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RESUMO

As industrias de alimentos, entre elas a inddstria pesqueira, geram uma grande
quantidade de residuos que, quando descartados de maneira inadequada, podem causar
sérios problemas para o meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
avaliar filmes antimicrobianos nanocompositos, de proteinas recuperadas da carne
mecanicamente separada de pescado de baixo valor comercial, incorporados com 6leos
essenciais. Para este fim, utilizou-se proteina recuperada da corvina (Micropogonias
furnieri), glicerol, montmorilonita e 6leos essenciais de orégano e cravo. A proteina
recuperada foi caracterizada quanto a sua composicdo proximal e funcionalidade
apresentando um contetdo proteico de 94,62% em base seca. Na obtencdo dos filmes
utilizou-se a técnica de casting onde forma realizados varios experimentos variando a
composicdo da solucdo filmogénica em relacdo a quantidade de proteina, glicerol,
nanoargila montmorilonita e dleos essenciais de orégano e de cravo. Os filmes foram
caracterizados em relagdo a opacidade, solubilidade em &gua, propriedades mecéanicas e
permeabilidade ao vapor de agua, sendo selecionados os filmes incorporados com 0leos
essenciais que apresentaram os melhores resultados, enfatizando-se a caracteristica de
elongacdo. A atividade antimicrobiana dos filmes, em relacdo a Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella Enteretidis, foi verificada pelo método
de difusdo em disco. Os filmes incorporados com dleos essenciais na concentragdo
minima de 1 mL foram os que desenvolveram atividade antimicrobiana em relagdo aos
microrganismos avaliados. As solucbes filmogeénicas destes filmes foram utilizadas
como revestimento atraves da técnica dipping para avaliar as mudangas ocorridas em
camardes branco (Litopenaeus vannamei) crus, descascados e refrigerados a 4+1°C
durante 10 dias. Foram avaliadas caracteristicas como perda de massa, cor, firmeza, pH,
N-BVT, TBARS e crescimento microbiologico sendo que, em todos os tratamentos,
onde os camardes foram revestidos com as solu¢Bes que continham 6leo essencial os
resultados foram melhores do que o tratamento controle onde a solucdo ndo era
incorporada de Oleo essencial. Neste aspecto o tratamento que continha em sua
formulacdo 4,0 g de proteina recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita,
1,0 mL de 6leo essencial de orégano e 1,0 mL de 6leo essencial de cravo foi o que
apresentou o melhor resultado em todas as caracteristicas analisadas. O filme
correspondente a este tratamento também foi avaliado em relacéo a sua microestrutura e
propriedades térmicas, onde foi verificado que a incorporacdo dos Oleos essenciais
altera a superficie do filme deixando-a mais porosa em relacdo ao filme sem 6leos
essenciais, por outro lado, a presenca de 6leos essenciais na estrutura do filme aumentou
a estabilidade térmica do mesmo comparando com o filme sem éleos. Os resultados
indicam que os filmes incorporados com &leos essenciais de orégano em uma
concentracdo de 1% (v/v) apresentaram acdo inibitéria em relacdo aos microrganismos
avaliados e que a vida atil dos camardes revestidos com solucGes filmogénicas contendo
6leos essenciais, em relacdo aos camardes sem revestimentos, aumentou de 5 para 8
dias.

Palavras-chave: pescado, filmes antimicrobianos, proteina recuperada, Oleos
essenciais.
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ABSTRACT

The food industries, including the fishing industry, generate a lot of waste when
disposed of improperly, can cause serious problems for the environment. The aim of
this study was to develop and evaluate antimicrobial nanocomposite films from
recovered proteins of mechanically separated fish meat of low commercial value,
incorporated with essential oils meat. To this end, we used protein recovered croaker
(Micropogonias furnieri), glycerol, montmorillonite and essential oils of oregano and
clove. The recovered protein was characterized with respect to their composition and
function having a protein content of 94.62% on a dry basis. To obtain the films we used
the technique of casting where they performed several experiments varying the
composition of the film solution for the quantity of protein, glycerol, montmorillonite
nanoclay and essential oils of oregano and clove. The films were characterized with
respect to opacity, water solubility, mechanical properties and permeability to water
vapor, being selected films incorporated with essential oils that showed the best results,
emphasizing the characteristic elongation. The antimicrobial activity of the films in
relation to Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positive and Salmonella
Enteretidis was verified by the disk diffusion method. Films incorporated with essential
oils at the minimum concentration of 1mL were those who developed antimicrobial
activity towards microorganisms evaluated. The film formation solutions of these films
were used as coating by dipping technique to evaluate changes in white shrimp
(Litopenaeus vannamei) raw, peeled and chilled at 4 + 1°C for 10 days. Characteristics
such as weight loss, color, firmness, pH, TVB-N, TBARS and microbiological growth
were being evaluated, in all treatments, where shrimp were coated with solutions
containing essential oil were better than treatment control where the solution was not
incorporated essential oil. In this respect the treatment that contained in its formulation
4.0 g of recovered protein, 1.35 g glycerol, 0.6 g montmorillonite, 1.0 mL of oregano
essential oil and 1.0 mL of clove essential oil showed the best results in all traits. The
film corresponding to this treatment was also evaluated for its thermal properties and
microstructure, which found that the incorporation of essential oils alters the film
surface making it more porous compared to the film without essential oils, on the other
hand, presence of essential oils in the structure of the film increased thermal stability
compared with the same film without oils. The results indicate that the films
incorporated with oregano essential oils in a concentration of 1% (v / v) showed
inhibitory activity towards microorganisms evaluated and that the life of shrimp coated
film formation solutions containing essential oils in relation to shrimp without coatings
increased from 5 to 8 days.

Keywords: fish, antimicrobial films, recovered protein, essential oils.



1. INTRODUCAO

Os residuos da industrializacdo do pescado normalmente séo utiizados para
fabricacdo de farinha ou simplesmente descartados. O crescente aumento do volume de
residuos tem provocado seérios problemas para 0 meio ambiente, sendo que uma
alternativa para minimizar este problema é o seu aproveitamento integral, através da

recuperacgdo de seus principais componentes, destacando-se a proteina.

Materiais ecoldgicos a partir de polimeros biodegradaveis tém recebido cada vez
mais atencdo no desenvolvimento de embalagens, com a finalidade de reduzir a
poluicdo ambiental e problemas ecoldgicos causados por residuos plasticos nao
biodegradaveis (NUR HANANI et al., 2013).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados na obtengéo de filmes, estdo os
polissacarideos e as proteinas, 0s quais apresentam algumas vantagens, por serem
provenientes de fontes renovaveis e capazes de formar uma matriz continua e coesa
(ZAVAREZE et al., 2012).

De um modo geral, as formulacdes para elaboracdo de filmes biodegradaveis a
base de proteinas sdo constituidas pelos seguintes compostos: agente formador de filmes
(macromoléculas), plastificante, solvente e de ajustador de pH (SOUZA, 2010). Nestes
filmes também podem ser adicionados nanoargilas, como a montmorilonita, formando

nanocompositos para melhorar suas propriedades mecéanicas (CORTEZ-VEGA, 2011).

Por outo lado, o aumento no nimero das doencas transmitidas por alimentos
provenientes de microrganismos patogenos levou a intensificacdo das pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento de embalagens com atividade antimicrobiana. Os
filmes antimicrobianos sdo uma forma de embalagem ativa que pode aumentar a vida
atil dos produtos e fornecer seguranca aos consumidores. Este tipo de embalagem visa
reduzir, inibir ou retardar a multiplicacdo de microrganismos patdgenos e deteriorantes
em alimentos (OJAGH et al., 2010).

Entre os agentes antimicrobianos naturais podemos destacar 0s 6leos essenciais
extraidos de plantas aromaticas e medicinais, nos quais as propriedades bioldgicas tém
sido exploradas ha muitos anos e recentemente, 0 uso de compostos antimicrobianos

naturais tem se intensificado com o proposito de serem aplicados na conservacdo de



alimentos, por serem mais seguros em relagdo aos aditivos quimicos (SANTOS et al.,
2010). Neste contexto, 0s 6leos essenciais mais utilizados sdo o de alecrim, o de cravo,
0 de canela, o de orégano, o de noz-moscada, o de manjericdo, entre outros
(COMA, 2008).

Neste sentido, o residuo do processamento da corvina (Micropogonias furnieri),
composto por corvinas de tamanho fora do padrdo, as quais muitas vezes S&o
descartadas de forma inadequada, contribuem para o desequilibrio ambiental na regido
de Rio Grande no RS e representa um enorme desperdicio de subprodutos que podem
ter alto valor agregado, o0 que nos motivou a estudar o aproveitamento deste residuo na
obtencdo de um filme proteico nanocompdsito que, incorporado com dleos essenciais,

apresentasse atividade antimicrobiana.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e avaliar filmes nanocompdsitos de proteinas de pescado e

nanoargila, com atividade antimicrobiana incorporando 6leos essenciais.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver processos adequados para a obtencdo da proteina recuperada,
utilizando como matéria-prima, a corvina (Micropogonias furnieri) de tamanho

fora do padrao;
e Avaliar as propriedades fisico-quimicas e funcionais da proteina recuperada;

e Desenvolver filmes a partir de solucdo filmogénica contendo a proteina

recuperada, plastificante, nanoargilas e 6leos essenciais;

e Avaliar as propriedades mecanicas, opacidade, solubilidade e a permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes obtidos, selecionando os que apresentarem melhores

resultados;
e Verificar a atividade antimicrobiana dos filmes selecionados na etapa anterior;

e Aplicar os filmes que apresentaram a melhor atividade antimicrobiana em um

alimento para avaliar sua eficiéncia;

e Caracterizar propriedades fisicas do filme que apresentou os melhores resultados

na aplicacéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Residuos obtidos da industrializacdo de pescados

Residuo é todo material descartado nas cadeias de produgdo e consumo que, por
limitagdes tecnoldgicas ou de mercado, ndo apresenta valor de uso ou comercial e,
quando manejado de forma inadequada, pode resultar em impactos negativos para o
meio ambiente (MARTINS, 2011).

Conforme citado por FELTES et al. (2010), os residuos gerados no
beneficiamento do pescado (cabeca, visceras, nadadeiras, cauda, coluna vertebral,
barbatanas, escamas e restos de carne) podem representar mais de 50% da  matéria-

prima utilizada, variando conforme as espécies e 0 processamento.

Os residuos do processamento do pescado, dentro da cadeia produtiva da pesca,
podem ser direcionados para varias modalidades de aproveitamento: alimentos para
consumo humano; alimentos para consumo animal (racdes); fertilizantes ou adubos
organicos; produtos quimicos e, ainda, aproveita-los no desenvolvimento de produtos
funcionais como quitosana, carbonato de calcio, 6leos ricos em Omega 3 e outros
produtos de valor agregado (GONCALVES, 2011).

De acordo com Vidal (2007), as formas em que o0s residuos estdo sendo
dispostos e armazenados nas empresas de beneficiamento implicam em sua rapida
degradacdo pela acdo bacteriana, afetando sensivelmente a sua qualidade e limitando

uma variedade de possibilidades de utilizacao para a elaboracdo de novos produtos.

A falta de direcionamento destes residuos ocasiona o desperdicio desta matéria-
prima que possui grande potencial tecnolégico para um desenvolvimento sustentavel,
impedindo a viabilidade destes residuos para fins alternativos de producdo (BERY et
al., 2012).

A corvina (Micropogonias furnieri) é abundante na regido sul do Brasil,
geralmente é comercializada in natura ou industrializada para obtencdo de produtos
resfriados ou congelados. No entanto, apesar da grande disponibilidade desta matéria-

prima, seu valor de mercado € inferior quando comparado a outras espécies regionais.



A corvina pode atingir até 70 cm de comprimento, porém € permitida a captura
de exemplares com no minimo 25 cm, sendo que este tamanho minimo representa boa
parte da captura que é rejeitada comercialmente (BONACINA; QUEIROZ, 2007).

No ano de 2011 foram desembarcadas no Rio Grande do Sul aproximadamente
33955 toneladas de pescado, sendo 6058 toneladas de corvina (Micropogonias furnieri),
0 que representou 18,85% do desembarque total (IBAMA/CEPERG, 2012).

Os residuos da industrializacdo de pescado, entre eles os pescados de menor
tamanho, normalmente s&o utilizados para fabricagdo de farinha ou simplesmente
descartados. Uma alternativa para o aproveitamento integral dos residuos é a
recuperacdo de seus principais componentes, entre eles as proteinas (OETTERER
et al., 2006).

3.2. Proteinas do pescado

Conforme ORDONEZ et al. (2005), as proteinas musculares do pescado estdo
classificadas de acordo com sua solubilidade em trés grupos principais: proteinas

sarcoplasmaticas, miofibrilares e do estroma.

As proteinas sarcoplasmaticas sdo proteinas presentes no plasma celular que sao
sollveis em agua e em solucdes salinas tampdes e, representam de 15 a 35 % do total de
proteinas do tecido muscular. Estas proteinas consistem principalmente de enzimas,
mioglobina e hemoglobina e, sua composicdo pode variar entre as espécies (BELITZ
et al., 2004). De acordo com Gund (2005), as proteinas sarcoplasmticas caracterizam-se
por possuirem a capacidade de aderirem-se as proteinas miofibrilares impedindo a
formacdo de gel de alta elasticidade, por terem baixa viscosidade, baixa capacidade de

retencdo de dgua e baixa capacidade para absorver sabores e corantes.

As proteinas miofibrilares sdo proteinas estruturais soltveis em solucdes salinas
elevadas. Estas proteinas representam de 65 a 75 % do total de proteinas do musculo do
pescado (VENUGOPAL, 2009). A miosina e a actina, sdo as duas principais proteinas
musculares responsaveis pela contracdo do mdusculo, sendo importantes por suas
propriedades funcionais. A miosina € a proteina mais abundante, variando de 50 a 58 %,

enquanto a actina representa de 15 a 20 % da proteina presente no aparelho contratil



(VARELTZIS, 2000). A miosina é responsavel por propriedades funcionais como: a
gelificagdo, retencdo de agua e de emulsificagdo (RAGHAVAN; KRISTINSSON,
2008).

As proteinas do estroma ou tecido conjuntivo, que em média representam 3 % da
proteina muscular total, consistem predominantemente de colageno e elastina
(VENUGOPAL, 2009). Estas proteinas, conforme citado por alguns pesquisadores, sdo
insollveis em &gua, solugcbes salinas ou alcalinas e sdo facilmente solubilizadas por
aquecimento (OETTERER et al., 2006; CORTEZ-VEGA, 2011; ZAVAREZE, 2012;
ROCHA, 2012).

3.3. Concentracéo da proteina miofibrilar do pescado

A tecnologia-base do processo de producdo de concentrados proteicos de
pescado é a concentracdo da sua proteina e sua deslipidificacdo, através da extracdo dos

lipidios utilizando solventes organicos (SOUZA et al., 2010).

Os concentrados proteicos de pescado séo basicamente produtos desidratados e
moidos, com contetdo médio de 75 % de proteinas, que podem apresentar ou ndo sabor

e aroma de pescado, dependendo do método de obtenc&o utilizado (ORDONEZ, 2005).

As caracteristicas fundamentais dos concentrados proteicos sdo o elevado valor
biologico, o baixo custo e a facil conservacdo, possuindo concentracdes de proteinas
superiores a do musculo de pescado, grande capacidade de hidratacdo, além de uma alta
digestibilidade, se comparado a outras proteinas, como a do ovo e a da carne bovina
(VIDAL et al., 2011).

O concentrado proteico de pescado (CPP), produto da industria pesqueira, pode
ser obtido de espécies ndo comerciais, como também de residuos da industrializacdo do
pescado, sendo que a utilizacdo da carne mecanicamente separada para obtencdo de
CPP s6 foi possivel com o desenvolvimento de equipamentos capazes de recuperar as

proteinas miofibrilares agregadas as espinhas (REBOUCAS et al., 2012).

A extracdo e concentracdo das proteinas miofibrilares do musculo de pescado

estd baseada na eliminagdo das proteinas sarcoplasmaticas, de gorduras, pigmentos e



substancias odoriferas, mediante uma série de lavagens da carne mecanicamente

separada de pescado em &gua e solucdes salinas (KUHN; SOARES, 2002).

CAMILO et al. (2010), na obtencdo de concentrado proteico de pintado
realizaram diferentes lavagens seguidas de centrifugacdo. Nesse processo utilizaram a
proporc¢do 1:4 (solido:liquido) de amostra para solucéo de lavagem, homogeneizaram a
solugdo durante 5 minutos abaixo de 10°C, e em seguida centrifugaram a mesma
durante 15 minutos a 3500 rpm. Foram realizadas trés lavagens sendo que para as duas
primeiras utilizou-se NaHCO3 a 0,25% e, na ultima solucéo de NaCl a 0,3%.

Concentrado proteico de residuos da filetagem de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) foi elaborado por REBOUCAS et al. (2012), ap6s obtencdo da carne
mecanicamente separada. Foi realizada a desodorizacdo com uma solugdo de &cido
fosférico 0,002% com agitacdo durante 15 minutos, sendo o excesso da solucdo
eliminado por filtragdo e prensagem. O residuo foi seco a 72°C durante 16 horas e ap0s
triturado até a obtencdo de um poO de granulometria uniforme. Posteriormente foi
realizada deslipidificacdo com etanol na proporcéo de 2:1 (etanol:solido). O material

final foi seco em estufa a 60°C por 2 horas.

Na concentragdo da proteina de corvina (Micropogonias furnieri),
CORTEZ-VEGA et al. (2012), realizaram trés ciclos de lavagens na carne
mecanicamente separada, utilizando em cada ciclo uma solucdo de lavagem na
proporcao de 1:4 (solucdo:carne), a 7°C por 10 minutos. Foi utilizado solucdo de
NaHCO; a 0,5% para a primeira e segunda lavagens e solucdo de NaCl a 0,3% para a
ltima. Depois de cada ciclo de lavagem, as amostras foram centrifugadas a 7°C e 0

sobrenadante que continha gordura e proteinas solliveis em agua foi desprezado.

As proteinas miofibrilares, tém sido concentradas e podem ser utilizadas como
material formador de filmes biodegradaveis conforme diversos pesquisadores
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000; SOUZA et al, 2004, 2012;
ZAVAREZE et al., 2012; LIU et al., 2014).

3.4. Filmes biodegradaveis

Os filmes plasticos sdo utilizados em larga escala para embalar alimentos por

serem disponiveis em grandes guantidades, a baixo custo e com boas caracteristicas



mecénicas e de barreira. A maior desvantagem dos materiais plasticos sintéticos é o fato
de ndo serem biodegradaveis, e estarem envolvidos em problemas de gerenciamento de
residuos municipais. Estes exigem mais de 100 anos para degradacdo total, tendo em
vista sua alta massa molar e hidrofobicidade, as quais dificultam a acdo dos
microrganismos e de suas enzimas na superficie do polimero (SOUSA, 2012).

A biodegradacdo consiste na degradacdo dos materiais poliméricos através da
acdo de organismos vivos. Segundo a ASTM (1999), polimeros biodegradaveis sdo
polimeros degradaveis, nos quais a degradacdo resulta primariamente da acdo de

microrganismos, tais como bactérias, fungos e algas de ocorréncia natural.

Materiais poliméricos naturais, tais como polissacarideos (amido e celulose),
proteinas e triglicerideos (0leos vegetais), sdo biodegradaveis e podem, portanto,
desempenhar um papel significativo para resolver os problemas ambientais provocados
pelo uso de materiais poliméricos sintéticos (CORTEZ-VEGA et al., 2013).

Os polimeros biodegradaveis tém oferecido aos cientistas uma solugéo possivel
para os problemas de eliminacdo de residuos associados aos plasticos derivados do
petréleo. Os polimeros obtidos a partir de recursos naturais podem ser melhorados
através de mistura com outros compostos, quando as suas propriedades ndo sao
aceitaveis (THARANATHAN, 2003).

De acordo com PEELMAN et al. (2013), os biopolimeros séo classificados de

acordo com o0 método de producao ou sua origem em:

» Polimeros extraidos ou removidos a partir de biomassa vegetal ou animal, tais

como polissacarideos e proteinas;

 Polimeros produzidos por microrganismos, tais como polihidroxialcanoatos e

celulose;

« Polimeros sintetizados quimicamente a partir de mondémeros de base

biolégica renovaveis, tais como o acido polilactico (PLA).



Na Figura 1, podemos observar os principais biopolimeros, utilizados em

embalagens para alimentos, de acordo com a composi¢do quimica.

Figura 1- Classificacdo dos biopolimeros de acordo com sua composic¢ao quimica

Polimeros biodegradaveis utilizados em embalagens para alimentos

V

Polissacarideos Proteinas Poliésteres alifaticos

Alginato Colageno Acido polilatico (PLA)
Carragenina Gelatina Polihidroxialcanoato (PHA)

Celulose Proteina do soro de leite Polidroxibutirato (PHB)

Quitina/quitosana Proteina de soja

Pectina Zeina

Amido

Xantana

Fonte: NAIARETTI; TITA (2012)

Os filmes biodegradaveis sdo obtidos a partir de materiais biologicos, agindo
como barreira a elementos externos, pois podem proteger os produtos embalados de
danos fisicos e bioldgicos, assim como impedir a volatilizacdo de compostos e a perda

de umidade, aumentando a vida atil do produto.

Os filmes podem ser obtidos a partir de uma solucdo ou dispersdo do agente
formador de filme, seguido da formacao de uma camada fina através de técnicas, como,
casting, extrusdo, termoformagem, injecdo, sopro, entre outras (GALDEANO
et al., 2009).

A técnica de casting € amplamente utilizada em estudos de laboratério na

elaboracgdo de filmes, por ndo exigir equipamentos especificos e grandes quantidades de
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matéria prima. Esta técnica consiste no espalhamento da solu¢do formadora do filme
(macromolécula, solvente e plastificante) em um suporte, que posteriormente é

submetida a secagem para evaporacao do solvente (DENAVI et al., 2009).

Para obtencdo de filme biopolimérico é necessario pelo menos um polimero de
alta massa molar (agente formador de filme, também denominado de macromolécula),
para que seja obtida uma matriz com forca de coesdo e tensdo. De acordo com
VARGAS et al. (2008), o material deve ser adequadamente disperso e / ou dissolvido
em solvente como agua, alcool, solucdes de &cidos diluidos, ou misturas de solventes e,
em alguns casos, é necessario aquecer ou ajustar o pH da pasta com solu¢des alcalinas e

acidas, a fim de dissolver a macromolécula.

Conforme GALDEANO et al. (2009), a formacdo dos biomateriais geralmente
envolve associagdes inter e intramoleculares ou ligagdes cruzadas de cadeias de
polimeros. Os plastificantes aumentam o espaco livre entre as cadeias, provocando uma
diminuicdo das forgas intermoleculares ao longo da matriz, diminuindo a temperatura de
transicdo vitrea e melhorando a flexibilidade. Em termos estruturais ocorre a formacao
de uma rede tridimensional semi-rigida que retétm o solvente (KARBOWIAK
et al., 2007).

Na prética a plastificagdo de um polimero consiste em adicionar os plastificantes
para alterar a viscosidade do sistema, aumentando a mobilidade das macromoléculas
(RABELLO, 2000). Entre os plastificantes compativeis com a agua estdo a glicose,
sacarose, xilol, sorbitol e glicerol que tem efeito plastificante sobre as propriedades de
materiais poliméricos com alta temperatura de transicdo vitrea, especialmente filmes a
base de biopolimeros (CHANG et al., 2006). Os plastificantes sdo, geralmente,
adicionados na proporcio de 10 a 60 g.100 g™ de matéria seca, dependo do grau de
rigidez do material (SOUSA, 2012).

Outros materiais podem ser adicionados aos filmes entre eles os nanocompdsitos
que sdo uma classe de materiais constituida por hibridos de materiais organicos e
inorganicos, estando a fase inorganica dispersa, em nivel nanométrico, em uma matriz
polimérica organica (PAIVA et al., 2006).

Nos nanocompdsitos a fase dispersa é constituida por argilominerais, que sdo

filossilicatos hidratados, sendo que os filossilicatos mais freqientemente utilizados em



11

nanocompositos pertencem a familia das esmectitas, como por exemplo, as
montmorilonitas (MMT), hectoritas e saponitas, sendo a MMT a mais predominante
delas. A adicdo em filmes biodegradaveis de nanoargilas como a MMT pode ser
realizada para melhorar as propriedades mecéanicas dos filmes (CORTEZ-VEGA, 2011).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados na obtencéo de filmes, estdo os
polissacarideos e as proteinas (ZAVAREZE et al., 2012).

3.5. Filmes proteicos

As proteinas sdo macromoléculas biolégicas compostas por mondmeros
denominados de aminoacidos. Estes contém na sua estrutura molecular pelo menos um
grupo amino primario (-NHz) e um grupo carboxilico (-COOH). Além disso, cada
aminoacido tem uma cadeia lateral (R) caracteristica que influi nas suas propriedades
fisico-quimicas e, portanto, nas propriedades das proteinas da qual toma parte
(BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Os filmes a base de proteinas apresentam melhores propriedades de barreira aos
gases e mecanicas em comparacdo com os filmes preparados a partir de polissacarideos
e os filmes a base de gordura, uma vez que as proteinas tém uma estrutura unica, que
confere uma maior gama de propriedades funcionais, em especial um elevado potencial
de ligacdo intermolecular (CAMPOS et. al, 2011).

Conforme citado por Sousa (2012), nos filmes biodegradaveis, as proteinas
interagem intermolecularmente, através da formacdo de ligacfes de hidrogénio, pontes
dissulfeto e ligacbes hidrofobicas formando uma rede. Esta rede, pouco hidratada,
constitui entdo o filme, cujas propriedades sdo, sobretudo, em funcdo do tipo, das

atribuicdes e da intensidade das ligacGes estabelecidas.

De acordo com Placido (2007), a formacdo de uma matriz macromolecular a

partir de proteinas compreende trés etapas:

I.  Aruptura das pontes intermoleculares de baixa energia que estabilizam o

polimero em seu estado natural,

Il. O rearranjo e orienta¢do das cadeias poliméricas e;
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1. A formagdo de uma matriz tridimensional estabilizada por novas
interacOes e pontes apos o agente de ruptura das pontes intermoleculares

ter sido removido.

De um modo geral, as formulacdes para a elaboragdo de filmes biodegradaveis a
base de proteinas sdo constituidas pelos seguintes compostos: agente formador de filmes

(macromoléculas), plastificante, solvente e de ajustador de pH (SOUZA, 2010).

Dentre as proteinas utilizadas como agente formador de filmes, destacam-se as
de origem animal, como gelatina, proteinas miofibrilares de pescado, proteinas
miofibrilares de carne bovina, proteinas de soro de leite e, as de origem vegetal, como
glten, zeina e proteina de soja (PLACIDO, 2007).

Os filmes a base de proteinas podem ser utilizados na elaboracdo de embalagens
ativas, que podem ser definidas como um modelo, onde o material de embalagem, o
produto e a interacdo entre estes prolongam a vida util ou melhoram as propriedades
sensoriais, enquanto mantéem a qualidade do alimento ali acondicionado (BRAGA;
PERES, 2010).

Como na maioria dos alimentos solidos e semi-solidos o crescimento microbiano
é superficial, ocorrendo um maior contato entre o produto e o agente antimicrobiano, o
desenvolvimento de embalagens ativas que apresentem atividade antimicrobiana tem se
intensificado nos ultimos anos (DURANGO et al., 2011)

3.6. Filmes antimicrobianos

As doencas de origem alimentar causadas por perigos microbiol6gicos sdo um
grande e crescente problema de satde publica. A maioria dos paises com sistemas de
notificacdo de casos de doencas de origem alimentar tém demonstrado aumento
significativo ao longo das Gltimas décadas na incidéncia de doengas causadas por
microrganismos em alimentos, como Salmonella spp. , Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes, Escherichia coli O157 entre outros (WHO, 2008).

A crescente demanda por produtos pouco processados com as mesmas garantias

de inocuidade do que aqueles tratados por métodos tradicionais de conservagdo
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incentivaram os pesquisadores a concentrar a maior parte de seus esfor¢cos em estudar
novas formas de garantir a seguranca alimentar e aumentar a vida util de produtos
alimenticios (FORTUNY; BELLOSO, 2003).

Os filmes antimicrobianos sdo uma forma de embalagem ativa que pode
aumentar a vida Util dos produtos e fornecer seguranca aos consumidores. Este tipo de
embalagem visa reduzir, inibir ou retardar a multiplicacdo de microrganismos patogenos
e deteriorantes em alimentos (OJAGH et al., 2010). Neste contexto, Rocha (2012)
desenvolveu filmes antimicrobianos a base de proteina de anchoita (Engraulus
anchoita) incorporados com &cidos organicos.

3.6.1. Agentes Antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos alimentares sdo compostos utilizados para controlar
a contaminagdo microbiana, reduzindo a taxa de crescimento ou inativando os
microrganismos no alimento, mantendo a qualidade e frescor sensorial e nutricional.
Tradicionalmente, o principal uso de agentes antimicrobianos em alimentos tem sido a
de estender a vida atil e manter a qualidade de inativacdo de microrganismos
deterioradores (DAVIDSON; HARRISON, 2002).

Um agente antimicrobiano é um agente quimico ou biolégico que destroi ou
inibe o crescimento de microrganismos patdgenos. Os agentes antimicrobianos podem
ser classificados como agentes quimicos ou naturais (DAVIDSON; TAYLOR, 2001;
DAVIDSON et al., 2005).

Entre os compostos quimicos sintéticos, mais relevantes, com acdo
antimicrobiana estdo os &cidos organicos e inorganicos, tiosulfinatos, antibioticos,
fungicidas, sais de metais, isotiocianato e agentes quelantes. Com relacdo aos agentes
antimicrobianos naturais podem-se citar a lactoferrina, enzimas, Oleos essenciais de
plantas, 6leos essenciais de especiarias, quitosana, porfirinas e metais (LAGARON et
al., 2012).

Os alimentos, por fazerem parte de nossa vida cotidiana e por utilizarem
embalagens plasticas em sua forma de apresentacdo ao consumidor, estdo recebendo

atencdo redobrada. Desta maneira 0s agentes antimicrobianos de origem natural séo
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alternativas eficazes e econdmicas, pois sdo obtidos a partir das plantas aromaticas e
especiarias ricas em Oleos essenciais caracterizados por uma notavel atividade
antimicrobiana, que podem ser usados para retardar ou inibir a multiplicagdo microbiana

quando presentes na composic¢do de embalagens (CAMPOS et al., 2011).

3.6.2. Propriedades dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais sdo substancias organicas volateis muito conhecidas pelo
aroma, sendo atribuida a estes Oleos propriedades antivirética, antiespasmaodica,
analgésica, bactericida, cicatrizante, expectorante, relaxante, vermifuga entre outras,
conferindo-lhes grande emprego nas mais variadas industrias. Conforme citado por Dias
(2011), a familia Lamiaceae compreende 0 maior numero de espécies com Oleos
essenciais, alem de uma grande diversidade de substancias incluidas neste grupo de
principios ativos, sendo assim foco dos mais variados estudos. Nesta familia se
concentra um grande namero de plantas referidas e citadas como medicinais em todo o
mundo, destacando-se 0 manjericdo, a horteld, a salvia, o alecrim, a menta, a erva

cidreira, o0 orégano, o tomilho, etc.

A capacidade antioxidante, antifingica e antimicrobiana dos 6leos essenciais
permite a sua utilizacdo com alimentos, melhorando sua qualidade e beneficiando a
salide humana (HOSSAIN, 2012).

Os aspectos de caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais podem ser obtidos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo que alguns éleos
apresentam mais de 60 compostos diferentes, sendo que 0s componentes majoritarios as
vezes representam mais de 85% do total (GALINDO et al., 2010).

A composicdo e a atividade de um 6leo essencial podem ser modificadas por
varios aspectos, desde o modo de extracdo, a fatores proprios da planta e do ambiente
em que ela esta inserida (SILVA et al., 2012).

As propriedades bioldgicas dos 0leos essenciais extraidos de plantas aromaticas

e medicinais tém sido exploradas hd muitos anos e recentemente, 0 uso de compostos
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antimicrobianos naturais tem se intensificado com o propdsito de serem aplicados na
conservacao de alimentos, por serem mais seguros em relacdo aos aditivos quimicos
(SANTOS et al., 2011).

A atividade antimicrobiana dos Gleos essenciais é devida a sua composicdo
quimica, principalmente aos compostos fendlicos que exercem seus efeitos
antimicrobianos diretamente na membrana citoplasmatica, provocando altera¢es na sua
estrutura e funcbes (HOLEY; PATEL, 2005).

Cada constituinte dos 6leos essenciais possui um grau de acdo antimicrobiana,
sendo apresentado em ordem decrescente: timol, carvacrol, terpineol, eugenol, linalol,
tujona, delta-3-careno, geranil acetato, citral, nerol, geraniol, mentona, beta-pineno,
limoneno, alfa-pineno, borneol, sabineno, gama-terpineno, citronela, terpinoleno, 1,8-
cineol, bornil acetato, éter metil carvacrol, mirceno, cariofileno, alfa-bisabolol, alfa-
felandreno, alfa-humuleno, bocimeno, aromadendreno, para-cimeno (BUDKA; KHAN,
2010).

O carvacrol, o eugenol e o timol sdo compostos fendlicos que exibem ampla
escala de efeitos biologicos, incluindo propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(BODINI, 2011).

De acordo com Barbosa (2010), o carvacrol e o timol possuem estrutura
molecular similar, diferindo pela posicdo do grupo hidroxila no anel fendlico. Estas
duas substancias parecem tornar a membrana permeavel, desintegrando a membrana
externa, presente na parede das bactérias gram negativas, liberando lipopolissacarideos

(LPS) aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica ao ATP.

A aplicacdo direta de um agente antimicrobiano no material da embalagem pode
proporcionar vantagens, tais como uma alta concentracdo do agente ativo diretamente
sobre a superficie do alimento, com baixa migracdo, e evitar o uso desta substancia
como um aditivo alimentar (PELISSARI et al., 2009).

Entre os 6leos essenciais mais usados e, com efeito, mais eficaz estdo o de cravo,
orégano, alecrim, tomilho e salvia (BENAVIDES, 2012).
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3.6.3. Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare)

O orégano € um dos condimentos mais utilizados na culinaria brasileira no
preparo de carnes, ovos, peixes, panificacdo e frutos do mar. Estudos sobre o potencial
antimicrobiano de especiarias mostram que o orégano apresenta resultados de destaque
como agente habil de inibicdo de bactérias e fungos contaminantes de alimentos
(SOUZA et al., 2005).

O orégano Origanum vulgare, pertence a familia Lamiaceae e tem sido alvo de
muitas avaliacdes quanto as propriedades biolégicas de seu dleo essencial. Em alguns
6leos de orégano, o timol é o principal componente que proporciona o aroma e sabor,
em outros o carvacrol é predominante. Além disso, muito tém sido explorado a respeito
da composicdo de seu Gleo essencial, devido a potencial capacidade antimicrobiana de
seus componentes quimicos (REHDER et. al., 2004; BUSATTA, 2006).

Em sua composicédo, o 0leo essencial de orégano € constituido de 85% de dois
componentes fenois naturais fundamentais na agdo antimicrobiana, o carvacrol e o
timol, os quais agem sobre a membrana celular bacteriana impedindo sua divisao
mitotica, causando desidratacdo nas células e, com isso, impedindo a sobrevivéncia de
bactérias patogénicas (FUKAIAMA, 2005).

3.6.4. Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

A espécie vegetal Syzygium aromaticum, conhecida popularmente como
cravo-da-india, pertence a familia das Mirtaceae e é explorada principalmente para
extracdo industrial do dleo essencial obtido a partir dos botdes florais, folhas e outras
partes. Seu fruto contém um Gleo essencial de grande valor econdémico no mercado,
devido ao elevado teor de eugenol que é um liquido fracamente amarelado, que escurece
ao ar, com aroma de cravo, e com sabor ardente e picante (ASCENCAO; FILHO,
2012).

O eugenol, principal constituinte quimico presente na especiaria apresenta
efeitos antiinflamatorio, cicatrizante e analgésico. E comumente utilizado como
antimicrobiano e antifingico, com amplo espectro de acdo contra Aspergillus niger,

Sacchacomyces cerevisae, Candida albicans, Streptococus mutans, Mycoderma sp.
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Lactobacillus acidophilus e Bacilus cereus, entre outras espécies de bactérias, fungos e
leveduras (GUIMARAES et al., 2008).

De acordo com AFFONSO et al. (2012), em laboratério o 6leo essencial do
cravo da India pode ser extraido por destilacio simples em rotaevaporador, porém, para
a producdo em larga escala o processo de extragdo mais utilizado atualmente é a
destilacdo por arraste a vapor. No entanto, o 6leo pode também ser obtido por extracéo
com solvente ou extragdo por CO, supercritico.

3.6.5. Atividade antimicrobiana de filmes incorporados com 6leos essenciais

Conforme citado por CAMPOS et al. (2011), existem evidéncias cientificas em
relacio a eficacia de Oleos essenciais como agentes antimicrobianos, quando

adicionados aos filmes e formulagdes para revestimentos.

PELISSARI et al. (2009), avaliaram o efeito do 6leo essencial de orégano
variando sua concentracdo de 0 a 1,0% (p/v) sobre as propriedades antimicrobianas,
mecanicas e de barreira quando incorporados em filmes de amido de mandioca e
quitosana. As bactérias utilizadas na verificacdo da atividade antimicrobiana foram,

Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis.

Emiroglu (2010) utilizou 6leos essenciais de orégano e/ou tomilho (1 a 5%)
incorporado em filmes a base de proteina de soja e avaliou a atividade antimicrobiana
contra Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus plantarum, verificando que os 0leos essenciais

inibiram todos 0s microrganismos testados até mesmo na minima concentracao (1%).

Gomez-Estaca (2010), testou a atividade antimicrobiana de filmes comestiveis a
base de gelatina e quitosana incorporados com 0leos essenciais (cravo, erva-doce,
tomilho e alecrim), contra bactérias patogénicas e deteriorantes (Pseudomonas
fluorescences, Shewanella putrefaciens, Photobacterium phosphoreum, Listeria
innocua, Escherichia coli e Lactobacillus acidophilus) e observou que os filmes

contendo 6leo de cravo apresentaram o maior poder inibitério.
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BENAVIDES et al. (2012), utilizaram Oleo essencial de orégano com a
concentracdo variando de 0 a 1,5% (p/v) em filmes de alginato para verificar o efeito
sobre as propriedades fisicas, mecanicas e antibacterianas do filme. Neste estudo foram
avaliada a atividade antimicrobiana sobre as bactérias Salmonella Enteritidis,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

A atividade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de orégano, alho, cravo
e limdo sobre bactérias patogénicas isoladas de vongole, foi avaliada sobre as cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, isolados do vongole (Anomalocardia
brasiliana). Neste estudo, conforme os autores, os 6leos essenciais de cravo e orégano
demonstraram as melhores atividades antibacterianas e assim apresentam-se como 6leos

favoraveis para a aplicacdo em alimentos (SANTOS et al., 2011).

A Salmonella Enteritidis e a Listeria monocytogenes foram inibidos com a
aplicacdo de oOleos essenciais na superficie de pescado inteiro ou como revestimento
para camardes (BURT, 2004; HAYOUNI et al., 2008).

OLIVEIRA et al. (2013), verificaram a atividade antimicrobiana dos 0leos
essenciais ao testarem Gleos essenciais de cravo (Syzygium aromaticum) e de capim-
limdo (Cymbopogon citratus) em carne bovina moida refrigerada e inoculada com
Listeria monocytogenes, onde foi verificado que nas amostras contendo o0s 0leos
essenciais a populacdo de Listeria monocytogenes diminuiu e até mesmo ndo foi

detectada no final do periodo analisado.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matéria-prima para obtencao da proteina recuperada

Foi utilizada a corvina (Micropogonias furnieri) com tamanho fora do padrdo,
proveniente de industrias de processamento de pescado da cidade do Rio Grande/RS, a
qual foi transportada em caixa térmica com gelo para a Unidade de processamento de
pescado vinculada ao Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA), da Universidade
Federal do Rio Grande, FURG.

4.2. Obtencao da proteina recuperada (PR)

Para obtencdo da proteina adaptou-se o método utilizado por CORTEZ-VEGA
et al. (2012). A carne mecanicamente separada foi obtida apds evisceragéo e filetagem,
passando por um separador de 0ssos e espinhas. A polpa obtida foi lavada em trés
ciclos, utilizando em cada ciclo de uma solugéo de lavagem na proporcao de 4:1 (v/p), a
7°C, durante 10 minutos. Em cada ciclo de lavagem, a agitacdo foi mantida constante a
60 rpm utilizando um agitador mecanico. Uma solucdo de NaHCOj3 a 0,5% foi utilizada
para a primeira e segunda lavagem e uma solucdo de NaCl a 0,3% foi utilizada para a
ltima. Depois de cada ciclo de lavagem, as amostras foram centrifugadas a 7°C, a
14372xg durante 15 minutos. O sobrenadante contendo a gordura e proteina solavel foi
desprezado. A pasta final foi peneirada através de uma peneira de metal de malha de 1
mm para remover o tecido conjuntivo e entdo, congelada a -70°C por 24 horas em
ultrafreezer (Indrel, IULT 90-D, Brasil) e posteriormente foi desidratada em liofilizador
(Liotop, L108, Brasil) por 48 horas obtendo-se a proteina recuperada liofilizada

utilizada como base para obtencédo dos filmes.

A Figura 2 apresenta o fluxograma do processo para obtencdo da proteina

recuperada.
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Figura 2 - Fluxograma do processo para obtengdo da proteina recuperada de corvina
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4.3. Caracterizacdo da proteina recuperada
4.3.1. Composicao proximal

Foi determinada a composicdo proximal da proteina recuperada segundo a
metodologia oficial da AOAC (2000).

O contetido de umidade foi determinado de acordo com o método gravimétrico
(n° 950.46) em estufa a 105°C; o teor de nitrogénio total foi determinado pelo método

de Kjeldahl (n° 928.08) sendo o teor de proteina bruta obtido, através da multiplicagdo
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pelo fator 6,25; o contetdo de lipidios foi obtido pelo método de Soxhlet (n° 960.39) e
cinzas, por método gravimétrico (n° 920.153) em mufla a 500-600°C. As determinagdes

foram realizadas em triplicata.

4.3.2. Andlise da Funcionalidade
4.3.2.1. Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com o método de CHALAMAIAH et
al. (2010) e TADPITCHAYANGKOON et al. (2010), com variacdo de pH (3,5, 7,9¢
11). Pesou-se 0,59 de amostra em um béquer de 50 mL, adicionou-se 2 mL de
NaCl 0,1 M e 48 mL de agua destilada. O pH foi ajustado com HCI 1 N e NaOH 1 N
(em potencidmetro de bancada ANALION, modelo PM608). A disperséo foi mantida
sob agitacdo por 30 minutos com agitador magnético (QUIMIS, modelo 261-2), em
seguida centrifugou-se a dispersdo a 8667xg por 20 minutos em centrifugas de tubos
(BIOSYSTEMS, modelo MPW-350R). O teor de proteina soltuvel no sobrenadante foi
determinada pelo método de Folin-Ciocalteau de acordo com LOWRY et al. (1951). A
solubilidade da proteina foi calculada conforme a equacéo 1. Para o célculo de proteina

no sobrenadante utilizou-se curva padrao de albumina.

Solubilidade (%) — Quantidade de proteina no sobrenadante <100 (1)

Quantidade de proteina na amostra

4.3.2.2. Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua foi determinada segundo o método de
REGENSTEIN et al. (1984). Foram preparadas dispersdo proteicas a 1% com variacao
de pH (3,5, 7, 9 e 11). Adicionou-se a dispersdo 2 mL de NaCl 0,1 M para obtencao de
uma pasta homogénea, em seguida adicionou-se a solucdo tampdo correspondente de
acordo com o pH, até o volume de 40 mL, a dispersdo foi mantida sob agitacdo por 15
minutos e centrifugados a 8667xg por 20 minutos. As proteinas sollveis no
sobrenadante foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), e descontadas do
total de proteina da amostra original. O sobrenadante foi descartado e 0s pesos umidos

foram tomados. A CRA foi dada pela diferenca entre o peso da amostra Umida e 0 peso
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da amostra seca, sendo o0s resultados expressos em mL de &gua/ g proteina, através da

equacéo 2.

__ Quantidade de dgua retida (mL)

CRA (2)

Massa original de proteina (g)

4.3.2.3. Capacidade de retencéo de 6leo (CRO)

A capacidade de retencdo de 6leo foi determinada de acordo com o método
descrito por FONKWE; SINGH (1996). Pesou-se 0,5g de proteina que foi misturada
com 10 mL de 6leo de soja em tubos de centrifuga e, agitado por 10 minutos em
agitador de tubos (PROENIX, Modelo AP 56). Apds a mistura foi centrifugada a
8667xg por 20 minutos em centrifuga (BIOSYSTEMS, modelo MPW-350R), e a
diferenca entre o 6leo adicionado e o 6leo ndo retido foi considerado como a quantidade
de ¢6leo retido pelos concentrados. O resultado foi expresso como a quantidade de 6leo
retido (mL) por grama de proteina contida na amostra, através da equagéo 3.

Oleo adicionado — Oleo nio retido (mL)

CRO = (3)

Massa de proteina (g)

4.3.3. Perfil eletroforeético (SDS-PAGE)

A proteina recuperada foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) na concentracdo de 12%, de acordo
com Laemli (1970). Esta analise foi realizada em uma unidade de eletroforese vertical
(GSR/300STS). O gel foi obtido em um sistema tampdo continuo (tampédo Tris 1,5M e
SDS 10% (p/v), sendo preparado com 12% de gel de separacdo e 4% de gel de

concentragao.

As amostras foram dissolvidas em 1,5 mL de agua destilada para formar uma
solucdo contendo 0,2% de proteina. As amostras foram desnaturadas termicamente a
95°C durante 4 minutos em uma solugdo de B-mercaptoetanol, 0,5 M Tris (pH 6,8),
glicerol, 10% de SDS (p/v) e 0,1% de azul de bromofenol (p/v). Para identificar as

proteinas presentes nas amostras, foram utilizados marcadores de escalas Bio-Rad. As
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bandas foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Vetec Quimica Fina
LTDA, Rio de Janeiro, Brasil).

A determinacdo de fracGes de proteinas foi realizada por massa molecular. Uma
mistura de proteinas padrdo (Escala graduada de Proteina BenchMark™, Califérnia,
EUA), que variam em massa molecular de 10 - 220 kDa, foi utilizada.

4.4. Obtencao do filme

Para a obtencdo dos filmes de proteina recuperada de corvina, ap0s realizagdo de
testes preliminares, foi utilizada a metodologia descrita por Rodrigues e lemma (2005).
Realizou-se um planejamento experimental fracionario 26 (16 experimentos) com 4
repeticdes no ponto central, sendo que também foi feito um branco com valores do

ponto central, totalizando 21 experimentos.

Foram utilizados 3 niveis (-1, 0, +1) representando as variaveis codificadas e 5
variaveis independentes (reais): proteina recuperada (PR), nanoargila montmorilonita
(MMT), plastificante glicerol (G), 6leo essencial de orégano (OEQ) e 06leo essencial de
cravo (OEC) no preparo da solucdo filmogénica (SF), que originou os filmes, conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis utilizadas no planejamento fatorial fracionario

Variaveis reais

Variaveis
Codificadas PR G MMT OEO OEC
(9.100 ML SF) (g.100mLSF)  (g.100 mL™SF) (mL.100 mL™*SF  (mL.100 mL*SF)
-1 3,0 0,75 0,4 0 0
0 3,5 1,05 0,5 0,5 0,5
+1 4,0 1,35 0,6 1,0 1,0

Onde: PR= proteina recuperada; G= glicerol; MMT= montmorilonita; OEO= 0leo

essencial de orégano e OEC= 6leo essencial de cravo.



24

A matriz do planejamento do tipo Fatorial Fracionario com 5 variaveis e 4

pontos centrais , mais o branco (proteina e plastificante), totalizando os 21 experimentos

esta demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial fracionario 26, com os valores codificados

e reais

Experimentos PR (g) G (9) MMT (9) OEO (ml) OEC (ml)
1 (-1)3,0 (-1) 0,75 (-1)0,4 (-1)0 (+1) 1,0
2 (+1)40  (-1)0,75 (-1) 0,4 (-1)0 (-1)0
3 (-1)3,0 (+1) 1,35 (-1) 04 (-1)0 (-1)0
4 (+1)40  (+1) 1,35 (-1) 0,4 (-1)0 (+1) 1,0
S (-1)3,0 (-1) 0,75 (+1) 0,6 (-1)0 (-1)0
6 (+1) 4,0 (-1) 0,75 (+1) 0,6 (-1)0 (+1) 1,0
7 (-1)3,0 (+1) 1,35 (+1) 0,6 (-1)0 (+1) 1,0
8 (+1)40  (+1) 1,35 (+1) 0,6 (-1) 0 (-1)0
9 (-1)3,0 (-1) 0,75 (-1) 0,4 (+1) 1,0 (-1)0
10 (+1)40  (-1)0,75 (-1) 0,4 (+1) 1,0 (+1) 1,0
11 (-1)3,0  (+1)1,35 (-1) 0,4 (+1) 1,0 (+1) 1,0
12 (+1)4,0  (+1) 1,35 (-1) 0,4 (+1) 1,0 (-1) 0
13 (-1) 3,0 (-1) 0,75 (+1) 0,6 (+1) 1,0 (+1) 1,0
14 (+1)40  (-1)0,75 (+1) 0,6 (+1) 1,0 (-1) 0
15 (-1)3,0  (+1) 1,35 (+1) 0,6 (+1) 1,0 (-1)0
16 (+1) 4,0 (+1) 1,35 (+1) 0,6 (+1) 1,0 (+1) 1,0
17 (0) 3,5 (0) 1,05 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5
18 (0) 3,5 (0) 1,05 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5
19 (0) 3,5 (0) 1,05 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5
20 (0) 3,5 (0) 1,05 (0) 0,5 (0) 0,5 (0) 0,5

Branco 3,5 1,05 0 0 0

Onde: PR= proteina recuperada; G= glicerol; MMT= montmorilonita; OEO= dleo

essencial de orégano e OEC= 6leo essencial de cravo.
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As variaveis dependentes avaliadas nos filmes obtidos foram: opacidade,
solubilidade, resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e permeabilidade ao vapor de

agua.

O planejamento experimental utilizado visou a obten¢do do filme e ndo otimizar
0 processo. Neste sentido, foram escolhidos os filmes nanocompdsitos incorporados
com Gleos essenciais, correspondentes aos experimentos que demonstraram melhores
resultados em relacdo as variaveis independentes analisadas. Estes filmes foram

utilizados nas demais etapas desta pesquisa.

Os filmes foram obtidos pela técnica de casting conforme metodologia citada
por FARRO et al. (2010), sendo que inicialmente a proteina recuperada (PR) foi
dispersa com 50 mL de &gua destilada em um béquer encamisado. A dispersdo aquosa
foi mantida com agitacéo suave e constante por 10 minutos atraves de um agitador eixo-
hélice (IKA, modelo RW 20DZM.n), sendo a temperatura controlada em 81°C por um
banho ultra-termostatico (QUIMIS, modelo 214 D2), para hidratagdo da PR.
Posteriormente a hidratagdo, ajustou-se o pH da dispersdo para 11,0 com adicdo de
NaOH 1N, utilizando pHmetro de bancada (MARCONI, modelo PA 200) mantendo-se
agitacdo constante. Em seguida, foi adicionada a Montmorilonita K10 (MMT,
Sigma-Aldrich), e apds a completa dissolu¢do da PR e MMT, adicionou-se o glicerol
(Vetec, Quimica Fina) previamente solubilizado em agua destilada e os 6leos essenciais
de cravo e orégano (Petit Marie, Séo Paulo, Brasil), mantendo-se o pH em 11,0 com
agitacdo constante e a temperatura da solucao filmogénica em 81°C durante 40 minutos.
Na sequéncia, a solucao filmogénica depois de filtrada foi espalhada (22,0 g) em placas
de Petri, as quais foram colocadas em estufa com circulacdo de ar (QUIMIS, modelo
314D 242) a 40°C por 12 horas. Apds a secagem, os filmes foram armazenados por 48
horas em dessecadores mantidos a 25 + 2°C e umidade relativa de 55 £ 2%, controlada

usando solucdo saturada de cloreto de calcio, até o inicio das analises.

A Figura 3 representa as etapas envolvidas no processo para obtencéo dos filmes

de proteina recuperada de corvina.
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Figura 3 - Fluxograma do processo para obtencdo dos filmes nanocompdésitos de

proteina recuperada de corvina (Micropogonias furnieri).
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4.5. Caracterizacdo dos filmes obtidos
4.5.1. Opacidade

A opacidade () foi determinada segundo Sobral (2000), através de colorimetro

(Minolta, CR-400, Osaka, Japdo). Sendo a opacidade calculada como a relacdo entre a
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opacidade do filme sobreposto sobre o padréo preto (Yp) e sobre o padréo branco (Yb),

segundo a equacéo 4.

_Yp
Y_Yb (4)

4.5.2. Solubilidade em 4gua

A solubilidade em &gua foi determinada segundo a metodologia adaptada de
GONTARD et al. (1994). Discos de cada amostra de filme, com 2 cm de didmetro,
foram previamente pesados, levados a estufa a 105°C até peso constante (matéria seca
inicial) e imersos em 50 mL de agua destilada.

O sistema foi mantido sob agitacdo, a 100 rpm, em incubadora com agitacéo
(Cientec, CT-712RNT, S&o Paulo, Brasil) a 25°C por 24 horas. Apos este periodo os
discos foram retirados da agua e levados novamente a estufa a 105°C ateé que atingissem

peso constante novamente (matéria seca final).

A solubilidade do filme foi representada pelo total de matéria soltivel dissolvida

em agua, tendo sido calculada através da equacéo 5.

(mi—mf)

S (%) - mf

x 100 (5)

Onde:

S = solubilidade em agua (%);
mi = massa seca inicial da amostra (g);

mf = massa seca final da amostra (Q).
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4.5.3. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacéo dos filmes foram determinadas, em
triplicata, segundo metodologia da ASTM (2000a), utilizando texturémetro TA.XTplus
(Stable Micro Systems). As amostras foram cortadas em forma de retangulos (80 x 25
mm) e fixadas em garras com separacédo inicial de 50 mm e velocidade de tragéo de

0,8mm.s™.

A resisténcia a tracdo foi determinada através da equacéo 6.

Fm
RT = e (6)
Onde:
RT = resisténcia a tracdo (MPa);
Fm = forga méxima no momento da ruptura (N);

A = area da seccéo transversal do filme (m?);

A elongacéo foi calculada utilizando-se a equacéo 7.

__(dr-do)
a do

E x 100 )

Onde:
E = elongacéo (%);
do = separacdo inicial entre as garras (cm);

dr = separacdo entre as garras no momento da ruptura (cm).

4.5.4. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada em triplicata pelo
método gravimétrico da ASTM (2000b). Os filmes foram selados em células, com area
de permeacdo de 0,13m?, contendo cloreto de calcio anidro (0% UR). As células foram

acondicionadas em dessecador contendo solucdo saturada de cloreto de sddio
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(75% UR). A massa da célula foi verificada em intervalos de 24 horas, durante 7 dias. A

permeabilidade ao vapor de agua foi calculada através da equagéo 8.

PVA= ——x = 8)
Onde:

PVA = permeabilidade ao vapor de agua (g.mm).(m?.d.kPa)™;

AW = ganho de massa pela célula (g);

L = espessura inicial do filme (mm);

t = tempo de armazenamento (dias);

A = area do filme exposta (m?);

AP = diferenga de pressao parcial (kPa).

4.6. Verificagdo da atividade antimicrobiana dos filmes nanocompdsitos de

proteinas incorporados com 6leos essenciais

Os experimentos nos quais se obtiveram os filmes nanocompositos de proteina
de pescado e nanorgilas incorporados com 6leos essenciais de orégano e cravo-da-india
com melhores caracteristicas, conforme determinadas na etapa anterior, foram
selecionados e tiveram sua atividade antimicrobiana testada através da técnica de
difusdo de disco segundo a metodologia da CLSI (2003), adaptada para produtos

naturais.

Os microrganismos utilizados na verificacdo da atividade antimicrobiana foram
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, cujas cepas foram
obtidas do Laboratorio de Microbiologia pertencente a Escola de Quimica e Alimentos
da Universidade Federal do Rio Grande, FURG.

De um crescimento bacteriano de 18 a 24 horas das culturas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, foram inoculadas de trés a cinco
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) em 5 mL de solucéo salina 0,85%, com auxilio
de alca bacteriologica, previamente flambada. A suspensdo obtida teve a turvacdo
ajustada por comparacao visual a suspensdo padrdo 0,5 da escala de McFarland. Com o

auxilio de swab estéril, a suspensdo foi semeada na superficie de uma placa de petri
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contendo agar Mdller-Hinton, em trés direcdes até a obtencdo de um esfregaco
uniforme. Apds a secagem do in6culo, foram aplicados discos dos filmes selecionados,
com 15 mm de didmetro sobre as placas. As leituras foram realizadas, apés 18 a 24
horas de incubacdo a 35-37°C, por meio da medicdo dos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano em milimetros de didmetro com um paquimetro. Foi realizado
um controle com o filme chamado de Branco (contendo apenas proteina recuperada e

glicerol).

A Figura 4 representa as etapas da técnica de difusdo de disco utilizada na

verificacdo da atividade antimicrobiana.

Figura 4 — Fluxograma da técnica de difusdo de disco
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4.7. Aplicagdo da solucédo filmogénica como revestimento em camardes branco

(Litopenaeus vannamei)
4.7.1. Preparo das amostras

A solucéo filmogénica foi aplicada para avaliar a vida util de camardes branco
(Litopeneaus vannamei) in natura descascados, adquiridos no mercado publico
municipal da cidade do Rio Grande/RS, avaliando-se a conservacéo, estabilidade e acdo
antimicrobiana. Utilizou-se nesta etapa as solugdes filmogénicas referentes aos filmes
obtidos pelos experimentos que apresentaram a melhor avaliacdo em relacdo a atividade

antimicrobiana.

Os camardes foram transportados em caixas térmicas com gelo até a Unidade de
processamento de pescado vinculada ao Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
(LTA), da Universidade Federal do Rio Grande, FURG. Em seguida, foram
higienizados com &gua clorada a 200 ppm por 10 minutos, lavados, drenados e
divididos em partes para realizagdo dos tratamentos. Foi realizado um tratamento
controle (sem adicdo da solucao filmogénica) e, os demais tratamentos com as solucées

filmogénicas dos filmes que apresentaram melhores atividades antimicrobianas.

Para o revestimento dos camardes in natura foi utilizada a técnica de dipping
citada por COSTA et al. (2012). Os camardes foram imersos diretamente na solucao
filmogénica correspondente por 5 minutos, e logo em seguida drenados atraves de
peneiras e deixados em repouso por 3 minutos. Para cada tratamento, amostras de
camardes revestidas com a solucdo filmogénica foram pesadas e acondicionadas em
bandejas de PET — Politereftalato de Etileno, com tampa (SANPACK) e armazenadas
refrigeradas a 4+1°C por 10 dias. Durante o periodo de armazenamento foram

realizadas analises nos seguintes tempos: zero, 2, 4, 6, 8 e 10 dias.
4.7.2 Andlises fisico-quimicas
4.7.2.1. Perda de massa

A perda de massa foi obtida relacionando-se a diferenca entre o peso inicial do
camardo e o peso obtido ao final de cada tempo de armazenamento. Os resultados foram

expressos em porcentagem de perda de massa, através da equacéo 9.
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Perda de massa (%) = %xwo 9)

Onde:
mi = massa inicial, no dia 0, antes de embalar as amostras;

mf = massa final, no dia da analise, sem a embalagem.

4.7.2.2. Firmeza

As medidas de firmeza dos camarfes foram determinadas utilizando-se um
texturdmetro (Stable Micro Systens, modelo TA.XT.plus), com ponteira cilindrica
movimentada na velocidade de 4 mm.s™ no pré-teste, 8 mm.s™ no pés-teste, e 2 mm.s™

de teste, até a profundidade de 5 mm. Os resultados foram expressos em Newton (N).
4.7.2.3. Cor

A cor dos camarfes foi verificada utilizando colorimetro (Minolta, CR-400,
Osaka, Japdo), operando em D65 (luz do dia) e usando os parametros de cor CIE (L*,
a*, b*), segundo PIZATO et al. (2013). Os parametros a*, b* e L* dos camarfes foram
determinados sobrepondo-se 0s mesmos sobre um padréo branco. Sendo que L* mede a
luminosidade variando de O (preto) a 100 (branco). O valor de a* mede a cromaticidade
da cor verde (-60) a vermelha (+60) e, o valor de b* a cromaticidade do azul (-60) a

amarelo (+60).

4.7.2.4. Determinacéo de pH

O pH foi determinado diretamente em uma suspensdo da musculatura em agua
destilada, medindo-se o pH com auxilio de um potencidmetro Marconi modelo PA 200
(AOAC, 2000).

4.7.2.5. Determinacdo de N-BVT (Bases Volateis Totais)

As bases volateis totais nos camardes foram determinadas conforme

metodologia da AOAC (1990). Uma amostra de aproximadamente 25g foi
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homogeinizada com 30 mL de TCA 7,5% durante 1 minuto em agitador, filtrada a
vacuo, colocada em baldo volumétrico completando-se o volume para 50 mL. Uma
aliquota de 10 mL foi transferida par um tubo de destilagdo de microkjeldahl,
adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina 1% e submeteu-se a destilagdo em destilador
microkjeldahl sendo o destilado recolhido em um erlemeyer contendo 5 mL de &cido
bérico saturado e 4 gotas de indicador verde bromocresol + vermelho de metila (30:20).
A titulacdo foi realizada com acido cloridrico 0,02N. Paralelamente foi realizado um
branco contendo 10 mL de TCA 7,5%. O calculo do N-BVT (mg N/100g) foi realizado

conforme a equagdo 10.

(VHCI gasto—VHCIl branco ) x N acido x 14,01
P amostra

N — BVT = x 100 (10)

Onde:

Vel gasto = VOlume de HCI gasto na titulacdo da amostra;
Vel branco = VOlume de HCI gasto na titulagdo do branco;
Nacigo = Normalidade do HCI;

P = Peso da amostra em gramas.

4.7.2.6. Determinacdo de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico)

O teste de TBARS quantifica, dentre outras substancias, 0 malonaoldeido, um
dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos poliinsaturados,

formado durante o processo oxidativo.

A estabilidade dos camarBes armazenados foi avaliada pela quantificacdo do
TBARS utilizando o método descrito por CRACKEL et al. (1988). Uma amostra de
aproximadamente 25g foi homogeinizada com 30 mL de Acido Tricloroacético (TCA) a
7,5% durante 1 minuto em agitador, filtrada a vacuo, colocada em baldo volumétrico
completando-se o volume para 50 mL. Em um tubo de ensaio coberto com papel
aluminio, foi colocado 5 mL do filtrado e 5 mL de TBA 0,02M e colocou-se em
banho-maria a 80°C por 30 minutos. Paralelamente, foi realizado um branco contendo 5

mL de TCA e 5 mL de TBA em um tubo. Apds os tubos foram esfriados em agua
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corrente e foi realizada a leitura em espectofotometro a 538 nm. Uma curva padrdo de
TEP (tetraetoxipropano) foi realizada para quantificacdo da TBARS.

4.7.3. Anélises Microbioldgicas

Realizaram-se avaliagdes microbiol6gicos nos camarBes revestidos para a
deteccdo de Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli, Salmonella spp. e
Psicréfilos segundo metodologia recomendada pela APHA (2001).

4.8. Avaliacao da microestrutura e das propriedades térmicas do filme

O filme nacompdsito incorporado de d6leos essenciais que apresentou o melhor
resultado na aplicacdo foi avaliado para verificar as propriedades da superficie
(microestrutura) e as propriedades térmicas do mesmo. As caracteristicas da superficie
foram realizadas através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e as
propriedades térmicas por meio da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e da
termogravimetria (TGA). Também foi avaliado em paralelo o filme correspondente ao

branco.

4.8.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises da microestrutura dos filmes foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica (CEMESUL) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
através das imagens de microscopia eletronica de varredura, utilizando um microscopio
eletrénico de varredura (JEOL, JSM-6060, Japdo) operado a 20 kV.

As amostras dos filmes foram colocadas em suportes de aluminio (stubs) e
recobertas com ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a condutibilidade. As

fotografias foram tiradas com 2000x de ampliacao.
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4.8.2. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A determinacédo da temperatura de fusdo e da variacdo de entalpia dos filmes foi
determinada em calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, modelo DSC 60,
Osaka, Japdo), no Laboratério de Operagbes Unitarias, no Campus Cidade, da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). As amostras de filmes com cerca de
6-10mg foram hermeticamente seladas em cépsulas de aluminio. A varredura foi
realizada de 40 a 200°C, com uma taxa de 10°C/minuto e fluxo de nitrogénio de 50

mL/minuto.

4.8.3. Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica dos filmes foi realizada em analisador
termogravimétrico (Shimadzu, modelo DTG 60, Osaka, Japdo) no Laboratério de
Engenharia Bioquimica, no Campus Cidade, da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). Cada amostra com cerca de 6-10mg foi aquecida em capsulas de aluminio a

uma taxa entre 30 a 500°C, com um fluxo de nitrogénio de 50 mL/minuto.

4.9. Analise estatistica

As avaliacdes foram realizadas em triplicata, sendo os resultados apresentados
pela média. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente atraves de analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o

programa Statistica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da Proteina Recuperada
5.1.1. Composicao proximal

A Tabela 3 apresenta a composicdo proximal da proteina recuperada (PR)

liofilizada de corvina (Micropogonias furnieri)

Tabela 3 — Composigéo proximal da PR liofilizada de corvina (Micropogonias furnieri)

PR
Componente
(% b.u.)* (% b.s)*
Umidade 8,64 + 0,10 -
Proteinas 85,33+0,12 94,62 £0,12
Cinzas 2,69 +0,09 2,98 £ 0,09
Lipidios 2,16 £0,12 2,40 +£0,12

*Média de 3 repeticdes * desvio padréo; b.u. = base Umida, b.s.= base seca

O elevado valor proteico encontrado na proteina recuperada neste trabalho
indica que o processo de concentracdo da proteina utilizado foi realizado de maneira
adequada, sendo uma alternativa para agregar valor aos subprodutos oriundos da

industria pesqueira.

Neste trabalho os valores obtidos para a PR (b.s.), com relacdo aos teores de
proteinas e lipidios foram superiores e o teor de cinzas foi inferior ao encontrado por
MELLO et al. (2010), que em surimi de tilapia, obtiveram valores de 92,11% para

proteina, 1,70% para lipidios e de 6,18% para cinzas.

O conteudo de proteinas neste trabalho foi superior e o de cinzas e lipidios foram
semelhantes aos obtidos por CORTEZ-VEGA et al. (2012) em surimi de corvina, que
foi de 91,0% de proteina, 2,9% de cinzas e 1,7% de lipidios.
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5.1.2. Andlise da Funcionalidade
5.1.2.1. Solubilidade

Na Figura 5 podemos verificar a solubilidade da PR em fungéo do pH.

Figura 5 — Solubilidade da PR em fungéo do pH
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A solubilidade mais elevada foi obtida em pHs extremos, sendo que no pH 11
obteve-se 0 maior valor (93,24%). Por outro lado, como ja era esperado, proximo ao
ponto isoelétrico da proteina ocorreu uma diminuicdo da solubilidade. A alta
solubilidade da proteina recuperada indica potenciais aplicacdes em alimentos
formulados, proporcionando uma aparéncia atrativa e uma sensacdo agradavel no
produto preparado (SATHIVEL et al., 2004).

Os resultados estdo de acordo com Freitas (2011), que encontrou em proteinas
isoladas do musculo de corvina valores de solubilidade de 58,06% e 98,06% para pH

3,0 e pH 11,0, respectivamente.

Neste estudo foram utilizados trés ciclos de lavagem para obter a PR e, de
acordo com RAWDKUEN et al. (2009) e BATISTA et al. (2007), a solubilidade da
proteina de surimi € maior utilizando-se trés ciclos de lavagem, quando comparada com
a proteina isolada pelo processo de variagdo de pH.
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5.1.2.2. Determinacdo da capacidade de retencdo de agua (CRA)

Na Figura 6 podemos observar a capacidade de retencdo de dgua da PR obtida

em diferentes pHs.

Figura 6 — Capacidade de retencdo de agua da PR em fun¢éo do pH
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Ocorre uma menor CRA proximo ao ponto isoelétrico da proteina, devido a
interacdes intermoleculares que diminuem a capacidade da proteina em se ligar com a
agua. Em pHs acima de 5,0, as moléculas de &gua combinam-se com o0s grupos polares
das proteinas ocasionando um aumento da CRA (KELLEHER; HULTIN, 1999). Este
fato foi verificado neste trabalho onde se observou que a CRA teve um menor aumento
proximo ao ponto isoelétrico e no pH acima de 5,0 ocorreu um maior aumento, sendo

que o maior valor da CRA foi no pH 11,0 (21,9 mL de agua / g de proteina).

FONTANA et al. (2009), obtiveram em pH 11,0, os valores maximos de 21,9 e
22,9 mL de &gua / g proteina em concentrados proteicos de corvina obtidos pelo
processo de solubilizacdo acida e alcalina, respectivamente, resultados semelhantes aos

obtidos neste estudo.
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5.1.2.3. Determinacéo da capacidade de retencéo de 6leo (CRO)

De acordo com FONTANA et al. (2009), a retencdo de 6leo varia em funcéo do
namero de grupo hidrofobicos expostos das proteinas e provavelmente, as cadeias nao
polares das proteinas possuem afinidade com as cadeias hidrofébicas da molécula de
6leo, contribuindo para absor¢do do 6leo. Tal fato pode ter ocorrido neste estudo, onde

os valores encontrados para a CRO foram de 3,17 £ 0,11 (mL 6leo / g proteina).

FREITAS et al. (2011), encontraram valores superiores a este estudo ao
avaliarem a CRO em isolado proteico obtido de residuos de anchoita (Engraulis
anchoita) pelo processo de solubilizacdo alcalina, obtendo um valor de 7,27 mL de éleo

/ g de proteina.

Em proteinas isoladas de subprodutos do Badejo do Alaska (Theragra
chalcogramma), SATHIVEL; BECHTEL (2006) obtiveram 3,5 mL de 6leo / g de
proteina, resultado semelhante a este trabalho.

5.1.3. Eletroforese

O perfil eletroforético obtido para PR esta demonstrado na Figura 7.

Figura 7 — Perfil eletroforético
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Onde: (1) proteinas presentes no padrdo e (2 e 3) proteinas presentes nas amostras da
PR.
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Podemos verificam que nas amostras (2 e 3) da proteina recuperada o perfil

eletroforético foi semelhante.

Na PR foram observados perfis eletroforéticos tipicos das proteinas
miofibrilares, com o aparecimento de cadeias de maior massa molecular de miosina
(220 kDa) e actina (50 kDa). Também foram observadas outras fragdes com massa
molecular entre 20 e 50 kDa, sugerindo ser cadeias de troponina I, C e T; cadeias leves

de miosina, bem como a e § tropomiosina.

Em proteinas recuperadas de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus),
MONTERREY-QUINTERO ; SOBRAL (2000) e TONGNUANCHAN et al. (2011), na
avaliacdo do perfil eletroforético também encontraram cadeias pesadas de miosina,

actina e troponina como dominantes, resultado semelhante ao obtido neste trabalho.

Em proteinas miofibrilares isoladas do musculo de corvina e de isolados
proteicos de subprodutos da corvina também foi observado, no perfil eletroforético,
bandas de menor massa molecular entre 20 e 50 KDa e bandas proximas a 220 kDa.
Estes valores indicam segundo Zavareze (2012), a presenca de proteinas miofibrilares e
comprovam a remocao das proteinas sarcoplasmaticas durante o método de isolamento

das proteinas, pois estas proteinas apresentam bandas abaixo de 20 kDa.

5.2. Obtencao e Caracterizacédo do filme

5.2.1. Planejamento experimental

Os resultados referentes ao planejamento experimental no qual se avaliou como
respostas: opacidade, solubilidade, resisténcia a tracdo, elongacdo e permeabilidade ao

vapor de agua dos filmes estdo demonstrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores obtidos pelos filmes de proteina de corvina, correspondente a cada experimento, em relacdo as variaveis dependentes

analisadas.
Experimentos O* (%) S* (%) PVA* (g.mm/(kPa. RT* (MPa) E* (%)
1 18,81+0,16" 28,89+0,56° 9,73+0,06" 3,90+0,05' 18,98+0,12"
2 17,03+0,40" 29,35+0,86° 8,57+0,03° 14,61+0,10° 4,19+0,05¢
3 18,40+0,18°" 27,57+0,83™ 10,53+0,06° 3,31+0,10™ 12,98+0,10'
4 20,48+0,16° 26,63+0,92"" 6,29+0,04' 5,96+0,20' 54,80+0,04°
5 18,86+0,32°" 28,0620,50°%" 8,98+0,10° 4,51+0,08" 5,77+0,02°
6 23,33+0,70° 28,92+0,81° 8,63+0,06° 12,31+0,12¢ 9,88+0,03™
7 18,76+0,18°" 32,05+0,70° 9,23+0,07° 5,35+0,07 34,82+0,03¢
8 20,99+0,16% 33,54+0,31° 8,31+0,03' 14,63+0,07° 12,09+0,13%
9 18,74+0,16° 25,57+0,30" 5,87 +0,03" 6,81+0,28° 54,08+0,10"
10 17,88+0,30°%"" 27,36+0,83%" 6,10+0,14" 10,44+0,05° 8,61+0,07°
11 17,81+0,42%" 27,58+0,25°" 6,91+0,03¢ 2,08+0,12" 22,00+0,08"
12 17,73+0,33%" 26,46+0,10%" 6,52+0,07" 13,95+0,12" 11,01+0,16'
13 22,47+0,15% 28,12+0,15% 5,80+0,05¢ 6,48+0,03" 56,30+0,05"
14 21,82+0,15™ 27,860,32%" 8,45+0,03° 12,96+0,07° 9,14+0,08"
15 18,90+0,27° 32,55+0,21° 8,08+0,11¢ 2,33+0,07" 8,64+0,08°
16 22,44+0,08% 28,93+0,25"% 5,35+0,07' 7,54+0,06" 62,39+0,05°
17 20,98+0,89% 29,74+0,12" 5,92+0,05% 3,72+0,07' 70,74+0,21°
18 20,46+0,17¢ 29,61+0,25" 5,88+0,08* 3,66+0,08' 70,71+0,06"
19 20,91+0,07% 29,63+0,12" 5,93+0,04% 3,70+0,02' 70,69+0,04°
20 20,67+0,13¢ 29,82+0,23" 5,90+0,04% 3,81+0,04' 70,64+0,14°
Branco 14,99+0,18' 22,32+0,77' 3,51+0,03™ 5,04+0,08’ 85,80+0,22°

*Média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Onde: O= Opacidade; S= solubilidade; PVA= Permeabilidade ao Vapor de Agua; RT= Resisténcia a Tracio e
E= Elongacgéo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Neste estudo a opacidade dos filmes proteicos variou de 14,99% a 23,33%

conforme demonstrado na Tabela 4.

Os filmes opacos dificultam a transmissdao de luz, o que pode ser uma
caracteristica desejada, quando a luz é um fator de deterioracdo do produto embalado.
No entanto, a transparéncia é uma caracteristica importante em algumas aplicacoes,
como em embalagens de alimentos (FURTADO, 2013). Neste estudo observou-se uma
maior opacidade nos filmes proteicos incorporados com dleos essenciais em relacdo aos

filmes sem Gleos essenciais, provavelmente pela coloracdo caracteristica dos dleos.

Rocha (2012), ao avaliar a opacidade em filmes proteicos de anchoita obteve
valores entre 13 e 18,1% enquanto ZAVAREZE et al. (2012), em filmes a base de
proteinas miofibrilares de pescado obtiveram valores de opacidade que variaram de 12 a

13,5%, valores inferiores ao encontrado neste estudo.

A solubilidade obtida variou de 22,32% a 33,54%, de acordo com a Tabela 4,

ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos experimentos.

A solubilidade dos filmes a base de proteinas miofibrilares de tilapia-do-nilo foi
verificada por MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL (2000), obtendo valores
inferiores a este trabalho, que variaram de 12,3 a 19,5%, sendo este menor valor

atribuido a utilizacéo de frac6es proteicas de alto peso molecular.

A solubilidade em filmes proteicos de anchoita adicionados de diferentes
agentes antimicrobianos variou de 27,7 a 65,3% conforme Rocha (2012), sendo estes

valores superiores ao encontrado neste trabalho.

GOMEZ-ESTACA et al. (2010), ao avaliarem filmes de gelatina adicionados de
Oleo essencial de cravo, observaram um aumento na solubilidade e atribuiram este
aumento as interacGes entre a proteina e polifendis que enfraquecem a estabilidade da
rede proteica, 0 que também pode ter ocorrido neste trabalho quando incorporado 0s

6leos essenciais ao filme.

Os valores encontrados para a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
proteicos variaram de 3,51a 10,53 g.mm /kPa.dia.m2, ocorrendo diferenca significativa

entre os valores dos experimentos.
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Conforme Di PIERRO et al. (2006), a permeabilidade ao vapor de &gua dos
filmes aumenta com o incremento da quantidade de proteina, estando diretamente
relacionada com o nimero de grupos polares (grupos laterais dos aminoacidos polares)
disponiveis nas cadeias proteicas (-OH, -COOH e —NH,), o que foi verificado neste
trabalho ao aumentar a quantidade de proteina de 3,0 para 4,0 g na formulacdo dos

filmes proteicos.

Em filmes de proteinas soluveis de surimi de pescado BOURTOOM et al.
(2006), obtiveram para permeabilidade ao vapor de agua, valores superiores ao deste
trabalho, que variaram de 30,41 para 79,96 g.mm / kPa.dia.m? e consideraram este valor

elevado a mudancas na estrutura da rede proteica.

Resultados diferentes a este estudo foi verificado em filmes de quitosana
incorporados com Oleo essencial de Melaleuca arternifolia (arvore do cha) e
incorporados com 6leo de orégano, onde ocorreu uma reducdo da permeabilidade do
vapor de 4gua, atribuindo este fato ao aumento da fragdo hidrofobica na formagéo do
filme (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010; ZIVANOVIC et al., 2005).

Para que sejam utilizados em embalagens os filmes devem possuir propriedades
mecanicas de resisténcia que garantam sua integridade. A resisténcia a tragdo € a tensao
méaxima que o filme pode ser submetido e a elongacdo é a capacidade do filme em
esticar (KHALIL et al., 2013). Os valores de resisténcia a tragdo na Tabela 4, variaram
entre 2,08 MPa e 14,63 MPa, ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos
experimentos. Com relacdo a elongacdo os valores da Tabela 4 variaram de 4,19 % a

85,8%, ocorrendo diferenca significativa entre os valores dos experimentos.

Em filmes incorporados com gelatina da pele de lula gigante (Sepia pharaonis)
HOQUE et al. (2010), encontraram valores variando de 4,99 a 9,66 MPa para
resisténcia a tracdo e de 15,56 a 51,89% para elongacdo, sendo estas faixas de valores

inferiores as encontradas neste trabalho.

Halal (2012), em filmes de isolado proteico de corvina e 6leo de palma,
encontrou valores inferiores para resisténcia a tracdo e superiores para elongacdo em
relacio aos obtidos neste estudo, sendo que este mesmo autor cita que a

homogeneizacdo da solucdo filmogénica é importante, pois a distribuicdo homogénea na
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matriz polimérica esta diretamente ligada a resisténcia a tracdo e ao percentual de

elongacdo, formando filmes mais estaveis.

Segundo DEBEAUFORT; VOILLEY (1997), um filme com estrutura
heterogénea apresenta descontinuidades na rede o que aumenta a fragilidade do filme,
devido a pontos preferenciais de quebra, diminuindo a resisténcia a tracdo, fato que
pode ter ocorrido neste trabalho devido aos baixos valores de resisténcia a tracéo

encontrados.

De acordo com GALIETTA et al. (1998), as mudancas na propriedade de
elongacdo caracterizam modificacbes na organizacdo tridimensional, decrescendo a
densidade e reversibilidade das interacGes intermoleculares ocorridas na rede proteica
formadora do filme, com o aumento do volume vazio e da mobilidade da cadeia. Tal
fato pode ter ocorrido neste estudo, onde ocorreu uma diminuicdo da elongacdo nos
filmes nanocompdsitos de proteinas incorporados com 0Oleos essenciais em relacdo ao

filme proteico controle sem dleos essenciais.

Apos analisados os resultados da Tabela 4, foram selecionados os filmes
proteicos levando-se em consideracdo 0s que continham Gleos essenciais na sua
composicdo e, devido a grande variacdo ocorrida entre as caracteristicas analisadas,
selecionaram-se 0s que apresentaram o0s melhores valores em relacdo a elongacéo.
Foram selecionados os filmes correspondentes aos experimentos: 4, 9, 13, 16, 18 e

branco conforme demonstrado na Tabela 5 e Figura 8.

Tabela 5 — Experimentos selecionados correspondentes aos filmes de proteina de
corvina com melhores caracteristicas.

Experimentos PR (9) G (9) MMT (g) OEO (mL) OEC (mL)
4 4,0 1,35 0,4 0 1,0
9 3,0 0,75 0,4 1,0 0
13 3,0 0,75 0,6 1,0 1,0
16 4,0 1,35 0,6 1,0 1,0
18 3,5 1,05 0,5 0,5 0,5
Branco 3,5 1,05 0 0 0

Onde: PR= proteina recuperada; G= glicerol; MMT= montmorilonita; OEO= dleo
essencial de orégano e OEC= 6leo essencial de cravo
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Figura 8 - Filmes nanocompdsitos de proteinas de corvina selecionados
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Onde: 4 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEC); 9 (3,0 g de PR,
0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEO); 13 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de
MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT,
1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 18 (3,5 g de PR, 1,05 g de G, 0,5 g de MMT, 0,5
mL de OEO e 0,5 mL de OEC); Branco (3,5 g de PR e 1,05 g de G).

5.3. Verificagdo da atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com 06leos

essenciais

As Figuras 9, 10 e 11 demonstram as placas, inoculadas com os microrganismos
utilizados para verificacdo da atividade antimicrobiana que foram: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis. Nestas placas foram adicionados 0s

discos dos filmes selecionados.

Figura 9 - Placas inoculadas com Escherichia coli, contendo discos dos filmes

Branco

Onde: Branco (3,5gde PRe 1,05gde G); 4 (4,0gde PR, 1,35gde G, 0,4 gde MMT e
1,0 mL de OEC); 9 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEO); 13
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 16 (4,0 g
de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 18 (3,5 g de
PR, 1,05 g de G, 0,59 de MMT, 0,5 mL de OEO e 0,5 mL de OEC).
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Figura 10 - Placas inoculadas com Staphylococcus aureus, contendo discos dos filmes

Onde: Branco (3,5gdePRe 1,05gde G); 4 (40gde PR, 1,359 de G, 0,4 g de MMT e
1,0 mL de OEC); 9 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEO); 13
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 16 (4,0 g
de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 18 (3,5 g de
PR, 1,059 de G, 0,5 g de MMT, 0,5 mL de OEO e 0,5 mL de OEC).

Figura 11 - Placas inoculadas com Salmonella Enteritidis, contendo discos dos filmes

o g

Onde: Branco (3,5gde PRe 1,05gde G); 4 (40gde PR, 1,35gde G, 0,4 g de MMT e
1,0 mL de OEC); 9 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEO); 13
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 16 (4,0 ¢
de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC); 18 (3,5 g de
PR, 1,05 g de G, 0,5 g de MMT, 0,5 mL de OEO e 0,5 mL de OEC).

Na Tabela 6, estdo demonstrados os valores do didmetro total do halo de inibicao
formado pelos filmes proteicos verificados a partir das placas representadas pelas

Figuras 9, 10 e 11, para cada microrganismo avaliado.
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Tabela 6 - Valores obtidos pelos filmes proteicos em relacéo a verificacdo da atividade

antimicrobiana através da formacao de halo de inibicéo

Diametro total do halo de inibi¢cdo (mm)*

Experimento Staphylococcus

Escherichia coli Salmonella Enteritidis

aureus
Branco 0° 0° 0
4 0° 0° o
9 28,85 + 0,04” 29,48 + 0,09% 24,00 + 0,40°
13 29,67 + 0,58 28,87 + 0,60 23,58 + 0,65
16 29,20 + 0,42%° 29,76 + 0,38 23,00+ 0,82
18 0° 0° o

*Média de 3 repeticdes + desvio padréo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Sendo: Branco (3,5 g de PR ¢ 1,05 g de
G); 4 (4,0gdePR, 1,35gde G, 0,04 gde MMT); 9 (3,0gdePR, 0,75gde G, 0,4 gde
MMT e 1,0 mL de OEO); 13 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO
e 1,0 mL de OEC); 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0
mL de OEC); 18 (3,5 g de PR, 1,05 g de G, 0,5 g de MMT, 0,5 mL de OEO e 0,5 mL de
OEC).

Conforme demonstrado através das Figuras 9, 10 e 11 e pelos valores da Tabela
6, 0s experimentos: Branco, 4 e 18 , ndao formaram halo de inibicdo em relacdo aos
microrganismos avaliados. Por outro lado, os experimentos 9, 13 e 16 formaram halo de

inibicdo, indicando atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos.

Dos experimentos que apresentaram atividade antimicrobiana, o didmetro do
halo de inibicdo formado em relacdo a Escherichia coli foi maior nos experimentos 13 e

16, porém ndo houve diferenca significativa entre estes experimentos.

Para o Staphylococcus aureus o diametro do halo de inibicdo foi maior nos
experimentos 9 e 16, sendo que ndo houve diferenca significativa entre estes

experimentos.



48

O didmetro do halo de inibicdo para Salmonella Enteritidis ndo apresentou

diferenca significativa entre os experimentos 9, 13 e 16.

O experimento branco ndo continha éleo essencial na sua formulacdo, enquanto
no experimento 4 continha 1 mL de 6leo essencial de cravo e o experimento 18 continha
0,5 mL de 6leo essencial de cravo e 0,5 mL de 6leo essencial de orégano. Neste caso
podemos dizer que os filmes proteicos nanocompositos com 6leos essenciais de cravo e
orégano nestas concentracfes ndo apresentaram atividade antimicrobiana em relacdo

aos microrganismos avaliados.

No presente trabalho todos os filmes com atividade antimicrobiana, continham 1
mL de 6leo essencial de orégano em sua composi¢cdo. Podemos dizer que o filme que
continha apenas 1 mL de oleo de orégano apresentou resultados semelhantes aos que
continham 1mL de 6leo essencial de orégano mais 1 mL de Oleo essencial de cravo, 0
que indica que o 0Oleo essencial de cravo nas concentracdes testadas ndo interferiu nos

resultados.

Segundo Burt (2004), os 6leos essenciais mais eficazes em ordem de sequéncia
para diminuicdo das atividades antimicrobianas sdo: orégano > cravo > coentro >

tomilho > horteld > alecrim > mostarda > coentro.

SANTOS et al. (2011), obtiveram resultados semelhantes a este trabalho onde as
concentragdes inibitérias minimas variaram entre 0,25% a 1% para 0s 0leos de cravo e
orégano em estudo realizado para verificar a atividade antimicrobiana de varios 6leos
essenciais. Sendo que os diametros de inibicdo foram menores para o 6leo de cravo
quando comparado com o de orégano para cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia

coli e Salmonella spp.

Ao utilizarem 6leos essenciais de orégano, geranio, cravo e pimenta, frente a 25
espécies de microrganismos, DORMANS; DEANS (2000) verificaram que o 6leo de
orégano apresentou uma zona de inibicdo de 18,9 mm e 29,5 mm sobre cepas de
Staphylococcus aureus e sobre as cepas de Escherichia coli, respectivamente, inibicdo
esta que também ocorreu neste estudo, enquanto que o 6leo de cravo apresentou 14,5 e

11,7mm de inibicdo para as mesmas cepas, 0 que ndo ocorreu no nosso trabalho.
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DOBRE et al. (2011), ao estudarem varios 6leos essenciais obtiveram para 6leo
de orégano e cravo resultados semelhantes ao deste trabalho, onde observaram que ndo
ocorreu inibicdo pelo 6leo de cravo e o 6leo de orégano apresentou formacdo de halos
de inibig&o para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis com
didmetros de 26,3, 27 e 43 mm respectivamente.

PELISSARI et al. (2009), investigaram a atividade antimicrobiana de filmes a
base de amido incorporados com 6leo essencial de orégano e verificaram uma efetiva
inibicdo no crescimento de Escherichia coli O157: H7, Bacillus cereus, e Salmonella
Enteritidis no ensaio de difusdo em disco.

Conforme citado por DU et al. (2011), estudos recentes tém mostrado que o0s
Oleos essencias de orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), canela
(Cinnamon Casia), capim-limdo (Cymbopogon citratus) e cravo (Eugenia caryphyllata)
estdo entre 0s mais ativos contra as cepas de Escherichia coli , o que foi confirmado

neste estudo em relagéo a atividade antimicrobiana do 0leo essencial de orégano.

Em outro estudo, FRIEDMAN et al. (2004a, 2004b), verificaram que o 0leo
essencial de orégano foi eficaz contra Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella

Enteritidis, e Staphylococcus aureus, semelhante ao encontrado neste trabalho.

Hoffmann (1999), apds testar Oleo de cravo concluiu que este Oleo, na
concentracdo de 10,0%, inibiu completamente o crescimento de vinte e um
microorganismos testados, dentre eles Staphylococccus aureus, B. cereus e Salmonella
Enteriditis. Isto reforca o que ocorreu neste estudo onde ndo ocorreu a inibicdo
microbiana, provavelmente pela concentracdo de 6leo essencial de cravo utilizada ser de

apenas 1,0%.

5.4. Aplicacdo da solucdo filmogénica como revestimento em camardes

Utilizou-se nesta etapa as solucBes filmogénicas referentes aos filmes
nanocompositos de proteina de corvina obtidos pelos experimentos 9 (3,0 g de PR, 0,75
gde G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEO); 13 (3,0 g de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT,
1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0

mL de OEO e 1,0 mL de OEC) que apresentaram a melhor avaliacdo em relacdo a
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atividade antimicrobiana. Também foi realizado em paralelo, um tratamento controle

sem solucéo filmogénica.

5.4.1. Andlises fisico-quimicas

5.4.1.1. Perda de massa

Os resultados referentes as andlises de perda de massa dos camarfes com e sem

revestimento no decorrer do tempo analisado estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de perda de massa das amostras de camardes armazenadas a 4+1 °C

por 10 dias, utilizando tratamentos sem e com diferentes revestimentos.

) Perda de Massa (%)*
Tempo (dias)

TC T9 T13 T16
0 OaF OaF OaF OaF
2 541 +0,22° 450+ 0,30 4,16 + 0,12 4,40 + 0,35
4 7,78 +0,22°°  7.35+0,36°° 7,49 + 0,28%° 6,38 + 0,24°°
6 11,27 +0,29°° 10,85+ 0,52°° 11,56 + 0,60°° 8,44 + 0,61
8 14,87 +0,86®® 13,77 +0,95°® 13,87 +0,15®® 11,40 +0,95"®
10 18,94 + 0,92** 16,65+ 0,60 16,73 +0,70° 14,92 + 0,61°"

*Média de 3 repeticdes + desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 gde MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).

De acordo com os valores expressos na Tabela 7, verificamos um aumento na
perda de massa dos camardes durante o periodo de armazenamento em todos 0s
tratamentos, sendo esta perda significativa no decorrer dos 10 dias para todos 0s

tratamentos com e sem revestimento. No décimo dia de armazenamento ndo houve
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diferenca significativa entre a perda de massa dos tratamentos com revestimentos T9,
T13 e T16, sendo que o0 T16 apresentou a menor perda de massa 14,92%. Por outro lado
0 TC sem revestimento diferiu significativamente dos demais tratamentos, apresentando

a maior perda de massa (18,94%).

Conforme citado por Cortez-Vega (2011), a reducdo da perda de massa é devida
a presenca do revestimento, que atua como agente sacrificante, ou seja, a desidratacao
do revestimento ocorre antes que a do produto revestido, o que pode ter corrido neste
trabalho. Além disso, a menor perda de massa verificada pode ser conferida a menor
permeabilidade ao vapor de agua com a adi¢do dos 6leos essenciais que agiram como

barreira.

PIZATO et al. (2013), ao estudarem o efeito de revestimentos com diferentes
polissacarideos em péssegos minimamente processados e armazenados refrigerados por
12 dias, verificaram um aumento da perda de massa no decorrer dos dias, obtendo no
final 7,6% para a menor perda de massa nos péssegos revestidos contra 34,1% para 0s
sem revestimento, sendo que adi¢do do revestimento provocou o mesmo efeito na perda

de massa encontrado neste trabalho.

Em outro estudo que utilizou revestimentos com 1% de quitosana na sua
formulacdo, em macds minimamente processadas e armazenadas por 8 dias sob
refrigeracdo, também os resultados foram semelhantes a este estudo, ocorrendo uma
diminuicdo da perda de massa das macas revestidas (15%) durante o periodo de

armazenamento em relacdo as macas que nao foram revestidas (19%) (QI et al., 2011).

HERNANDEZ-MUNOZ et al. (2008), observaram entre 14,2 e 19,6% de perda
de massa de morangos revestidos com quitosana, armazenados a 10°C por 7 dias. Por
outro lado, BORGES et al. (2013) utilizando coberturas com dleo essencial de salvia no
revestimento de morangos obtiveram uma reducdo na perda de massa no tempo final
com valores de 10,61 e 4,98% para morangos sem revestimento e revestidos
respectivamente, o que concorda com o que foi verificado neste trabalho em relacéo a
diminuicdo da perda de massa dos camardes ao incorporar Oleos essenciais no

revestimento.
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5.4.1.2. Cor

Os resultados referentes as analises de cor nos camardes com e sem revestimento

no decorrer do tempo analisado podem ser observados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores dos parametros utilizados para analise de cor das amostras de

camardes, sem e com diferentes revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 10 dias.

Parfimetras Tempo Tratamentos
(dias) TC T9 T13 T16
0 5296+0,30” 5148+0,30™ 51,22+0,31™ 51,00+0,17"
2 52,74+0,07* 51,25+0,09™ 50,90+0,17*" 50,81+ 0,12
4  5042+0,19"® 5101+0,08" 50,82+0,13* 50,75+ 0,10*°
L* 6 49,77 +0,10 50,18 +0,03®® 50,67 +0,07** 50,40 + 0,08
8  46,62+0,08° 48,47+0,16"  49,91+0,05° 50,01+ 0,08°P
10  45,63+0,22°° 47,36 +0,34"° 49,40 +0,41®°® 49,70 + 0,38%"
0 -1,01+£008"”" 1,04+0,07"  1,14+0,06” 1,11%0,12*"
2 -1,31+0,08" 0,99+0,01*  1,04+0,06*® 0,99 +0,05*
4  -160£007"° 092+004*  1,00+0,03*® 097+0,01*
Chromaa* 6  -2,85+0,06 040+0,11*®  054+0,06° 0,56 +0,01%°
8 -383+011% -0,35+0,12°° -0,14+0,02*° -0,12 +0,01*
10  -415+0,15% -1,23+0,12°°  -0,64 +£0,03** -0,68 +0,01°°
0  14,00£017% 13,95+0,16* 14,01+0,36* 13,92 +0,23*
2 13,09+0,11"™ 1369+0,13** 13,74+0,33* 13,66 +0,25""
4  1156+0,07*° 11,84+0,07® 11,89+0,32*® 11,77 +0,08*®
Chroma b* 6 9,12 +0,16°® 11,03+0,15*° 11,20 £0,20°®® 10,98 + 0,03*°
8 6,71+0,17°  943+0,10°®°  9,93+0,11*° 9,87 +0,06%°
10 459+022"  867+002*¢  884+0,10° 877+0,13*

*Média de 3 repeticdes *+ desvio padrao . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 gde MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).
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A luminosidade avaliada diminuiu durante o periodo de armazenagem em todos
os tratamentos (Tabela 8). O TC foi o que obteve o maior percentual (13,84%) em
relacdo aos tratamentos que receberam a cobertura. O tratamento T16 apresentou o
menor percentual no décimo dia de armazenamento (2,54%), demonstrando que a
utilizagdo do revestimento diminuiu consideravelmente o escurecimento dos camardes,

0 que pode ser atribuida a acdo antioxidante dos 6leos essenciais.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre o tratamento
T13 e 0 T16 em quase todo o periodo de armazenamento, exceto no sexto dia, 0 que
demonstra um comportamento semelhante para a variagdo da luminosidade entre estes

tratamentos.

Segundo Cortez-Vega (2011), a estabilidade da luminosidade ¢ atribuida a ndo
ocorréncia de reacgdes bioquimicas consequentes do contato com enzimas ou diferencas
atribuidas a temperatura, fato que néo foi verificado neste trabalho devido a diminuicéo

dos valores de luminosidade.

Conforme Freitas (2010), o revestimento age como barreira a presenca do
oxigénio, que é necessario para as reacOes de escurecimento, fato que pode ser
observado neste estudo, pois todos os tratamentos que receberam revestimento

apresentaram uma menor reducéo da luminosidade.

Em files bovinos revestidos com biofilmes compostos por gelatina e refrigerados
por 4 dias, avaliados por CARDOSO et al. (2011), o valor de L* permaneceu
praticamente constante no decorrer do periodo analisado, 0 que ndo aconteceu neste
trabalho.

Em estudo realizado por COSTA et al. (2012), os valores de luminosidade
também diminuiram em tomates refrigerados revestidos com coberturas compostas por

quitosana e argila , significando que ocorreu escurecimento dos frutos.

A utilizacdo de biofilme de gelatina e cloreto de calcio na coloracdo de quiabo
armazenado refrigerado, foi avaliada por OLIVEIRA et al. (2012), quel observaram um
decréscimo no valor da luminosidade no decorrer do tempo, ocorrendo 0 mesmo com 0S

resultados obtidos neste estudo.
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OLIVEIRA et al. (2013), utilizaram Gleos essenciais de cravo (Syzygium
aromaticum) e de capim-limdo (Cymbopogon citratus) em carne bovina moida
refrigerada onde verificaram que nas amostras contendo os Oleos essenciais a
luminosidade diminuiu menos do que na amostra controle, sem 6leos, concordando com

os valores obtidos no presente trabalho.

Através da Tabela 8, podemos observar que os resultados referentes ao Chroma
a* diminuiram durante o periodo de armazenagem em todos os tratamentos, com ou
sem cobertura. Neste contexto, o TC foi 0 que obteve a maior queda de Chroma a* entre
todos os tratamentos e 0 T16 apresentou a menor diminui¢cdo de Chroma a* no decorrer
do tempo. N&@o houve diferenca significativa entre 0 T13 e 0 T16 em todo o periodo de
armazenamento. Todos os tratamentos ficaram na faixa da neutralidade, ja que os

valores ficaram no entorno de zero.

Souza (2012), também obteve resultados semelhantes ao avaliar massas
alimenticias intercaladas com filmes biodegradaveis de 0% e 1% de sorbato de potassio,
0S quais apresentaram aumento significativo do parametro a*, onde todos os
tratamentos apresentaram valores de a* negativos, proximos de zero, ou seja, da

neutralidade.

CARDOSO et al. (2011), obtiveram em files bovinos revestidos com biofilmes
compostos por gelatina e refrigerados por 4 dias, uma diminuicdo do valor de Chroma
a* no decorrer do periodo analisado, concordando com o que foi verificado neste

trabalho quando utilizado revestimento.

GEORGANTELIS et al. (2007), avaliaram a estabilidade da cor durante o
armazenamento de hamburgueres de carne bovina congelados em relacdo ao efeito da
adicdo diferentes solucdes contendo extrato de alecrim, quitosana e tocoferol, sendo que
os valores do Chroma a* diminuiram no decorrer do tempo, sendo que os hamburgueres
que continham o extrato de alecrim e quitosana foram os que obtiveram a menor

diminuicdo, o que ocorreu neste estudo com adicdo de 6leos essenciais.

Oleos essenciais de cravo (Syzygium aromaticum) e de capim-limio
(Cymbopogon citratus) foram utilizados em carne bovina moida refrigerada ocorrendo
também uma menor diminuicdo no valor do Chroma a* nas amostras que continham

Oleos essenciais em relagdo a amostra controle, sem 6leos (OLIVEIRA et al., 2013).



55

Em relagdo ao Chroma b* os resultados da Tabela 8 indicam uma diminuigéo
durante o periodo de armazenagem em todos 0s tratamentos, com ou sem cobertura. No
TC foi onde ocorreu a maior queda do Chroma b* (67%) entre todos os tratamentos e 0s
T9, T13 e T16 apresentaram praticamente a mesma diminuicéo de Chroma b* (37,00%)
no decorrer do tempo. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos T9, T13 e
T16 em todo o periodo de armazenamento, o que demonstra 0 comportamento
semelhante entre os tratamentos. Os resultados indicam que houve um aumento na

intensidade da coloracdo em direcdo a cor azul.

CARDOSO et al. (2011), verificaram que o valor de b* diminui apds o decorrer
do periodo analisado em files bovinos revestidos com biofilmes compostos por gelatina
e refrigerados por 4 dias , o que também ocorreu neste trabalho quando os camardes

foram revestidos.

Os resultados do Chroma b* também diminuiram durante o armazenamento de
hambdrgueres de carne bovina congelados, adicionados de diferentes solugdes contendo
extrato de alecrim, quitosana e tocoferol, sendo que os hamburgueres que continham o
extrato de alecrim e a quitosana foram os que obtiveram a menor diminuicao
(GEORGANTELIS et al., 2007).

OLIVEIRA et al. (2013), utilizaram OGleos essenciais de cravo (Syzygium
aromaticum) e de capim-limdo (Cymbopogon citratus) em carne bovina moida
refrigerada e verificaram que nas amostras contendo os 0leos essenciais 0 Chroma b*
diminuiu menos do que na amostra controle durante o periodo analisado, concordando

com os resultados deste trabalho.

Conforme citado por Cortez-Vega (2011), uma diminuicdo dos valores de
Chroma a* e Chroma b* podem indicar um escurecimento oxidativo, fato este que pode

ter ocorrido neste estudo.

5.4.1.3. Firmeza

A variacdo da firmeza dos camarfes, sem e com revestimentos, em funcdo dos

dias de armazenamento pode ser observada na Tabela 9.



Tabela 9 - Valores de firmeza das amostras de camarfes sem e

revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 10 dias.
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com diferentes

Tempo (dias)

Firmeza (N) *

TC T9 T13 T16
0 57,13 +0,36"* 58,93+0,33*" 58,15+0,32™* 57,93 +0,65""
2 49,27 +0,47°®  52,46+0,26°® 53,00+0,21*® 52,81 +0,45%
4 42,74 +0,19°° 4857 +0,26° 4827 +0,39° 48,18 + 0,20*
6 38,34+ 0,35 4521 +0,37°° 46,39 +0,15°° 47,15+ 0,26*
8 36,58 + 0,06 41,06 +0,30" 43,11 +0,64* 42,93 +0,37®
10 34,61 +0,27F  38,66+0,24" 40,81 +0,12* 40,49 + 0,56*

*Média de 3 repeticdes + desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).

Pela Tabela 9 verificamos que com o decorrer do tempo de armazenamento a
firmeza das amostras de camardes refrigerados diminuiu e apresentou diferenca
significativa para todos os tratamentos. O TC apresentou a maior perda de firmeza ao
final de 10 dias com 39,41%, enquanto a menor perda de firmeza foi observada para os
tratamentos T13 e T16, entorno de 30,00%. N&o houve diferenca significativa entre os
valores de firmeza do T13 e T16 com a variagdo do tempo, indicando um

comportamento semelhante destes tratamentos.

MEDEIROS et al. (2011), estudaram a firmeza da polpa de manga armazenada
com sachés contendo 6leo essencial de orégano e verificaram que a polpa sem os sachés
teve uma maior perda de firmeza em relacdo a polpa armazenada com sachés contendo
6leo essencial de orégano, concordando com os resultados deste trabalho ao utilizar

revestimentos incorporados com 6leos essenciais.
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Revestimentos compostos por quitosana e argila foram aplicados em tomates
refrigerados pelo método dipping por COSTA et al. (2012), sendo que os valores de

firmeza também diminuiram durante o periodo de armazenamento.

PIZATO et al. (2013), observaram um pequeno aumento na firmeza durante o
periodo de 12 dias em péssegos minimamente processados com diferentes
revestimentos de polissacarideos e citaram que este aumento pode estar diretamente
relacionado a perda de massa dos péssegos por evaporagdo ou exsudacao que promove a
secagem dos tecidos superficiais, discordando com o que foi observado neste trabalho

onde ocorreu uma diminuicdo da firmeza.
5.4.1.4. pH

Os valores de pH dos camardes, sem e com revestimentos, no decorrer do tempo

estdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de pH das amostras de camardes, sem e com diferentes

revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 10 dias

. pH*
Tempo (dias)
TC T9 T13 T16
0 6,41+ 0,10 6,41 +0,10% 6,41 + 0,10% 6,41 + 0,10%
2 6,60 + 0,02 6,55+ 0,03*° 6,51+ 0,03 6,48 +0,03°°
4 6,87 +0,03°° 6,64 +0,01°° 6,58 +0,02°° 6,52 +0,01%P
6 7,33+0,01%° 6,87 +0,01° 6,64 + 0,01 6,57 +0,01%
8 7,89 +0,01*®  7,10+0,01™ 6,96 + 0,02 6,75 + 0,02%8
10 10,44 + 0,01** 8,87 + 0,04 745+ 0,02 6,81 +0,02%

*Média de 3 repeticdes * desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).
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Podemos observar pela Tabela 10, um aumento nos valores de pH dos camardes
com o decorrer do periodo de armazenamento, apresentando diferenca significativa
entre os tratamentos a partir do segundo dia. Foi verificada uma menor variagdo do pH
nos camardes que receberam revestimento do que no controle (TC) o qual apresentou o
maior valor de pH (10,44) ao final dos 10 dias de armazenamento. O T16 apresentou o
menor resultado de todos os tratamentos, 6,81, ao final do periodo de andlise,

diferenciando-se significativamente dos demais tratamentos.

O pescado é considerado adequado para o consumo de acordo com o
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), quando o pH da carne é inferior a 6,8 (BRASIL, 1952). Neste contexto, 0
TC no quarto dia de tratamento ultrapassou o limite do valor de pH considerado
aceitavel para o consumo humano, enquanto no T9 o limite foi atingido no sexto dia,
no T13 no oitavo dia e, 0 T16 apresentou o melhor resultado pois o limite foi atingido

apenas no decimo dia.

Segundo SEABRA et al. (2011), a elevagdo no valor do pH pode ser atribuida a
elevacdo de compostos alcalinos como amdnia, a partir de bactéria ou ainda, pelo
aumento das N-BVT resultante da decomposicdo de compostos nitrogenados por
enzimaticas enddgenas e/ou microrganismos, o que foi verificado neste trabalho com o
aumento da N-BVT.

De acordo com Vieira (2004), a medida do pH ndo deve ser utilizada
individualmente como indice de frescor, pois pode induzir a falsa avaliacdo. No entanto,
seus valores geralmente acompanham, paralelamente, analises quimicas,
microbioldgicas e sensoriais, concordando com o que foi realizado neste estudo através

de andlises quimicas e microbioldgicas nos camardes.

A avaliacdo do pH foi realizada por IMRAN et al. (2013), ao caracterizar a
degradacdo da qualidade de camardo refrigerado (Litopenaeus vannamei), sendo que o
pH inicial das amostras foi de 6,62 e aumentou para 7,6 ap0s 4 dias de estocagem,
resultados estes superiores ao encontrado neste estudo para este mesmo periodo de

estocagem.

PUGA-LOPEZ et al. (2013), encontraram valores iniciais de pH superiores a

este trabalho, ao avaliarem a qualidade em musculo de camarfes branco (Litopenaeus
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vannamei), marinhos e de cativeiro, encontrando valores médios de pH de 7,38 nas

andlises iniciais.

Os valores de pH obtidos apresentaram uma média de 7,61 no estudo realizado
por Furlan (2013), para verificar a qualidade e valorizagdo de camardes sete-barbas

armazenados em gelo, valor este superior ao encontrado neste estudo.

Ao verificarem a influéncia das condigdes de comercializagdo do camardo cru
descascado resfriado SANTOS et al. (2013), encontraram um valor médio de pH de
7,13, citando que a medida que o pH chega a neutralidade e avanca para a alcalinidade
demonstra que o musculo esta entrando em estado de decomposicdo, aumento este que

foi verificado pelos resultados de pH obtidos nos camardes avaliados neste trabalho.

5.4.1.5. N-BVT (Bases Volateis Totais)

Os valores de N-BVT dos camardes, sem e com revestimentos, durante o

periodo de armazenagem podem ser verificados atraves da Tabela 11.

Tabela 11 - Valores de N-BVT das amostras de camardes, sem e com diferentes

revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 10 dias.

N-BVT (mgN/100g) *
Tempo (dias) (mg 9

TC T9 T13 T16

0 12,51 £0,65° 12,51 +0,65" 12,51 +0,65° 12,51 +0,65*
2 14,05 + 0,40° 12,73 +0,40" 13,39 +0,76"° 14,27 + 0,40%°
4 18,43 +0,65°° 15,36 £0,09°° 15,58 +0,76°° 17,77 + 0,66
6 75,50 +0,97°° 24,14 +0,86° 21,51 £0,40® 21,94 +0,40°®
8 87,92 +0,52®®  2590+0,76"™ 22,82 +0,40® 23,05+ 0,66
10 129,44 +0,50** 80,14 +0,62™ 56,85+ 0,32°* 24,80 + 0,40™

*Média de 3 repeticdes * desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).
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Os valores de N-BVT aumentaram nos camarfes armazenados refrigerados
durante o periodo analisado, apresentando diferenca significativa a partir do segundo dia
em todos os tratamentos (Tabela 11). O TC que nédo recebeu revestimento foi o que
apresentou o maior valor no final do periodo (129,44 + 0,50 mgN/100g). Entre os
tratamentos que receberam revestimento o T13 e T16 foram os que apresentaram 0s
menores aumentos nos valores de N-BVT, ndo apresentando diferenga significativa
entre os valores encontrados para estes tratamentos até o oitavo dia. O T16 foi 0 que
obteve 0 menor valor entre todos os tratamentos no final de 10 dias (24,80 + 0,40
mgN/100g). As diferengas entre as amostras do TC sem revestimento e das amostras
dos tratamentos com revestimento pode ser associada a acdo antimicrobiana dos 6leos

essenciais.

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), o maximo aceitavel de Bases Volateis Totais (BVT) para o
pescado ser considerado fresco é de 30mg de nitrogénio por 100g de carne (BRASIL,
1952). Neste sentido, 0 TC no sexto dia de tratamento ultrapassou o limite do valor de
N-BVT considerado aceitavel para o consumo humano, nos T9 e T13 o limite foi
ultrapassado apenas no décimo dia armazenamento enquanto que o T16 foi o melhor

tratamento, pois o limite ndo foi atingido apds 10 dias de armazenamento.

Segundo FAN et al. (2009), o N-BVT é um parametro que quantifica os
compostos constituidos por amodnia e aminas primarias, secundarias e terciarias, sendo
amplamente utilizado como um indicador de deterioracdo dos tecidos muscular, sendo
que a qualidade e tempo de armazenamento de pescados podem diminuir devido a acao
de enzimas durante a fase posterior de armazenagem, originando um odor forte, que
muitas vezes esta relacionada a quebra de proteinas e a producdo de materiais volateis
nitrogenadas, concordando com o que foi verificado neste estudo em relacdo a

diminuicdo do tempo de armazenagem nos camardes sem revestimento.

Efeito de revestimentos a base de quitosana sobre a vida de prateleira de salméao
(Salmo solar) armazenado a 0°C por 18 dias foi estudado por Souza (2010), onde o
mesmo também verificou um aumento no valor de N-BVT no decorrer dos dias, sendo

superior nos filmes que ndo foram revestidos com quitosana.
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Os valores de TBARS dos camardes, sem e com revestimentos, durante os dias

de tratamento estdo demonstrados na Tabela 12.

Tabela 12 - Valores de TBARS das amostras de camardes, sem e com diferentes

revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 10 dias.

Tempo (dias)

TBARS (mgMA/kg)*

TC T9 T13 T16
0 0,62+0,01* 0,62+0,01*  0,62+0,01°" 0,62+0,01*
2 0,45+0,02*°  0,48+0,02°° 0,46 +0,01°F 0,41 + 0,01
4 0,50 £0,01°®  0,55+0,06°°  0,58+0,01*® 0,58 +0,01%°
6 0,62+0,01°  0,62+0,05°  0,65+0,01°  0,65+0,01*
8 1,20+0,10®  084+0,01"®  0,72+0,05® 0,70+0,01 ™
10 1,42 £0,04*  137+0,03*  115+0,01™  0,95+0,01%

*Média de 3 repeticdes + desvio padrdo . Letras minusculas diferentes na mesma linha e
letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Sendo TC= tratamento controle (camardes sem cobertura), T9= tratamento 9
(3,0gde PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEQ), T13= tratamento 13 (3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16=
tratamento 16 (4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de
OEC).

Conforme os valores de TBARS observados na Tabela 12, ocorreu uma
diminuicdo dos valores em todos os tratamentos do tempo zero ao tempo 2,
provavelmente devido ao efeito da diminuicdo da temperatura da amostra. Por outro
lado, do segundo dia até o final do periodo de armazenamento, todos os tratamentos
apresentaram um aumento nos valores de TBARS. O TC que ndo recebeu revestimento
foi 0 que apresentou o maior valor no final do periodo (1,42 + 0,04 mgMA/kg). Até o
sexto dia ndo houve diferenca significativa entre os valores de todos os tratamentos, no
oitavo dia apenas os tratamentos que receberam revestimento T9, T13 e T16 ndo
apresentaram diferenca significativa entre os valores. No final dos 10 dias de
armazenamento o T16 foi o melhor tratamento, apresentando o menor valor entre todos
os tratamentos (0,95 + 0,01 mgMAJ/KQ).
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Na legislagéo brasileira ndo existe limite estabelecido para TBARS e conforme
citado por SANTOS et al. (2013), o produto pode ser considerado em bom estado,
apresentando valores abaixo de 3,0 mgMA/kg de amostra, sendo os limites de oxidacao
lipidica para o consumo é de 7 a 8 mgMA/kg no alimento. Neste contexto os resultados
encontrados de TBARS (Tabela 12), para todos os tratamentos, ficaram dentro dos
valores considerados aceitaveis dentro do periodo avaliado, mantendo o frescor dos

camardes.

Segundo CARDOSO et al. (2010) , o TBARS é amplamente utilizado e mede o
nivel de compostos que sdo responsaveis pelos sabores e odores indesejaveis, causados
por reacOes sofridas pelos &cidos graxos insaturados que provocam a deterioracdo dos
alimentos tornando-os improprios para o consumo, sendo importante durante os
ultimos estagios da oxidagéo lipidica, sendo que neste estudo ocorreu um aumento nos

valores de TBARS porém nédo chegando a deteriorar os camardes.

A estabilidade oxidativa da carne bovina in natura refrigerada por 8 dias e
revestida com filme de gelatina contendo extratos de alecrim e orégano foi verificada
por CARDOSO et al. (2010), os quais obtiveram um aumento nos valores de TBARS
no decorrer dos dias até o final do periodo, sendo que as amostras com revestimentos
contendo os extratos de alecrim e orégano obtiveram um valor de TBARS muito
inferior (0,5 mgMAJ/kg) ao controle que ndo possuia revestimento (1,6 mgMA/kg),
resultados que seguem a mesma tendéncia encontrada neste trabalho quando utilizado
0s revestimentos contendo Oleos essenciais, 0s quais possuem propriedades

antioxidantes.

O efeito da adicéo de solugdes contendo extrato de alecrim, quitosana e tocoferol
na oxidacdo de lipidios durante o armazenamento de hamburgueres de carne bovina
congelados foi verificado por GEORGANTELIS et al. (2007), sendo que o0s
hambdrgueres que continham o extrato de alecrim e quitosana foram os que tiveram o
menor valor no final do periodo analisado, demonstrando que adicdo destes
componentes diminui as reacbes de oxidacdo lipidica, o que também foi observado

neste estudo com a incorporacdo de 6leos essenciais nos revestimentos.
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5.4.2. Analises microbioldgicas

Na avaliacdo das amostras de camardes (Litopenaeus vannamei) sem e com
revestimento, utilizadas neste estudo, ndo foi detectada a presenca de Salomonella spp.,
indicando que os resultados estdo dentro do padréo exigido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2001) que € a auséncia em 25g para crustaceos in natura resfriados.

De acordo com SHABARINATH et al. (2007), as bactérias do género
Salmonella sdo classificadas como patdgenos entéricos responsaveis por surtos
associados ao consumo de organismos aquaticos, que podem provocar febre, vémito e
diarreia e, seu habitat é o intestino de animais homeotermos, sendo que a sua presenca
em camardo tem relacdo estreita com contaminagdo de origem fecal, fato que ndo foi

observado neste trabalho.

COSTA et al. (2011), ao estudarem a presenga de microrganismos patégenos em
camardo (Litopenaeus vannamei) comercializado in natura também obtiveram auséncia
de Salmonella spp. nas amostras analisadas e classificaram as unidades amostrais como

proprias para 0 consumo.

Resultado diferente do obtido neste estudo, ocorreu na avaliacdo realizada por
SANTOS et al. (2013) em relacdo a Salmonella spp. no comércio de camardo cru
descascado resfriado, onde ocorreu a presenca desta bactéria na maioria das amostras
analisadas, sendo atribuido este fato a etapa de descasque que pode ocasionar
rompimento do intestino, habitat primario da Salmonella spp. e promover

extravasamento do conteudo intestinal com consequente contaminacéo fecal.

Além dos microrganismos citados pela legislacdo brasileira como padrdes
indicativos de qualidade, o grupo coliforme também se destaca como indicador de
contaminacdo fecal em pescados e, conforme COSTA et al. (2011), pertencente a esse
grupo esta o género Escherichia coli que possui como habitat primario o trato intestinal
de animais endotérmicos, mas pode ocorrer no solo e em vegetais, sendo que neste

estudo nao foi verificada a contaminagdo por este microrganismo.

De acordo com PARENTE et al. (2011), a legislacdo vigente no Brasil ndo
estipula limites para Escherichia coli em camarbes in natura. No entanto, a

Comunidade Européia que é um dos principais importadores de camardo cultivado no
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Brasil, através da “Comission Decision” de 15 de dezembro de 1992 limita o niUmero
mais provavel (NMP) de Escherichia coli por grama em camardo em 100 NMP/g. Neste
contexto, os valores de NMP/g encontrados para Escherichia coli nos camardes
avaliados neste trabalho foram inferiores a 10° NMP/g, indicando que os valores
ficaram dentro dos limites aceitaveis citados por PARENTE et al. (2011).

O padrdo exigido pela legislacdo brasileira para Staphylococcus coagulase
positiva em relagdo nimero de unidade formadora de col6nia/grama (UFC/g) é de no
méximo, 10° UFC/g para crusticeos in natura resfriados (BRASIL, 2001). Neste
trabalho, ndo foram detectadas a presenca de colbnias tipicas de Staphylococcus
coagulase positiva nas amostras de camardes, ndo havendo a necessidade do teste de
confirmacéo, o que sugere auséncia de tal microrganismo na materia-prima e indica que

0 processamento foi conduzido em condi¢Ges higiénico-sanitarias adequadas.

SANTOS et al. (2013), ao avaliarem a influéncia das condigdes de
comercializagdo de camardo cru descascado resfriado obtiveram, em todas amostras
analisadas, resultados superiores ao exigido pela legislacdo para Staphylococcus
coagulase positiva e citaram que estes resultados podem estar relacionados a presenca
de irregularidades na fase de estocagem, como auséncia e/ou quantidade insuficiente de
gelo em contato com o camardo, gelo apenas na porg¢éo inferior da pilha de camardes,
camardes previamente pesados e embalados na auséncia de refrigeracédo e flutuagcdes na

temperatura de estocagem, 0 que ndo ocorreu neste estudo.

Na avaliacdo de camardes comercializados em diferentes apresentacbes Born
(2012), também encontrou valores para Staphylococcus coagulase positiva dentro do

estabelecido pela legislacéo.

Foram verificados resultados diferentes aos deste trabalho em parte das amostras
avaliadas por COSTA et al. (2011), ao estudarem a presenca de microrganismos
patdgenos em camardo (Litopenaeus vannamei) comercializado in natura, onde
obtiveram em 16,7% das amostras analisadas limites superiores ao exigido pela
legislacdo para Staphylococcus coagulase positiva , relatando o despreparo dos
manipuladores como sendo uma das causas provaveis pela ocorréncia desse grupo

bacteriano no crustaceo avaliado.
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O crescimento dos microrganismos psicrofilos foi avaliado durante o periodo de
armazenagem dos camardes, sem e com revestimentos, conforme demonstrado na
Figura 12.

Figura 12 - Crescimento de microrganismos psicrofilos em amostras de

camardes, sem e com revestimentos, armazenadas a 4+1 °C por 8 dias.
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Onde: TC = tratamento controle (camardes sem revestimento), T9 = tratamento 9 ( 3,0 g
de PR, 0,75 g de G, 0,4 g de MMT e 1,0 mL de OEQ), T13 = tratamento 13 (3,0 g de
PR, 0,75 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC) e T16 = tratamento
16 (4,09 de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0 mL de OEC).

Conforme Fernandes (2006), os microrganismos psicrofilos sdo aqueles que
crescem em temperaturas baixas e sdo encontrados em aguas frias, oceanos e regides
polares, sendo os que mais influenciam na qualidade dos produtos armazenados
refrigerados e um dos maiores responsaveis pela deterioracdo de pescados. De acordo
com a Figura 12, podemos observar um aumento da carga microbiana dos
microrganismos psicrofilos com o decorrer do tempo em todos os tratamentos. Os
camarbes do TC (sem revestimento) apresentaram maior crescimento de
microrganismos no final de 8 dias de armazenamento, alcangando um valor de 8,58 Log

UFC.g™ enquanto que o tratamento T16 (com revestimento contendo 6leo de orégano e
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cravo) foi o que apresentou o melhor resultado, com menor crescimento microbiano

(7,1 Log UFC.g™) em 8 dias de armazenamento.

O limite estabelecido para microrganismos psicrofilos em crustaceos crus € de
10" UFC/g segundo a ICMSF (1986). Neste sentido, somente o T16 chegou até o oitavo
dia dentro do limite. Com isso podemos dizer que ocorreu um aumento na vida Gtil dos

camardes de 5 para 8 dias quando aplicado o revestimento.

A contagem de microrganismos psicréfilos aumentou durante o periodo de 12
dias em macgds minimamente processados sem e com diferentes revestimentos, sendo
gque 0 menor aumento ocorreu nas magas que continham revestimento (PIZATO et al.,
2013).

Na avaliacdo de filme antimicrobiano aromatizado aplicado em massa de pastel
ocorreu um menor crescimento dos microrganismos psicrofilos em relagdo a massa
controle no decorrer do periodo de armazenamento em refrigeracdo (MORAES et al.,
2011).

Outros microrganismos, ndo avaliados neste estudo, como a Salmonella
Enteritidis e a Listeria monocytogenes foram inibidos com a aplicacdo de &leos
essenciais na superficie de pescado inteiro ou como revestimento para camardes
(BURT, 2004; HAYOUNI et al., 2008).

OLIVEIRA et al. (2013), verificaram a atividade antimicrobiana dos 0leos
essenciais em relacdo a outro microrganismo ndo avaliado neste estudo, ao testarem
Oleos essenciais de cravo (Syzygium aromaticum) e de capim-limdo (Cymbopogon
citratus) em carne bovina moida refrigerada e inoculada com Listeria monocytogenes,
onde foi verificado que nas amostras contendo 0s Oleos essenciais a populacdo de
Listeria monocytogenes diminuiu e até mesmo ndo foi detectada no final do periodo

analisado.

CORTEZ-VEGA et al. (2014), observaram ao avaliarem amostras de mamao
Formosa minimamente processados, com revestimentos a base de proteina isolada de
corvina e montmorilonita, uma diminuicdo no crescimento de microrganismos

psicrofilos em relacdo ao as amostras de mamao sem revestimento, o que também foi
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verificado neste trabalno com a utilizagdo de revestimentos proteicos com

montmorilonita e 6leos essenciais.

Com base nos resultados verificados na avaliagdo microbioldgica, a solucéo
filmogénica contendo 4,0 g de PR, 1,35 g de G, 0,6 g de MMT, 1,0 mL de OEO e 1,0
mL de OEC, referente ao tratamento 16 (T16), foi a que apresentou os melhores
resultados, quando aplicada como revestimento, em camardes in natura armazenados

refrigerados.
5.4.3. Avaliacdo da microestrutura e das propriedades térmicas do filme

Nesta etapa foi avaliado o filme proteico referente ao tratamento 16 que
apresentou o melhor resultado na aplicacdo. Também foi realizada em paralelo uma
avaliacdo do filme contendo 3,5 g de PR e 1,05 g de G, correspondente ao tratamento
branco, sem os 6leos essenciais.

5.4.3.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Na Figura 13 podemos observar as caracteristicas da superficie dos filmes
obtidos através do tratamento 16 (T16) e do tratamento branco.

Figura 13 - Micrografias das superficies dos filmes proteicos de corvina
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Onde: (a) filme referente ao tratamento branco (3,5 g de proteina recuperada e 1,05 g de
glicerol) e (b) filme referente ao tratamento 16 (4,0 g de proteina recuperada, 1,35 g de
glicerol, 0,6 g de montmorilonita, 1,0 mL de 6leo essencial de orégano e 1,0 mL de 6leo

essencial de cravo).
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E importante destacar que a morfologia das particulas foi afetada pela
incorporacédo de 6leos essenciais aos filmes, conforme pode ser observado na Figura 13,
sendo que o tratamento 16 apresentou uma superficie mais heterogénea, quando
comparado com o filme padréo (branco). Além disso, o filme referente ao T16 apresenta
uma maior porosidade em relagdo ao filme branco, o que justifica a maior

permeabilidade ao vapor de 4gua obtida pelo mesmo.

CHANA-THAWORN et al. (2011), ao avaliarem a morfologia dos filmes
incorporados com extrato de madeira (Cotyleobium lanceotatum), verificaram que a
adicdo do extrato modificou a estrutura da rede polimérica, aumentando a mesma em
seu volume livre, deixando-a menos densa e consequentemente aumentando a
porosidade do filme em relacdo ao filme controle sem extrato, o que também ocorreu

neste estudo.

De acordo com PASTOR et al. (2010), a estrutura final do filme depende das
interacdes entre os componentes da formulacdo e a sua disposi¢do durante a formacao
na etapa de secagem, o que pode ter influenciado nas superficies observadas neste
trabalho entre o filme proteico sem Gleos essenciais e o filme incorporado com 0leos

essenciais.

SOUZA et al. (2011), ao estudarem filmes biopoliméricos de quitosana
incorporados com diferentes 0leos, verificaram que os filmes incorporados com éleo de
arroz ou acido estearico obtiveram superficies irregulares, atribuindo este fato a
separacdo de fases ou maior tensdo de superficie que resultou em maiores
descontinuidades na estrutura dos filmes e possivelmente proporcionou a formacéo de
caminhos preferencias para a difusdo de vapor de agua, o que também ocorreu neste
trabalho com o aumento da permeabilidade ao vapor de dgua nos filmes incorporados

com 6leos essenciais.

5.4.3.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Conforme Bandeira (2013), esta analise mede as temperaturas e o fluxo de calor
associados com as transi¢cfes dos materiais em funcdo da temperatura e do tempo, e

fornecem informagBes sobre mudangas fisicas e quimicas que envolvem processos



69

endotérmicos, como transicGes de fase, desidratacdes, reducdes e algumas reacdes de
decomposicdo, e exotérmicos, como cristalizacdo, oxidacdo, reagdes de decomposicéo,

ou mudangas na capacidade calorifica.

Através da Figura 14 podemos verificar o termograma de DSC obtido para os

filmes proteicos correspondentes ao Tratamento 16 (T16) e o branco.

Figura 14 - Termogramas de DSC dos filmes proteicos de corvina
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Onde: Branco (3,5 g de proteina recuperada e 1,05 g de glicerol) e T16 (4,0 g de
proteina recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita, 1,0 mL de 6leo

essencial de cravo e 1,0 mL de 6leo essencial de cravo).

De acordo com a Figura 14, para o T16 observa-se um pico endotérmico com as
seguintes caracteristicas: temperatura inicial da reacdo proxima a 32°C, temperatura do
pico de 109,91°C ¢ AH de 421,01 J/g. A temperatura do pico observada corresponde a
temperatura de fusdo do T16 e o AH medido pela integracdo da area do pico
endotérmico se refere ao calor latente de fusdo do filme T16 (AHfs0) € representa a
energia necessaria para elevar o estado de agitacdo molecular que leva o composto do
estado sélido para o estado liquido. Para o branco, temos um pico endotérmico com as
seguintes caracteristicas: temperatura inicial da reacdo de entorno de 32°C, temperatura

de fusdo de 83,47°C e AHsss0 de 320,0 J/g. Neste sentido, podemos observar através dos
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valores obtidos, que o T16 contendo 6leos essenciais aumentou a temperatura e o calor
latente de fusdo do filme, quando comparado com o filme sem éleos essenciais,
indicando um aumento na estabilidade da rede polimérica, gerando uma maior

estabilidade térmica do filme quando incorporado com éleos essenciais.

Filmes a base de quitosana submetidos a diferentes tratamentos com campo
elétrico apresentaram, de acordo com Souza (2010), maiores valores para temperatura
de fuséo e da entalpia de fusdo maiores do que no filme controle sem aplicagdo de
campo elétrico, atribuindo este aumento a cristalizacdo dos filmes de quitosana,
indicando que as formas cristalinas, e a estrutura da quitosana foram alteradas o que

também ocorreu neste trabalho com a adigdo de 6leos essenciais no filme proteico.

Um aumento na temperatura e na entalpia de fusdo de filmes de gelatina
submetidos a diferentes temperaturas de secagem foi verificada por HOQUE et al.
(2010), que atribuiram este aumento a uma maior interagdo na rede polimérica afetando
a estabilidade térmica do filme pela presenca de interagdes intermoleculares na proteina,
tais como ligacdes de hidrogénio, interacdes ionicas e interacdes hidrofobica, as quais
estabilizam a rede polimérica do filme, o que também pode ter ocorrido nos filmes

avaliados neste trabalho.

Halal (2012), ao avaliar filmes a base de isolado proteico de corvina e 6leo de
palma verificou através de DSC um aumento na temperatura de fusdo do filme quando
utilizado 2% de isolado proteico e 10% de 6leo de palma em relacdo ao filme sem
adicdo de 6leo de palma, sendo que os picos apresentaram apenas um pico de fusdo,
caracteristico de atrizes poliméricas que ndo apresentam separacdo de fases, semelhante

ao ocorrido neste estudo.

5.4.3.3. Termogravimetria (TGA)

As mudangas estruturais do polimero quando submetido ao tratamento térmico,
podem ser verificadas através da perda de massa nos filmes correspondentes ao

tratamento 16 (T16) e ao tratamento branco, através da Figura 15.
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Figura 15 - Termogramas de TGA dos filmes proteicos de corvina
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Onde: Branco (3,5 g de proteina recuperada e 1,05 g de glicerol) e T16 (4,0 g de
proteina recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita, 1,0 mL de dleo

essencial de cravo e 1,0 mL de dleo essencial de cravo).

Através da Figura 15 podemos descrever dois estagios principais. No primeiro
estagio de 30 a 110°C o filme correspondente ao tratamento 16 apresentou uma menor
perda de massa (7,9%) em relacdo ao filme correspondente ao tratamento branco que
apresentou (10,24%). Neste estagio a menor perda de massa no T16 esta relacionada a
presenca de Oleos essenciais e nanoargila na rede polimérica o que diminuiu a
volatilizacdo dos componentes, enquanto a maior perda de massa no branco esta

relacionada principalmente a volatilizacdo da agua.

No segundo estagio de 110 a 500°C também se verificou que o filme do T16
apresentou a menor perda de massa (56,7%) em relacdo ao branco que apresentou
(64,06%). Neste estagio a menor perda de massa no T16 pode estar relacionada a tracos
de 6leos essenciais na rede do polimero e, a degradacao das proteinas, enquanto a maior

perda de massa no branco esta relacionada principalmente a degradacdo da proteina.

A perda de massa residual no final do processo avaliado (500°C) foi maior no

filme do tratamento 16 com 35,4% enquanto que no filme correspondente ao tratamento
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branco foi de 25,7%. Neste sentido, podemos afirmar que o filme proteico contendo
0leos essenciais diminuiu a perda de massa do filme em relagdo ao filme proteico sem a

incorporacédo de Gleos essenciais.

Em filmes de pectina incorporados com extrato de propolis os valores
encontrados por Corréa (2011), também demonstram uma diminuicdo da perda de
massa no filme incorporado com extrato quando comparado ao filme sem extrato,

quando avaliados na faixa de 30 a 500°C.

CHANA-THAWORN et al. (2011), comprovaram que nos filmes incorporados
com extrato de madeira (Cotyleobium lanceotatum), a adicdo do extrato diminuiu a
perda de massa em relacdo ao filme controle sem extrato quando avaliados por

termogravimetria, resultado este que confere com o verificado neste estudo.

Na anélise de TGA em filmes a base de gelatina de pescado submetida a
diferentes temperaturas de secagem verificou-se um aumento da perda de massa em
todos os tratamentos, sendo a perda de massa menor nos filmes secos a 60°C (CHIOU
et al, 2009). Neste trabalho o filme proteico incorporado com Gleos essenciais

apresentou a menor perda de massa, no entanto, foi seco a 40°C.

Filmes biodegradaveis a base de proteina de tilapia, formulados com diferentes
concentracdes de plastificantes foram avaliados através de TGA por SOBRAL et al.
(2005), onde foi observado uma maior perda de massa em funcdo do aumento da
concentracdo do plastificante, o que ndo foi verificado neste estudo ja que a
concentracdo de plastificante era maior no filme proteico correspondente ao tratamento

16 que apresentou a menor perda de massa.

Resultado diferente a este estudo foi obtido por Halal (2012), na qual através do
TGA obteve praticamente a mesma perda de massa em filmes a base de isolado proteico

de corvina com e sem adicdo de 6leo de palma.

Com base nos resultados obtidos podemos dizer que o filme correspondente ao
tratamento 16 (4,0 g de proteina recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita,
1,0 mL de éleo essencial de cravo e 1,0 mL de 6leo essencial de cravo), embora tenha
apresentado uma maior porosidade, foi o0 que demonstrou maior estabilidade térmica e

menor perda de massa.



73

6. CONCLUSOES

Foi possivel recuperar as proteinas miofibrilares da corvina (Micropogonias
furnieri) através do processo de lavagem (1 CMS : 4 solucédo), obtendo-se na

proteina recuperada um elevado conteido proteico de 94,62% em base seca;

Nos filmes nanocompdsitos incorporados com Gleos essenciais, obteve-se
resultados inferiores em relagdo ao filme proteico controle (contendo apenas
proteina recuperada e glicerol), com diminuicdo das propriedades mecanicas,
aumento na opacidade, na solubilidade e na permeabilidade ao vapor de agua;

Foi possivel obter filmes nanocompdsitos antimicrobianos com 06leos
essenciais incorporados a rede proteica, sendo que a utilizacdo de Oleos
essenciais como agente antimicrobiano foi confirmada e os filmes
incorporados com no minimo 1% (v/v) de 6leos essenciais na sua Composi¢ao
apresentaram atividade antimicrobiana em relacdo a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, destacando-se os incorporados com

0leo essencial de orégano.

A aplicacdo de revestimentos incorporados de 0leos essenciais em camardes
(Litopenaeus vannamei) crus descascados e armazenados refrigerados
melhorou a conservacdo, estabilidade e diminuiu a agdo microbiana no
decorrer do periodo analisado. Sendo que o revestimento composto por 4,0 g
de proteina recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita, 1,0 mL
de 0leo essencial de orégano e 1,0 mL de 6leo essencial de cravo foi o que
apresentou os melhores resultados na aplicacdo, aumentando a vida Util dos

camardes de 5 para 8 dias em relacdo aos camardes sem revestimento.

O filme nanocompdsito que continha em sua composi¢cdo 4,0 g de proteina
recuperada, 1,35 g de glicerol, 0,6 g de montmorilonita, 1,0 mL de 6leo
essencial de orégano e 1,0 mL de 6leo essencial de cravo apresentou uma
superficie mais porosa, uma maior estabilidade e uma menor perda massa
quando submetido ao aquecimento em relacdo ao filme controle (3,5 g de

proteina recuperada e 1,05 g de glicerol).
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizar o processo de obtencdo dos filmes para melhorar as caracteristicas

mecanicas e de permeabilidade ao vapor de &gua;

Produzir filmes biodegradaveis a partir de proteinas obtidas de outras

espécies de pescado com a incorporacao de 6leos essenciais;

Testar outros Oleos essenciais e comparar a atividade antimicrobiana frente

aos microrganismos testados neste trabalho e a outros que sejam de interesse;

Estudar novas aplicac6es para os filmes antimicrobianos obtidos.
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