agua e consequente permeabilidade, até um total de
10h de monitoramento, quando pela literatura do método utilizado, € sabido

que ja ocorre uma estabilizagdo na perda d’agua.

3.5 Determinagcdo de permeabilidade, do filme selecionado, aos

gases O, e CO,

A permeabilidade ao oxigénio (PO,) e a permeabilidade diéxido de carbono
(PCO,) foram determinadas com base no método ASTMD- 3985-02 (2002). Os
filmes foram selados entre duas camaras, tendo cada uma dois canais,

conforme pode ser observado na figura 5.
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Figura 5 — Camara para determinacédo de permeabilidade gasosa em filmes.

Fonte: Arquivo pessoal.

Na camara inferior, O, (ou CO,) foi fornecido a um fluxo continuo, por meio
de um controlador de fluxo gasoso (Agilent Technologies - ADM 2000, EUA),
para manter a pressdo constante naquele compartimento. A camara superior,
foi conectada uma fonte de N, gasoso, também com fluxo controlado. O N,
agiu como um carreador para o O, (ou 0 CO,). Para a medi¢cdo da PO, ou
(PCO,), amostras do fluxo de saida foram coletadas em uma seringa para a
guantificacédo destes gases.

Aos canais de saida, das duas camaras, foram conectados mandmetros,
para garantir a igualdade das pressdes (ambas a 1 atm) entre os dois
compartimentos. A medida que o O, (ou 0 CO,) foi carreado de forma continua
pela fluxo de nitrogénio, foi considerado que a presséo parcial de O, (ou CO,)
no compartimento superior era nula, Por conseguinte, a pressao diferencial
(AP) era igual a 1 atm. Foram testadas trés réplicas do filme e obtidas trés
amostras para cada filme, em cada caso (PO, e PCO,).

Para determinar a concentracdo de O,, 1 mL de amostra foi injetada em um
cromatégrafo de fase gasosa (Chrompack 9001, Middelburg, Holanda)
equipado com uma coluna Porapak Q 80/100 mesh mx 2 1/8 "x 2 mm SS, uma
coluna do tipo peneira molecular e um detector de condutividade térmica TCD.
Para o CO,, foi feito o mesmo procedimento, exceto pelo desvio da amostra,
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através de uma valvula, diretamente para a coluna Porapak, sem passar pela
peneira molecular. Em ambos os casos, uma mistura padréo, contendo 10% de

CO3, 20% de O, e 70% de N, foi usada para calibragéo.

3.6 Determinacdo da espessura e das propriedades mecanicas

de um filme de quitosana

Os filmes foram preparados conforme descrito anteriormente, no item 3.2, da
pagina 22. Para determinacédo da espessura meédia, foram preparados 3 filmes
e cada um destes foram medidos em quatro pontos distintos, com auxilio de
um micrometro digital (Modelo 293-561, Mitutoyo, Japao). Para se determinar o
elongamento maximo e a tensdo necessaria para romper o filme de quitosana,
foram utilizadas trés tiras de 2 x 5cm de trés filmes distintos. Estas tiras foram
acopladas a um equipamento Instron Universal Testing Machine (Modelo 4500,
Instron Corporation) e os testes foram realizados seguindo as diretrizes da
norma ASTM D 882-91.

3.7 Avaliacdo de teor de umidade e solubilidade do filme

selecionado

O teor de umidade e a solubilidade do filme selecionado foi determinado
seguindo metodologia descrita por Gontard et al. (1994). Cadinhos foram
limpos e deixados em estufa a 105 °C, 24h antes deste experimento. Apos
preparar o filme (triplicata), conforme descricdo anterior, ele foi cortado em
discos (triplicata) com 2 cm de diametro, que em seguida foram pesados e
colocados em estufa a 105 °C, dentro dos cadinhos, previamente pesados e
identificados. Apdés 24 h, os cadinhos contendo os filmes foram pesados
novamente para determinagdo do teor de umidade e colocados de volta na

estufa.

Para determinagéo da solubilidade, os mesmos filmes cortados em discos e

secos foram colocados em béqueres identificados, com 50 mL de &gua
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destilada, barras magnéticas e selados em cima com Parafiim®. Em seguida,
foram deixados em agitacdo durante 24 h, depois filtrados em membranas de
nylon, com didmetro de poro de 100 um. Por ultimo, o filtrado de cada disco de
filme foi colocado no respectivo cadinho e seco a 105 °C, novamente, durante

mais 24 h e por fim pesados mais uma vez.

3.8 Caracterizacdo de superficie, do filme selecionado, por

microscopia de forga atomica (MFA)

Foram depositados 28 mL de solucdo do filme selecionado, em placas de
Petri descartaveis de 90 mm. ApoOs secagem, durante 12h em estufa a 30 °C,
as imagens por MFA foram obtidas mantendo as amostras nas proprias placas

de Petri, utilizando-se um equipamento da marca Vecco, modelo Dimension V.

3.9 Determinacédo de pH de amostras de carne

Durante o periodo de analises (21 dias), foi feito acompanhamento semanal
do pH de amostras de L. dorsi (2,5 cm de espessura) com (RE) e sem (NR)
revestimento, embaladas a vacuo (VA) ou ndo (NV) em PVC, sob refrigeracéo
a 0 = 1°C. O revestimento foi aplicado por meio de asperséo da solucéo sobre
as amostras de carne. Para os dias 14 e 21 que nado foram preparadas
amostras sem vacuo e néo revestidas (NVNR), pois sabidamente ja estariam
deterioradas, ou seja, em adiantado estagio de putrefacdo. Para este
experimento, foi utilizada a metodologia descrita por Murphy et al. (2013).
Amostras de carne (10 g) foram trituradas e posteriormente homogeneizadas (1
minuto, 24.000 rpm) em 90 mL de agua ultra pura com o uso de Ultra Turrax.

Em seguida foi feita a medida do pH em pH-metro de bancada.

3.10 Avaliacao colorimétrica

Durante o periodo de analises (21 dias), foi feito acompanhamento semanal

da colorimetria de amostras de L. dorsi (2,5 cm de espessura) com (RE) e sem
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(NR) revestimento, embaladas ou ndo a vacuo em PVC a 0 = 1°C,também com
excecao nos dias 14 e 21 que ndo foram preparadas amostras sem Vacuo e
nao revestidas (NVNR), Utilizou-se um colorimetro Chroma Meter CR- 400/410
(Konica Minolta®©) no conceito CIELAB e 0 espago L*a*b*.

*9

O parametro “a*” indica a cromaticidade em um eixo verde (-) para o
vermelho (+). O parametro “b*” indica a cromaticidade em um eixo azul (-) para
o amarelo (+). O angulo de Hue é um angulo em uma circunferéncia de cor de
360°, em que os angulos 0°, 90°, 180°, e 270° representam respectivamente as
cores: vermelha, amarela, verde e azul, conforme representado na figura 6,

abaixo. O croma é a intensidade de Hue.

Figura 6 - Representacdes do sélido das cores pelo método CIE L*a*b* no

espaco das cores.

N

Amarelo
+b*

P
g —
_, -

o L Q

Verde —= > Vermelho
-2 i +a*

Azul
-b*

Fonte: Konica Minolta Sensing Americas.

Foram feitas trés medidas sobre as embalagens em trés pontos diferentes
da carne. A partir dos valores de a*b* é possivel obter os valores de croma e

hue, por meio das equacgdes 6 e 7 a seguir.

Croma = va*+b® (6)
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Hue = tan (Ej (7)
a

3.11 Monitoramento de capacidade de retencao de agua (CRA)

Durante o periodo de analises (21 dias), foi feito acompanhamento semanal
da CRA de amostras de L. dorsi (2,5 cm de espessura) com (RE) e sem (NR)
revestimento, embaladas (VA) ou ndo (NV) a vacuo em PVC a 0 + 1°C exceto
nos dias 14 e 21 que ndo foram preparadas amostras sem VAcuo e nao
revestidas (NVNR), pois sabidamente ja estariam deterioradas ou seja, em
adiantado estagio de putrefacdo. Pesaram-se pequenas por¢des (triplicata) de
amostras, em pedacos Unicos, com massa entre 2,00 a 2,10 g. Em seguida,
estas amostras foram colocadas em envelopes de papel filtro qualitativo (100 x
200 mm) e prensadas, durante 5 minutos entre duas placas de acrilico (150 x
150 x 5 mm) com um cilindro de aco de alta densidade, cuja massa é de 10,00
kg. Por fim, as amostras foram pesadas novamente e o calculo da CRA era

feito de acordo com a equagéao 8.

CRA% = Massa néo prensada — Massa prensada x 100 (8)
Massa nédo prensada

O resultado foi expresso como uma porcentagem do peso inicial.

3.12 Avaliacao de oxidacao lipidica (TBARS)

Oxidacéo lipidica foi medida nos dias 0, 7, 14 e 21, de armazenamento de

amostras de L. dorsi (2,5 cm de espessura) com (RE) e sem (NR)
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revestimento, embaladas (VA) ou ndo (NV) a vacuo em PVC a 0 + 1°C exceto
nos dias 14 e 21 que ndo foram preparadas amostras sem VAcuo e nao
revestidas (NVNR), pois j& estariam deterioradas. Foi utilizado o ensaio de
acido 2-tiobarbitirico como descrito por Siu e Draper (1978). Amostras de
carne trituradas (5 g) foram homogeneizadas, durante 2 min em 25 mL de agua
destilada, usando um dispersador Ultra-Turrax® (IKA® Works, Inc. -
Alemanha). Em seguida, foram adicionados 25 mL de Acido tricloroacético
(TCA — Labsynth, Brasil) a 10% e a mistura foi agitada vigorosamente e filtrada
através de papel de filtro Whatman n° 1. Em um tubo de ensaio com tampa de
rosca, 4 mL de filtrado limpido foram adicionados a 1 ml de de acido 2-
tiobarbitdrico (TBA — Alfa Aesar®, EUA) a 0,06 M. Os tubos, entdo, foram
colocados em agua, mantida a 80 °C, durante 90 min. A absorbancia de 5 mL
do filtrado, contendo TCA e TBA, foi medida por espectrofotometria (Cary 300
Bio, UV-Vis, Varian Instruments, EUA) a 532 nm e comparado a um “branco”,
contendo todos os reagentes (2 mL de 4gua destilada, 2 mL de TCAa 10% e 1
mL de 0,06 M de TBA). O teor de malondialdeido (MDA) das amostras foi
calculado, usando um coeficiente de extincdo de 1,56 x 10°. Mt.cm™. Os
resultados foram expressos como espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), em mg de MDA/kg de carne.

3.13 Avaliagdo da eficiéncia do revestimento comestivel a base
de quitosana na inibicdo do crescimento de bactérias da
familia Enterobacteriaceae, bactérias acido-lacticas (BALs) e

psicrotroficas totais em amostras de carne

Para esta avaliacdo, que também foi semanal, foram preparadas placas de
Petri contendo trés tipos de meios de cultura, com agar (solidos) MacConkey
(AMC), DeMan, Rogosa e Sharpe (AMRS) e Sangue Base (ASB). Entretanto,
foi utilizada a técnica pour-plate, na qual se injeta o inéculo com o meio ainda
morno, em torno de 40 °C, antes da solidificagdo. O in6culo foi semanalmente
obtido, com uso de exsudato da carne, embalada nas diferentes condi¢des

mencionadas (amostras de L. dorsi com 2,5 cm de espessura, com - RE - e
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sem - NR- revestimento, embaladas — VA - ou ndo - NV - a vacuo em PVC a 0
+ 1°C, exceto nos dias 14 e 21 que ndo foram preparadas amostras sem vacuo
e nado revestidas - NVNR, pois ja estariam deterioradas). As embalagens foram
abertas assepticamente, dentro de uma camara de fluxo laminar e entdo, com
auxilio de uma pipeta automatica e ponteiras esterilizadas, foi retirado 1 mL de
exsudato de cada amostra. Em seguida, foram feitas diluicbes seriadas deste
indculo, sempre da ordem de 10, em solucéo salina (0,9%) peptonada (0,1%).
Por fim as diluigcbes foram inoculadas nos diferentes meios e incubadas a 37 °C
por 24h (AMC), para o crescimento de enterobactérias totais, 30 °C por 72h
(AMRS) em jarras com gerador de anaerobiose (Anaerocult® Merck -
Alemanha), para o crescimento de BALs totais e a 6 °C por 168h (ASB) para o
crescimento de psicrotréficas totais. Por fim, em geral, foram consideradas as
contagens entre 25 e 250 coldnias. Os resultados foram expressos em UFC.

mL™? (Unidades Formadoras de Col6nias).

3.14 Sintese e caracterizacdo de extrato e nanoparticulas de
prépolis

3.14.1 Caracteristicas da préopolis

Prépolis verde foi obtida no sul do estado de Minas Gerais e a florada
predominante foi de alecrim. Extrato etandlico de propolis (EEP) foi preparado,
mediante a maceracdo de 12,75 g de prépolis verde, em almofariz de agata.
Posteriormente, a propolis macerada foi colocada em um béquer de 250 mL,
junto a 100 mL de alcool etilico absoluto, com uma barra magnética e coberto
com Parafilm®. Na sequéncia, este beéquer foi colocado em agitador magnético,
a 600 rpm durante 360 h.

Para analise de fenois totais sollveis, o procedimento de Swain e Hillis
(1959) foi adaptado com poucas modificacdo. Trés réplicas foram utilizadas
para as andlises. Uma aliquota de 150 pL de EEP a 0,125% (w/V) foi diluida
com 2400 pL de agua ultrapura, seguido pela adicdo de 150 pyL de uma
solucdo de Folin-Ciocalteu a 0,25 N. Na sequéncia, esta mistura foi incubada



39

durante 3 minutos no escuro a temperatura ambiente. A reacao foi interrompida
pela adicdo de 300 pL de Na,CO3 a 1 N e a mistura foi incubada novamente no
escuro durante 25 min. As absorbéncias das amostras a 725 nm foram feitas
usando espectrofotometro da marca SHIMADZU (Shimadzu Scientific
Instruments, Inc., Columbia, MD, EUA), modelo UV-1600. Uma amostra
preparada com metanol foi utilizada como controle. O teor total de compostos
fendlicos foi determinado para cada amostra, utilizando uma curva padréo (0-
0,375 mg.mL™?) desenvolvida com &cido gélico e expressa como mg de &cido

galico por g de extrato etandlico.

Para determinacdo do teor de flavonoides totais no EEP, foi utilizado o
meétodo descrito por Funari e Ferro (2006). Uma aliquota do extrato (1 mL) a
uma concentracdo de 0,25% (m/V) de propolis, foi misturada com 1 mL de
solucdo etandlica de AICl; a 2% (m/V) e o volume foi completado até 25 mL
com etanol absoluto. Ap6s 30 minutos a temperatura ambiente e sem
exposicao a luz, a absorbancia foi medida a 425 nm utilizando o mesmo
espectrofotometro de UV descrito experimento anterior (SHIMADZU -1600). O
branco foi obtido com 1 mL de solucéo etandlica de AICI; a 2% (m/V) e mais 24
mL de etanol absoluto. O teor de flavonoides totais foi calculado em
equivalentes de quercetina (mg.g?) a partir de uma curva de calibracdo
(concentracdo de 2 a 12 pg de quercetina.mL™). Os resultados foram obtidos
em triplicata e expressos como mg de quercetina por g de extrato etandlico.

Para determinacéo da capacidade antioxidante de compostos fendlicos, o
método usado foi desenvolvido por Brand-Williams et al. (1995) e modificado
por Sanchez-Moreno et al. (1998). Uma aliquota de 100 pL de EEP foi
misturada com 3900 uL de 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH a 0,06M em metanol)
e incubada no escuro a temperatura ambiente. As amostras foram deixadas em
reacdo durante 15 minutos, até que as condicbes de estado estacionario
fossem alcancadas. O metanol foi utilizado como branco e medi¢cdes de
absorbéancia foram feitas a 515 nm. A capacidade antioxidante foi calculada
medindo a diminuicdo da absorbéancia das amostras, em comparacdo com o
controle (3900 pL de DPPH com 100 puL de metanol). Uma curva dose-resposta

foi representada graficamente para determinar o valor de CE50. CE50 é
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definida como a concentracdo necessaria para obter 50% da capacidade
maxima de oxidacdo. Todos os testes e analises foram realizadas em triplicata.

O padréo usado no ensaio foi o Trolox (Sigma, EUA).

Para identificar alguns dos principais compostos fendlicos, foi realizada
cromatografia analitica do EEP bruto, utilizando uma coluna C18 RP Agilent
(2,5 X 25 mm X 5 um), por comparacdo com padrdes analiticos. A fase mével
foi constituida por acido acético / acetato de amoénia / metanol / agua (0,8 : 0,3 :
50:939% V/m/V/V) (solvente A) e acetonitrila (solvente B), definidos
inicialmente na proporcéo de 75 : 25% (V / V), que foi linearmente mudado para
0:100% (V / V) durante 60 min de corrida. O eluente foi bombeado a um fluxo
de 1 mL / min. Veratraldeido (Tr = 11,80 min) foi utilizado como padréo interno
(IS), e foi adicionado ao solvente de extragdo, antes da extracdo. Os dados
espectrais do detector de UV foram coletados apds os 60 min a 280 nm. Os
picos foram atribuidos de acordo com seus tempos de retencéo e por coeluicdo
com padrbes analiticos, bem como baseado em espectros de UV para os
padrbes e amostras, sob as mesmas condi¢des cromatograficas.

Todas as solucbes padrbes de acido caféico, crisina, acido ferulico,
campferol, acido p-cumarico, quercetina e sakuranetina foram preparadas a

100 ppm.

3.14.2 Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de prépolis

Cinco mL de uma solucdo de alcool polivinilico (PVA) a 0,1%, foram
filtrados em membrana de nylon com diametro de poro de 0,22 um. Em seguida,
esta solucéo foi aquecida a 35 °C e agitada a 600 rpm, em chapa aquecedora
com agitacdo magnética. Posteriormente, foi adicionado por gotejamento 1 mL
de EEP, preparado conforme descricdo do item 3.14.1 e também filtrado no
mesmo tipo de membrana, com auxilio de uma bomba de seringa, ao fluxo de 1

mL.min™, obtendo-se as nanoparticulas de prépolis.

O didametro médio de nanoparticulas de propolis, em suspensédo, foi

determinado pelo método de Espalhamento Dinamico de Luz (EDL) utilizando-
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se um equipamento Zetasizer Nano® da marca Malvern e por Microscopia de
Forca Atdmica (MFA), utilizando-se um equipamento da marca Vecco, modelo
Dimension V. Para o primeiro método, foi preenchida uma cubeta, especifica
ao equipamento, com a suspensao de nanoparticulas. Posteriormente, para o
segundo método, foram depositados trinta microlitros da mesma suspensao de
nanoparticulas, em lamina de mica. Apds secagem durante 12h em dessecador,

contendo silica desidratada, o tamanho das particulas foi obtido, por MFA.

3.15 Determinacédo da MIC de extrato e nanoparticulas de propolis

A concentracao inibitéria minima (MIC na sigla em inglés) qualitativa foi
determinada para 8 espécies de bactérias, pertencentes a géneros comumente
presentes em amostras de carne, em especial, de carne embalada a vacuo.
Sendo elas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella thompson,
Listeria  monocytogenes, Enterococcus faecalis, Enterobacter helveticus,
Lactobacillus bucheneri and Leuconostoc mesenteroides. O método utilizado foi
a difusdo em agar e medicao de halos inibitérios. Como o extrato era etandlico,
foi feito um controle negativo (branco) somente com este solvente e no caso
dos bioensaios com as NPs, também foi feito um controle somente com PVA a
0,1%.

3.16 Analises estatisticas

Para avaliar os efeitos dos reagentes no We dos filmes, foi realizado um
ajuste por regressao e Analise de Variancia - ANOVA. Para avaliar o efeito das
diferentes condi¢bes de armazenagem sobre pH, colorimetria, CRA, oxidac&o
lipidica e microbiologia, foi feita uma analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagdes multiplas de Duncan. O nivel de significancia adotado para todas
as analises foi de 5%. Os softwares utilizados para a realizacdo das andlises

foram o IBM SPSS Statistics versao 20 e o Statistica versao 8.
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4.1 Caracterizacao da superficie da carne
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A tensdo superficial da carne em relagdo a agua ultrapura foi 15,65 mN.m™,

em relacdo a formamida, 10,78 mN.m™ e em relagdo ao bromonaftaleno, 6,58

mN.m™. Conclui-se, portanto, que se trata de uma superficie de baixa energia.

4.2 Determinacao da tensao superficial das solucdes de filmes e da

melhor formulag&o do filme de quitosana

Apds a obtencdo das tensbes superficiais e dos angulos de contato, de

todas formulagcbes dos filmes, conforme podem ser vistas as médias na tabela

1 e 2, foi possivel calcular os coeficientes de adesédo (W, — equacdes 1,4 e 5,

paginas 24 e 25), coesdo (W.— equacao 2 — pagina 24) e de espalhamento (W,

— equacado 3, pagina 2), sendo este Ultimo o que determina se qual(is)

formulacdo(des) € (sdo) a(s) mais adequada(s) (tabela 6).

Tabela - 2 Médias das tensfes superficiais das solu¢des filmogénicas de quitosana

TENSAO SUPERFICIAL (mN.m™)
% Glicerol 0,50 0,50 1,00 1,50 1,50
% Tween 80 0,00 0,20 0,10 0,20 0,00
% Quitosana 1,00 2,00 1,00 2,00 1,50 1,00 2,00 1,00 2,00
Médias 59,23 | 4516 | 39,87 | 4300 | 42,37 | 4040 | 4220 | 5517 | 62,03

Tabela 3 - Médias dos angulos de conato das solucdes filmogénicas de quitosana

ANGULOS CONTATO (GRAUS)

% Glicerol 0,5 0,5 1 1,5 1,5
% Tween 80 0 0,2 0,1 0,2 0
% Quitosano 1 2 1 2 1,5 1 | 2 1 2
Médias 27,67 50,83 | 37,16 47,14 | 56,28 | 36,66 50,41 | 3046 52,55
Radianos | 0,482874 0,887093 | 0,648564 0,822748 | 0,982271 | 0,639838 0,879879 | 0,531627 0,917112
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Os resultados < 0 indicam equilibrio entre adeséo e coesdo. Se a adesao for

maior que a coesdo o filme ndo se mantém integro. De acordo com o0s

resultados apresentados na tabela 4, as duas melhores formulacées foram:
quitosana a 1%, tween 80 0% e glicerol a 0,5 ou 1,5%, com W, de -6,77 e -7,61,

respectivamente.

Tabela - 4 Médias dos coeficientes de adeséo de cada formulacao de solucao

filmogénica de quitosana

% Glicerol 0,50 0,50 1,00 1,50 1,50

% Tween 80 0,00 0,20 0,10 0,20 0,00
% Quitosana 1,00 2,00 1,00 2,00 1,50 1,00 2,00 1,00 2,00
111,69 73,69 71,74 71,09 65,97 | 72,81 | 69,09 | 102,72 | 99,76

Tabela - 5 Médias dos coeficientes de coesédo de cada formulacéo de de solucdo

filmogénica de quitosana

% Glicerol 0,50 0,50 1,00 1,50 1,50
% Tween 80 0,00 0,20 0,10 0,20 0,00
% Quitosana 1,00 2,00 1,00 2,00 1,50 1,00 2,00 1,00 2,00
118,47 90,33 79,73 86,00 84,73 |80,80 | 84,40 | 110,33 |124,07

Tabela - 6 Médias dos coeficientes de espalhamento de cada formulagéo de de

solucéo filmogénica de quitosana

% Glicerol 0,50 0,50 1,00 1,50 1,50
% Tween 80 0,00 0,20 0,10 0,20 0,00
% Quitosana 1,00 2,00 1,00 2,00 1,50 1,00 2,00 1,00 2,00
-6,77 -16,64 -7,99 -14,91 -18,76 -7,99 | -15,31 -7,61 -24,31
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Para avaliar os efeitos dos reagentes no W, dos filmes, foi realizado um
ajuste por regressdo e Analise de Variancia - ANOVA. O nivel de significancia
adotado para estas andlises foi de 5%.

Conforme pode ser visto na tabela 5 e no grafico 1, as Unicas variaveis
significativas sdo a quitosana e a interacdo entre ela e o tween 80. Entretanto,
como o tween sozinho ndo passou ho teste, podemos desconsiderar que essa
interacdo seja importante. No gréfico 2, podemos observar que o ponto com
menor variagdo é o que corresponde a formulagdo de quitosana a 1%, tween
80 0% e glicerol a 0,5%, sendo este um dos critérios para escolha desta

formulacdo, como a mais adequada, para aplicacdo em carne.

Tabela - 7 Resultados da ANOVA ao nivel de significancia de 5%

Fator
p
(1) % Glicerol L 0.108
(2) % Tween 80 L 0.052
(3) % Quitosana L 0.000
1*2 0.257
1*3 0.204
2*3 0.018

Grafico 1 — Gréfico de Pareto indicando influéncia positiva para as variaveis, ou

interacOes delas, cujas barras ultrapassam a linha vermelha tracejada
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da permeabilidade de um filme de quitosana ao
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O valor obtido para a permeabilidade ao vapor d’agua do filme selecionado
foi de 5,16 + 0,83 .10 g.(m.s.Pa)™. Este valor estd na mesma escala de
grandeza obtida por Pellissari et al. (2009), que foi de 1.39.10™"° g.(m.s.Pa)™e
proximo ao obtido por Bonilla et al. (2012), que obteve valores entre 3,30 e
8,96.10° g.(m.s.Pa)™, também para filmes a base de quitosana. Estas
diferencas se devem as diferentes formulagdes dos filmes estudados.

A permeabilidade ao vapor d’agua € um dos fatores mais importantes com
relacdo as propriedades do filme, em especial no caso de revestimento para
carne, um alimento rico em &agua, pois ela determina se o filme ira ajudar a
manter a suculéncia do produto e evitar o acumulo de &agua livre, rica em

nutrientes, que favorece a proliferagcdo microbiana.

4.4 Determinacdo de permeabilidade, do filme selecionado, aos

gases O, e CO,

Os valores obtidos para as permeabilidades aos gases O, e CO,,
respectivamente foram de 1,53+ 0,73 .10 g-m-(Pa-s:m?) * e de 1,20 + 0,06 .
10" g-m-(Pa-s-m?) . Fajardo et al. (2010), em um filme & base de quitosana
elaborado para queijo, obteve os valores de 7,12 .10"° g-m-(Pa-s-m?) * para
0, e 1,07 .10 g-m-(Pa-s-m?) ** para CO,. Ja Bourbon et al. (2011), em um
filme comestivel de quitosana sem aplicacdo definida, obteve os valores de
5,17 . 10 g-m-(Pa-s:m?) * para O, e de 5,86 . 10™** g-m-(Pa-s-m?) * para
CO,.Tendo em vista que o filme utilizado foi elaborado para carne, é importante
que a propriedade de barreira gasosa seja maior para o O, e menor para o CO»,
pois a retencdo de O, e liberacdo de CO, sdo importantes na manutencao da

cor vermelha (oximioglobina), desejavel na carne.



47

4.5 Determinacao de espessura e de propriedades mecanicas de um

filme de quitosana

A espessura média dos filmes foi de 87 + 11 um. A média da elongagdo maxima
até a ruptura foi de 37,2 + 2,7 mm e da tensdo maxima para ruptura foi 3,7 £ 0,9 MPa.

A espessura média deste filme, foi praticamente a metade da obtida por Bourbon et
al. (2011), para um filme de quitosana também, de 174 £ 9 um. Mesmo assim, o
elongamento de 74,46 + 5,47% foi praticamente igual ao obtido por estes autores
(69.84 + 4.08%), embora a tensdo maxima para ruptura obtida por eles tenha sido em
média mais de 3 X superior (11.58 £1.20 MPa). Isso demonstra que, embora o filme
obtido, neste trabalho, seja menos espesso e fragil, a sua flexibilidade é muito maior,

podendo talvez ser o dobro.

4.6 Avaliacdo de teor de umidade e solubilidade do filme

selecionado

O teor de umidade e a solubilidade obtidos para o filme escolhido foram,
respectivamente de 59,1 + 1,2% e 26,6 + 2,8%. Fundo et al. (2015) obteve em
média, para filmes de quitosana a 1%, teor de umidade de 38,8 + 3,8% e
solubilidade de 56,84%. Como o filme sintetizado foi desenvolvido para uso em
carne in natura, um alimento com elevado teor de umidade e atividade de agua,
a alta solubilidade néo é interessante, pois o filme ndo manteria sua integridade

e perderia suas propriedades de barreira.

4.7 Caracterizacdo de superficie, do filme selecionado por

microscopia de forca atbmica (MFA)

Nas figuras 7 e 8, é possivel observar a grande porosidade da matriz
polimérica de quitosana, preparada na formulacdo escolhida e desidratada.

Esta porosidade € determinante nas propriedades de barreira do filme.
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Figura 7 — Imagem 2D de um filme de quitosana, preparado na formulacéo

escolhida, obtida por MFA.
0.0pm 05 1.0 1.5 2.0

12 nm

11

10

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 8 — Imagem 3D de um filme de quitosana, preparado na formulacao
escolhida, obtida por MFA.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.8 Determinacéo de pH de amostras de carne

Para este parametro, as Unicas constatacbes foram que, embora tenha
havido uma pequena variagdo entre os tratamentos no 14° dia, as médias de
todos eles se mantiveram em 5,42 no 7°, 14° e 21° dia, havendo uma tendéncia
geral ndo significativa de reducdo entre o pH inicial, sem tratamento, que era
de 5,56, conforme pode ser visualizado no grafico 3. Este valor final médio de
pH foi préximo ao obtido por Laville et al. (2009) para carne fresca in natura,

embalada a vacuo em PVC, também apds 21 dias, que foi de 5,46.

Gréfico 3 — Médias e desvios-padrdo do pH
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NVNR — sem vacuo nao revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR — a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida;

Na analise estatistica para este parametro, foi feita uma analise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdes multiplas de Duncan. O nivel de significancia
adotado foi de 5% e os softwares utilizados foram o IBM SPSS Statistics
versao 20 e o Statistica versado 8. Na tabela 6, abaixo, € possivel ver que houve
diferenca significativa entre as médias de VANR e os outros dois tratamentos,
no 14°.

Tabela 6 — Médias e desvios-padréo (dp) dos valores de pH obtidos a partir do 7° dia

de experimento

Dias
7 14 21
Variavel | Condicsio Média dp Média dp Média dp
NVNR 5,43a 0,05 - - - -
NVRE 5,38a 0,06 5,39 a 0,05 5,39a 0,03
VANR 5,39a 0,10 551 b 0,06 5,47a 0,10
pH VARE 5,46a 0,04 535a 0,06 5,40a 0,09

NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo ndo revestida; VARE
— a vacuo revestida. Médias acompanhadas por letras iguais ndo séo significativamente diferentes
entre si, pelo teste de Duncan

4.9 Avaliagao colorimétrica

No grafico 4, abaixo, € possivel ver a variagdo das cores, por meio dos

valores dos angulos de Hue, das diferentes amostras, ao longo das semanas,
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lembrando que 0° corresponde a cor vermelha.

Gréfico 4 - Médias e desvios-padrao (dp) de angulo de Hue

NVNR NVRE VANR VARE

1,20
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Hue®: Média +-1DP

407 4

dia
NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo ndo revestida;

VARE - a vacuo revestida.

No gréfico 5, € possivel observar o comportamento da matiz das cores ao
longo das semanas e com relagdo aos tratamentos, sendo que ocorre um

aumento no 7° dia em relacdo ao 1°, seguido por duas quedas no 14° e 21° dia.

Grafico 5 - Médias e desvios-padrdo de croma
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NVNR — sem vacuo nédo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida

As figuras 9, 10 e 11 s&o de amostras de carne no 21° dia de experimento. E
possivel observar que a amostra VARE (11) apresenta uma coloracdo mais

proxima do que se espera para carne bovina fresca, em relacdo as amostras
VANR (9) e NVRE (10).

Figura 9 - Amostra de carne, embalada a vacuo em PVC e néao revestida,

no 21° dia de experimento.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 10 - Amostra de carne, embalada sem vacuo em PVC e revestida,

no 21° dia de experimento.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 11 - Amostra de carne, embalada a vacuo em PVC e revestida, no

21° dia de experimento.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Na analise estatistica para este parametro, também foi feita uma analise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdes multiplas de Duncan. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Na tabela 7, abaixo, é possivel apenas
observar que no 7° dia houve uma pequena diferenca entre as médias dos
diferentes tratamentos, com relagdo ao angulo de Hue e na tabela 8, foram
observadas diferencas no 14° dia com relacdo a matiz (Croma) entre os trés
tratamentos, sendo que as melhores condi¢cdes foram VARE e NVRE, nesta

ordem.

Tabela 7 - Médias e desvios-padrdo (dp) de angulos de Hue

Dias
7 14 21
Variavel Condicéo Média dp Média dp Média dp
NVNR 0,56 a 0,01 - - - -
NVRE 0,58 a 0,02 0,62a 0,03 0,61a 0,10
VANR 0,60 ab 0,03 0,74a 0,34 0,83a 0,33
Hue |VARE 0,63 b 0,02 0,65a 0,09 0,39 0,13

NVNR — sem vacuo nao revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo ndo revestida; VARE
— a vacuo revestida. Médias acompanhadas por letras iguais ndo séo significativamente diferentes
entre si, pelo teste de Duncan

Tabela 8 - Médias e desvios-padrao (dp) de croma
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Dias
7 14 21
Variavel Condiciio Média dp Média dp Média dp
NVNR 22,91a 1,02 - - - -
NVRE 20,53a 1,54 18,13 b 0,45 13,92a 2,52
VANR 21,93a 1,62 11,95 a 0,64 10,15a 1,48
Croma | VARE 23,16a 2,12 20,84 ¢ 1,67 13,03a 1,43

NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo néo revestida; VARE
— a vacuo revestida. Médias acompanhadas por letras iguais ndo séo significativamente diferentes
entre si, pelo teste de Duncan

4.10 Monitoramento de capacidade de retencdo de dgua (CRA)

No 7° dia, foi possivel observar, no grafico 6 que a média das amostras
NVNR foi inferior as demais. A partir do 14° dia, as médias de CRA das
amostras VANR comecaram a diminuir e das NVREs e VAREs a aumentar,
sendo que no 21° dia a CRA média das VANRs diminuiu ainda mais e das REs

se mantiveram, como pode ser observado no gréfico 6.
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Grafico 6 - Médias e desvios-padrdo de CRA (%)
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NVNR — sem vacuo nao revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida

Na analise estatistica para este parametro, também foi feita uma andlise de
variancia (ANOVA) e teste de compara¢Bes multiplas de Duncan. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e os softwares utilizados foram o IBM SPSS
Statistics versdo 20 e o Statistica versdo 8. Na tabela 9, € possivel observar
gue no 14° dia ha diferenca estatisticamente significativa entre as médias de
NVRE, VANR e VARE, porém néo significativa entre NVRE e VARE. Ja no 21°
dia os valores destas médias se distanciaram sendo que a CRA média das

amostras VARE foi superior a de NVRE, que por sua vez superou VANR.
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Tabela 9 - Médias e desvios-padrdo (dp) de CRA (%)

Dias
7 14 21
Variavel Condicdo Média dp Média dp Média dp
NVNR 22,38a 1,38 - - - -
NVRE 28,03a 2,10 30,96 a b 2,47 30,56 b 0,40
VANR 27,73a 3,12 27,25 a 0,70 24,18 a 1,71
CRA |VARE 26,88a 3,39 33,73b 2,06 33,77¢ 1,38

NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo néo revestida; VARE
— a vacuo revestida. Médias acompanhadas por letras iguais ndo séo significativamente diferentes
entre si, pelo teste de Duncan

Baseado nestas medidas e analises, € possivel afirmar que o revestimento
de quitosana e glicerol favorece a retencdo de agua em amostras de carne in
natura (L. dorsi) fatiada, ao longo do tempo de maturacdo utilizado neste
estudo, que foi de 21 dias, o que confere maior suculéncia ao produto. Além

disso, quando embalada a vacuo esta retencao € ainda maior.

4.11 Avaliacao de oxidacdo lipidica (TBARS)

No decorrer do experimento houve um aumento significativo no valor médio
deste parametro, para todos os tratamentos, porém a diferenca entre eles foi

muito pequena, conforme pode ser observado no grafico 7.
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Grafico 7 - Médias e desvios-padrdo de TBARS
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NVNR — sem vacuo ndo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo ndo revestida; VARE — a vacuo revestida

Na andlise estatistica para este parametro, também foi feita uma andlise de
variancia (ANOVA) e teste de comparacdes multiplas de Duncan. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e os softwares utilizados foram o IBM SPSS
Statistics versdo 20 e o Statistica versdo 8. Na tabela 10 é possivel observar
que ndo ha qualquer diferenca significativa entre as médias, pois nem existem
letras junto as médias na tabela e as barras de erros sempre coincidem no

gréfico 7.



Tabela 10 - Médias e desvios-padrao de TBARS
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Dias
14 21
Variavel | Condigdo Média dp Média dp Média dp
TBARS NVNR 0,58a 0,26 - - - -
NVRE 0,59a 0,22 0,71a 0,36 0,93a 0,25
VANR 0,49a 0,14 0,70a 0,30 0,69a 0,11
VARE 0,65a 0,20 0,77a 0,48 0,80a 0,13

NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a vacuo néo revestida; VARE
— a vacuo revestida. Médias acompanhadas por letras iguais ndo séo significativamente diferentes

entre si, pelo teste de Duncan

4.12 Avaliacdo da eficiéncia do revestimento comestivel a base de

guitosana na inibicdo do crescimento de bactérias da familia
(BALS)

Enterobacteriaceae,

bactérias

acido-laticas

psicrotréficas totais em amostras de carne

e

Com relacdo as enterobactérias, foi possivel observar que houve um efeito

bacteriostatico nas amostras revestidas com solucdo de quitosana, que

retardou a proliferacdo delas em pelo menos uma semana, sendo que 0 VAcuo

auxiliou neste efeito,

comparamos aos humeros de NVRE, maiores que os de VARE.

conforme pode ser visto no grafico 8, quando
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Gréfico 8 - Médias e desvios-padrdo em In UFC.mL™ para Enterobactérias

totais
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NVNR — sem vacuo nao revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida. Valores transformados em In

Na figura 12, € possivel observar a diferenca na coloracdo do meio de
cultura MacConkey, quando ocorre crescimento de enterobactérias que
degradam lactose (A) ou nado (B). Isso ocorre devido a presenca do corante
vermelho neutro, que indica quando o pH inicial em torno de 7,1 + 0.2 diminui

para 6,8 ou menos, tornando o meio amarelado.
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Figura 12 — Placas de Petri contendo meio MacConkey com crescimento de

enterobactérias (A) e sem crescimento (B).

Fonte: Arquivo pessoal.

Para as BALs o efeito do revestimento foi ainda mais interessante, pois nas
amostras VARE nao houve qualquer crescimento até o 14° dia, embora
tivessem crescimento neste mesmo dia nas amostras NVRE, o que surpreende
pelo fato de serem microaerdfilas ou estritamente anaerdbias, embora também
tenham encontrado condi¢des favoraveis no 7° dia nas amostras NVNR, como
podemos observar no grafico 9. Uma provavel explicacdo, seria o surgimento
de microambientes favoraveis, com reduzidas concentragces de oxigénio. Nas
amostras VANR o crescimento deste grupo de bactérias foi absolutamente

superior.
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Grafico 9 - Médias e desvios-padrdo em In UFC.mL™ para BALS totais
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NVNR — sem vacuo néo revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida. Valores transformados em In

As bactérias psicrotroficas, ou psicréfilas, s6 sofreram inibicdo total na
primeira semana nas amostras VARE, entretanto, é possivel perceber no
grafico 10 que o revestimento comestivel, mesmo sem vacuo, inibiu o
crescimento deste grupo. A partir do 14° dia ocorre uma ascensdo no
crescimento destas bactérias nas amostras tratadas com solucao de quitosana
a 1% (gréafico 10) porém este numero s6 se aproxima do parametro inicial no
21° dia. O crescimento deste grupo de bactérias nas amostras VANR foi
superior, maior apenas pelo grupo NVNR no 7° e Unico dia deste, como pode

ser visto grafico 10.
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Gréfico 10 - Médias e desvios-padrdo em In UFC.mL™ para Psicrotréficas totais
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NVNR — sem vacuo nao revestida; NVRE - sem vacuo revestida; VANR - a

vacuo nao revestida; VARE — a vacuo revestida. Valores transformados em In

Na analise estatistica para este parametro, também foi feita uma anélise de
variancia (ANOVA) e teste de comparagfes multiplas de Duncan. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Na tabela 11 é possivel observar que, para
todos os grupos de bactérias avaliados, s6 ndo ha diferenca significativa
estatisticamente entre os valores obtidos no 7° dia para os tratamentos NVNR
e VANR, NVRE e VARE no grupo das enterobactérias, e entre NVRE e VARE
no grupo das BALs. No 14° dia s6 ndo ha diferenca entre NVRE e VARE para o
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grupo das enterobactérias. No 21° dia todos os valores sdo estatisticamente

distintos.

Tabela 11 - Médias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes

entre si pelo teste de Duncan
Dias
14 21
Variavel Condicéo Média Dp Média dp Média dp
NVNR 9,1016 b 0,2488 - - - -
NVRE 0,00 a 0,0000 41733 a 0,6031 9,0899 b 0,5067
VANR 9,2898 b 0,3059 14,4265 b 0,0235 16,5003 ¢ 0,0281
Entero* | VARE 0,00 a 0,0000 3,3821 a 0,5107 7,7572 a 0,0273
NVNR 8,1793 c 0,0972 - - - -
NVRE 0,00 a 0,0000 3,8336 b 0,1977 6,5745b 0,1555
VANR 7,6211b 0,1118 9,6165 0,0618 13,0302 ¢ 0,2070
BAL* | VARE 0,00 a 0,0000 0,00 a 0,0000 3,7854 a 0,2417
NVNR 12,8710 d 0,2316 - - -
NVRE 3,7716 b 0,2054 8,6043 b 0,2961 11,9198 b 0,2258
VANR 11,3292 ¢ 0,1556 13,7336 ¢ 0,0966 18,1009 ¢ 0,3768
Psicro* | VARE 0,00 a 0,0000 6,0882 a 0,2453 9,7357 a 0,1427

Médias acompanhadas por letras iguais ndo sao significativamente diferentes entre si, pelo
teste de Duncan
* Variaveis transformadas para realiza¢@o dos testes - In

4.19 Caracterizacdo das nanoparticulas de prépolis

4.19.1 Caracterizacdo do extrato de propolis

Foi obtido um extrato de coloracao verde escura, com odor caracteristico, e

um sedimento mais claro no fundo, de compostos resinosos insolUveis em

etanol, que foi deixado precipitar.

A absorbancia média do extrato etandlico de prépolis — EEP, diluido 40X foi

0,373, 0 que é equivalente a 96,78 mg de fendis totais equivalentes em acido

galico por grama de extrato ou 9,68%. Em prépolis em bruto, o teor minimo

requerido de compostos fendlicos é de 5% (m/m) de fendis totais equivalentes

em acido galico por grama de extrato (Brasil, 2001).
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O conteudo de flavonoides totais equivalentes em quercetina no EEP foi de
42,28 mg.g-1 ou 4,23%. Em propolis bruta, o teor minimo requerido de
flavonoides é de 0,5% (m/m) (Brasil, 2001). Cabral (2012) obteve 0,32% e
6,15% em extratos diferentes. Pelatti (2013) obteve 0,25% e 16,8%, também
em extratos diferentes. Mello (2012) obteve a partir de cerca de 3,55% em
extrato aquoso até 10,06% em extrato etandlico. A quantidade de flavonoides é
muito variavel e depende do tipo de prépolis (origem), do solvente e do método

de extracao.

A capacidade antioxidante do EEP foi de 79,62% em relacdo ao padrao de
controle (Trolox). Cabral (2012), avaliou a capacidade antioxidante de dois
diferentes extratos etanélico de propolis, obtendo os valores de 21,7 e 53.0%.
Mello (2012), na mesma analise, usando trolox como padrédo, obteve um valor
de quase 50%. Campos (2014) chegou a obter 98 + 0,4% de capacidade

antioxidante, também com extrato etandlico de propolis.

Este resultado demonstra que o extrato utilizado apresenta elevada

capacidade antioxidante, embora existam outros mais eficientes ainda.

Dos sete compostos-padrdo avaliados, foram identificados cinco deles
presentes no EEP utilizado, conforme pode ser observado nas gréaficos 11 e 12.
Foram eles: acido caféico, crisina, acido ferulico, campferol, 4cido p-cumarico,

quercetina e sakuranetina.
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Gréfico 11 — Cromatograma do extrato de propolis com compostos identificados
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Gréfico 12 — Cromatograma dos compostos fendlicos padréo
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4.1.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de propolis

Foi obtida uma solucdo de coloracdo amarela clara, com odor mais suave,

em relacdo ao extrato e sem sedimento. Apés medicfes, do diametro médio de

particulas, pelo método de Espalhamento Dinamico de Luz (EDL), percebeu-se

que o diametro médio das nanoparticulas, em pH 4,61, era de 65,46 nm,

conforme pode ser observado no gréafico 13.
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Gréfico 13 — Determinacgéo de didametro médio de nanoparticulas de propolis, por EDL.
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Pelas medicdes feitas com o software Gwyddion (versdo 2.31), em
imagens obtidas por MFA, como pode ser observado nas figuras 13, 14 e no
grafico 14, péde-se concluir que o tamanho das nanoparticulas (pH 4,61) foi de

aproximadamente 75 nm.

Figura 13 - Imagem 2D de nanoparticulas de prépolis, obtida por MFA.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 14 - Imagem 3D de nanoparticulas de prépolis, obtida por MFA.

Fonte: Arquivo pessoal.

Gréfico 14 — Determinagéo do tamanho de nanoparticulas de prépolis, por MFA
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Uma possivel explicacdo para essa diferenca de tamanhos, é que se
tratam de técnicas diferentes de medicdo do tamanho das particulas. Outra
hipotese é a de ndo existir uniformidade no tamanho das nanoparticulas,

devido a formacédo de aglomerados.
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4.2 Determinacdo da MIC do extrato e das nanoparticulas de
prépolis

Foi feito teste t-student, para comparar a diferenca entre as MICs de todas
as concentracbes de EEP e NPs testadas para as todas as espécies
bacterianas e obteve-se um nivel de significancia (p) inferior a 3% para todas
as comparacgdes de concentragoes.

Conforme pode ser observado na tabela 12, houve inibicdo de todas as
espécies submetidas a bioensaio. Isto foi inesperado, em especial no caso das
espécies gram-negativas, pois pela literatura € relatado que a prépolis possui
melhor efeito contra gram-positivas (Kalogeropoulos et al., 2009; Jug et al.,
2014).
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Tabela 12 — MIC e tamanho médio dos halos inibitérios de 8 géneros microbianos
comumente presentes em carne bovina.

- 2,03 1,97 2l46 3,67

S. aureus (Gram +), ilustrada na figura 3-A, foi a espécie mais sensivel a
ambas as formas da propolis testadas, com MIC de 2,03 para as NPs e 2,46
g.L™" para EPE. Em seguida, S. Thompson e E. coli, ambas Gram -, com MICs
respectivamente de 2,28 e 4,10 g.L™" para as NPs e de 12,28 g.L™ para EEP
para ambas. Curiosamente, as espécies mais resistentes, dentre as oito
avaliadas, foram E. helveticus (Gram -), ilustrada nas figuras 3-B e L. buchneri
(Gram +), com MICs de 8,14 e 24,55 g.L™, respectivamente para NPs e EEP.

Esta constatacao, embora haja uma diferenca no tamanho dos halos inibitorios,



72

se opde a hipbétese de que todas as Gram + sejam mais sensiveis a propolis.
Talvez esta sensibilidade ndo esteja ligada somente a estrutura da parede
celular das bactérias quanto se supde.

Figura 3 — Exemplos de bioensaios de inibicdo com presenca de halos de inibi¢cdo; A) S.

aureus e EEP; B) E. helveticus e NPs.

Porém, tanto no caso do extrato etandlico de propolis (EEP) quanto das
nanoparticulas (NPs), todas as MICs ainda foram consideradas relativamente
elevadas para a aplicacdo destas substancias em revestimento comestivel para
carne, devido a intensa coloracdo e odor provocados pelas mesmas. Entretanto,
existe a possibilidade de outras aplicagbes, como por exemplo em

hamburgueres ou carne bovina processada e pré-temperada.
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5. CONCLUSOES

¢ A permeabilidade do filme produzido neste trabalho, € em torno de 4 a 30
vezes menor ao gas O, e de pouco menos de 10 até mais de 40 vezes
maior ao CO,, em relacdo aos trabalhos citados, o que € muito importante
na manutencdo da cor vermelha (oximioglobina), desejavel na carne, pois
ocorre entrada/retencdo de O, e liberacdo de CO,, cuja concentracdo
atmosférica € muito menor que a do O, (0,035 e 20,95% respectivamente);

¢ O filme desenvolvido no presente trabalho possui alto teor de umidade e
baixa solubilidade relativos, quando comparado a outros trabalhos, o que é
interessante para aplicacdo em carne, pois mantém sua propriedade de
barreira e integridade, mesmo sob elevada umidade e possivel atividade de
agua;

e Com relacdo a coloracdo (Hue) das amostras, no 7° dia houve uma
pequena desvantagem das amostras revestidas e a vacuo em relagdo as
que ndo estavam a vacuo. Porém, no 14° dia o brilho (Croma) das
amostras nesta condi¢éo foi superior e ndo houve diferenca significativa na
coloracdo. Portanto, baseado nas analises deste trabalho, esta condicédo
ainda pode ser considerada mais vantajosa, quando se avalia a carne por
um periodo de tempo maior;

e O filme de quitosana desenvolvido no presente trabalho, melhorou a
capacidade de retencdo de agua (CRA) de amostras de carne, o que
auxilia na desejada suculéncia do produto, além de reduzir a Aw e
consequentemente auxiliar na conservacao do mesmo;

e O filme comestivel a base de quitosana, selecionado para aplicacdo em
carne fresca in natura, inibiu de maneira muito significativa o crescimento
de enterobactérias, bactérias acido-laticas (BALS) e psicrotréficas totais, o
gue certamente podera aumentar o tempo de prateleira deste produto;

e O extrato de prépolis utilizado no presente trabalho possui teor de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante relativamente elevados em

comparagao a outros encontrados na literatura;
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Para todas as concentragcbes de EEP e NPs testadas, com todas as
espécies bacterianas, obteve-se resultados melhores com as NPs,
estatisticamente comprovados, a um nivel de significancia (p) inferior a 3%,

0 gque € vantajoso devido a reducéo na concentracao de prépolis;
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