OBTENGCAO E APLICACAO DE FILMES BIOATIVOS NANOCOMPOSITOS DE
ISOLADO PROTEICO DE FRANGO E NANOARGILAS

TAIS NUNES ROSA!, CARLOS PRENTICE-HERNANDEZ?

RESUMO

A demanda por produtos que nao agridam o ambiente com menos aditivos
sintéticos, e que contribuam para reducdo dos residuos industriais,
associada a qualidade dos produtos que possibilitem o aumento de vida
atil leva a producdo de filmes com propriedades antioxidantes e/ou
antimicrobianos com o intuito de serem aplicados como protetores de
produtos alimenticios. O presente trabalho teve por objetivo avaliar filmes
bioativos nanocompdsitos obtidos a partir de isolado proteico de CMS de
frango, acrescidos de nanoargilas com sais de amodnio quaternario,
determinando sua bioatividade antioxidante e antimicrobiana, e por fim o
estudo de vida util de carne suina. Como resultados foram obtidos valores
de 92,2% de proteina de isolado proteico de CMS de frango, os filmes
elaborados apresentaram um aumento na resisténcia a tragdo conforme
aumento adicdo do nanoargila, enquanto na elongacdo n&do houve
diferenca significativa, apresentaram menor solubilidade e permeabilidade
nas maiores concentragdes de nanoargila. Na atividade antimicrobiana, os
filmes bioativos nanocompdsitos apresentaram um halo de efeito
bacteriostatico, nas concentracdes de 0,75% de nanoargila modificada
para Staphylococcus aureus, e também apresentaram forte atividade
antioxidante nas analises de DPPH e para o poder redutor, onde foi
verificada que a nanoargila pode vir a influenciar positivamente, sendo que,
a mesma acaba por reduzir o potencial antioxidante. Nas propriedades
térmicas e pticas em geral apresentaram-se firmes, coesos e resistente, e
para a vida util foi verificada um diferenca significativa entre as contagens
de microrganismos mesdéfilos e psicrotréficos no 9° dia de armazenamento
gue variaram 0,84 a 0,97 log UFC/g, com a adicdo da nanoargila foi
verificada uma menor perda de massa na carne suina, entretanto a
embalagem de policloreto de vinila tipicamente comercial apresentou o
melhor resultado significativo neste item. Em geral, foi possivel concluir
que os filmes bioativos nanocompdsitos sdo eficientes como material de
embalagem para alimentos.

PALAVRAS-CHAVES: ISOLADO PROTEICO. MONTMORILONITA.
BIOATIVIDADE.

OBTAINMENT AND APPLICATION OF BIOACTIVES NANOCOMPOSITES FILMS
OF CHICKEN PROTEIN ISOLATES AND NANOCLAYS

ABSTRACT
The demand for products that do not damage the environment with less
synthetic additives and contribute to the reduction of industrial waste,
combined with the quality of products that increase the shelf life leads to
the production of films with antioxidant and/or antimicrobial properties for
the purpose of being applied as protectors of food products. The aim of the
present work was to evaluate bioactive hanocomposite films obtained from
chicken CMS protein isolate added of nanoclay with quaternary ammonium
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salts, determining its antioxidant and antimicrobial bioactivity and, finally, in
pork meat shelf life study. As results were obtained values of 92.2% of
protein isolate of chicken CMS, the elaborated films presented an increase
in the tensile strength according to increase the addition of nanoclay,
whereas in the elongation there was no significant difference, presented
lower solubility and permeability at higher nanoclay concentrations.
Regarding the antimicrobial activity, the nanocomposite bioactive films
presented a halo of bacteriostatic effect, in the concentrations of 0.75% of
modified nanoclay for Staphylococcus aureus, and also presented strong
antioxidant activity in the analyzes of DPPH and for the reducing power,
where it was verified that the nanoclay can influence, being that, it ends up
reducing the antioxidant potential. In the thermal and optical properties, in
general, they were firm, cohesive and resistant, for the useful life a
significant difference was verified between the counts of mesophilic and
psicrotrophic microorganisms in the 9th day of storage that varied from 0.84
to 0.97 log UFC / g, with the addition of nanoclay, a lower mass loss in pork
was observed, however, the typical commercial polyvinyl chloride package
presented the best significant result in this item. In general, it was possible
to conclude that nanocomposite bioactive films are efficient as food
packaging material.

KEYWORDS: PROTEIN ISOLATE. MONTMORILLONITE. BIOACTIVITY

1. INTRODUCAO

A carne mecanicamente separada (CMS) de frango é um produto originado da
trituracdo de partes das carcacas de animais de abate que ndo séo facilmente
desossados. Por sua facilidade de obtencdo e transformacdo em produtos
industrializados, a utilizagdo de CMS de frango tem se expandido, principalmente pela
decorréncia da modernizag&o tecnologica [13]. Poucos alimentos contém proteinas de
qualidade com alta incidéncia de aminoacidos essenciais como as de origem animal,
estando amplamente distribuidas na natureza. Proteinas concentradas e isoladas sao
produzidas em larga escala para servir como ingredientes funcionais em uma
crescente gama de aplicagfes em alimentos. Ao substituir as proteinas convencionais,
os concentrados e isolados proteicos, mantém ou melhoram a qualidade e
aceitabilidade dos produtos em que foram incorporados [16].

A obtencdo de filmes formulados com matérias-primas oriundas de recursos
renovaveis tém encorajado a exploracédo de novos materiais de embalagens, visando o
interesse de manter, ou melhorar, a qualidade dos produtos embalados e, a0 mesmo
tempo, reduzir o desperdicio de embalagens [31]. As tecnologias envolvendo
embalagens ativas visam o planejamento de embalagens que apresentem interacfes

desejaveis com o produto, aumentando sua vida Util. Tradicionalmente, as embalagens
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para alimentos tém sido planejadas para proteger o produto, onde um de seus
principais objetivos € servir como barreira inerte entre o alimento e o ambiente [22].

Os filmes bioativos 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
patdégenos e deteriorantes em alimentos [25]. A nanotecnologia tem sido explorada
como meio de incorporacdo em embalagens ativas, favorecendo diretamente a
estabilidade dos alimentos acondicionados. Outras aplicacdes tém efeitos indiretos,
uma vez que melhoram o desempenho dos materiais (especialmente as propriedades
mecéanicas e de barreira), aumentando o grau de protecédo conferido pelo sistema de
embalagem. Filmes em geral incorporados com nanoargilas montmorilonita tém
demonstrado bons resultados ao testar as propriedades mecénicas, de barreira e
antimicrobiana [4].

Na busca por elaboracdo de filmes bioativos que possam ser utilizados de
maneira comercial, se utiliza como matéria-prima o subproduto CMS, sendo esta de
baixo custo, facil obtencéo e, além disso, ao agregar valor a mesma. E aliando isto a
utilizacdo de nanoargilas na elaboracdo destes filmes, por possuir um alto potencial
antimicrobiano e também uma capacidade relevante de melhorar as caracteristicas
fisicas de filmes.

O presente trabalho teve como objetivo obter filmes proteicos bioativos
nanocompositos provenientes de carne mecanicamente separada de frango,
acrescidos de nanoargilas organicamente modificadas, para avaliar sua aplicagdo em

alimentos pereciveis visando aumentar sua vida Util.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A carne mecanicamente separada (CMS) de frango foi fornecida pela
Companhia Minuano Alimentos Ltda., localizada na cidade de Arroio do Meio/RS. A
CMS foi transportada a temperatura de -10°C até o Laboratério de Tecnologia em
Alimentos (LTA) da FURG, em blocos congelados e armazenada em freezer a -20 °C,
até a obtencéo do isolado proteico.

Os reagentes utilizados no processamento e nas analises analiticas foram
todos de qualidade para andlise (PA). A nanoargila utilizada foi a montmorilonita

modificada (Cloisite 30B) proveniente da Southern Clay Products. A carne suina foi
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adquirida em frigorifico localizado na Cidade de Pelotas/RS, transportada até o LTA,
em caixas térmicas com gelo a uma temperatura de 4°C.

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratorio de
Tecnologia dos Alimentos (LTA) e na Planta de Processamento de Pescado (PPP), e
no Centro de Microscopia Eletrénica do Sul (CEMESUL), localizados na Universidade
Federal do Rio Grande (FURG).

2.2 Obtencéo do isolado proteico de CMS de frango

O isolado proteico de CMS de frango foi obtido utilizando o processo de
variacdo de pH ou pH shifting process, segundo metodologia adaptada de NOLSOE e
MORAES et al. [21] e UNDELAND [24]. A matéria-prima foi homogeneizada na
propor¢cdo 1:9 com agua destilada a temperatura de 4°C e triturada em blender
durante 1 min. Apos, a solubilizac@o alcalina das proteinas foi realizada utilizando o
NaOH 1M até atingir o pH 11, controlado por pHmetro em reator encamisado de aco
inoxidavel acoplado a um banho ultratermostatico (QUIMIS, Q212S, Brasil) a 4°C e
agitacdo constante com agitador eixo-hélice (IKA RW20DZM.n, Alemanha), durante 20
min. Apos foi realizada a centrifugagdo a 9000 x g durante 20 min a 4°C em centrifuga
de piso refrigerada (HANIL, CR22GlIIl). Neste momento ocorreu a separagdo em 3
fases, onde obteve-se as proteinas insollveis, os lipidios neutros e as proteinas
soluveis. As proteinas soluveis foram submetidas a precipitagédo isoelétrica utilizando
HCl 1M até atingir pH 5,0, entdo permaneceu durante 20 min a 4°C, e apés este
periodo retornaram para a centrifugacdo a 9000 x g durante 20 min. Nesta fase,
ocorreu a separacdo da agua das proteinas precipitadas recuperadas umidas. Logo,
elas foram submetidas a desidratacdo, onde as amostras inicialmente foram mantidas
em ultra freezer (INDREL, IULT90-D, Brasil) a temperatura de -80°C durante 48 h, e
logo liofilizadas por 48 h, utilizando liofilizador (LIOTOP, L108, Brasil). Finalmente as
proteinas liofilizadas foram trituradas e armazenadas em frasco de vidro a temperatura

ambiente.

2.3 Obtencéao dos filmes e blendas ativos nanocompadsitos

Testes preliminares foram realizados para definir as melhores concentracdes
de trabalho, variando diferentes quantidades de isolado proteico, glicerol e
montmorilonita conforme varios autores [10,20,28]. A formulacdo escolhida para
elaboracéo dos filmes foram: Filmes Proteicos (PP) 3,0% de isolado proteico de frango

(IPF), 20% de glicerol e para os Filmes Proteicos incorporados com nanoargila (P30b)
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foram as mesmas quantidades de IPF e glicerol acrescidos de 0,5 ou 0,75% de
nanoargila.

O método utilizado para o desenvolvimento dos filmes foi o de casting, onde o
isolado proteico de CMS de frango foi disperso em agua destilada a temperatura de
25°C. O pH foi ajustado até 11 com adicdo de NaOH 1M, mantendo agitacdo
constante por 20 min em agitador mecanico de eixo-hélice (Fisatom, 713D) para que
ocorra a solubilizacdo das proteinas. Logo, foram adicionados a nanoargila e o
glicerol, previamente solubilizados em &gua destilada, e homogeneizados em
Ultraturrax (IKA T25D, Werke, Alemanha) na velocidade de 10000 rpm durante 5 min.
Em seguida a solucéo foi transferida para um banho termostatico (BROOKFIELD, TC-
102, EUA) acoplado a um reator encamisado de vidro, a solucéo foi levada a 80°C sob
agitacdo durante 30 min para formacao da solucéo filmogénica. No caso das blendas &
nesta etapa que o agar é incorporado, este foi previamente solubilizado em agua
destilada, durante 20 min a 80°C, sob agitacdo continua em agitador magnético. A
solucdo filmogénica foi retirada do reator passando por um filtro para retirada de
residuos solidos, apés foi espalhada em placa de Petri e submetida a secagem em
estufa com circulacdo de ar a 40 °C por 12 h (FANEM, 520, S&o Paulo, Brasil). Os
filmes foram armazenados por 48 h em dessecadores mantidos a 25°C com umidade
relativa controlada de 55% usando solugéo saturada de cloreto de célcio. Logo, 0s
filmes foram retirados das placas de petri e conduzidos para caracterizacdo e

aplicagcdo em alimentos.

2.4 Metodologia analitica

2.4.1 Composicao proximal quimica

A composi¢do proximal quimica foi determinada na matéria-prima, no isolado
proteico de frango, caracterizada de acordo com os métodos recomendados pela
AOAC [1], determinando o conteudo de umidade pelo método gravimétrico em estufa a
105°C, n° 935.29; o teor de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl, n® 920.87, sendo
o teor de proteina bruta obtido através da multiplicagédo pelo fator 6,25; o contetdo de
lipidios obtido pelo método de Soxhlet, n° 920.85 e as cinzas pelo método gravimétrico
em mufla & 550°C, n°® 923.03.

2.4.2 Caracterizacao dos Filmes

2.4.2.1 Espessura
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Apds o periodo de acondicionamento, a espessura das embalagens foi medida
utilizando um paquimetro digital (INSIZE, IP54, S&o Paulo, Brasil). A espessura foi
fixada como sendo a média aritmética de 10 medidas aleatérias sobre a area do filme.

2.4.2.2 Cor e Opacidade

As medidas de cor e opacidade foram determinadas em colorimetro (Minolta
CR 400), usando sistema [8], L*a*b* (modelo CR-400). O L* indica a luminosidade e os
parametros de cor a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade, onde L* varia de zero
(preto) a 100 (branco), a*, varia do verde (-) ao vermelho (+) e b*, varia do azul (-) ao
amarelo (+). A opacidade foi calculada relacionando os resultados frente a opacidade
do filme sobreposto ao padréo preto (P preto) e ao padrao branco (P branco), segundo

a Equacéo 1.

Opacidade (%)= s X 100 (1)
2.4.2.3 Propriedades Mecanicas

A resisténcia a tracdo — RT (Mpa) e a elongagéo até a ruptura — ER (%) dos
filmes foram determinadas segundo metodologia recomendada pela Americam Society
for Testing and Materials — ASTM D882-91 [2] em texturdmetro TA.XT plus (Stable
Micro Systems, Inglaterra) com adaptagfes. As amostras foram cortadas em forma de
retangulo (100 x 20 mm) e fixadas em garras com separacdo inicial de 50 mm. A RT e
ER formam mensuradas em 9 reténgulos de filmes, onde se obteve os resultados por

triplicatas.

2.4.2.4 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada em triplicata por
método gravimétrico a 25°C, de acordo com a metodologia descrita pela norma ASTM
E96-95 [3].

_w X

PV - (2
sendo, PVA= permeabilidade ao vapor de agua (g.mm).(m2.d.kPa) *; w = massa de
umidade absorvida (g); t = tempo de duracéo do teste (dias); X = espessura média do
filme (mm); A = &rea da superficie exposta do filme (m?); AP = diferenca de pressao

parcial de vapor através do filme (kPa).
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2.4.2.5 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua dos filmes foi realizada segundo método proposto por
GONTARD, GUILBERT e CUQ [14], com algumas modifica¢Bes. Para o calculo dos
valores de solubilidade S (%) foi utilizada a Equacéo 3.

mi—mf
§= =—-.100 (3)

2.4.2.5 Morfologia

A morfologia dos filmes foi analisada utilizando a microscopia eletrénica de
varredura (MEV), As amostras foram analisadas para determinar as caracteristicas de
superficie usando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) (JSM 6060, JEOL,
Japdo) operando a 10 kV. As amostras foram colocadas sobre stubs de aluminio e
revestidas de camada de ouro antes de obter as imagens.

2.4.3 Avaliacdo da Bioatividade
2.4.3.1 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

A avaliagéo da atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com diferentes
concentracbes de nanoargila frente aos microrganismos Escherichia coli e
Staphyloccus aureus foi realizada em triplicata através do método de difusdo em
discos segundo CLSI [9]. Como controle foram utilizados filmes e blendas sem a
incorporacdo da nanoargila. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 24
h. Os didmetros do halo de inibicdo foram medidos perpendicularmente em mm e o

resultado final foi expresso como a média de trés medicoes.

2.4.3.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Para realizagéo das analises de antioxidades foi utilizado o método baseado na
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515 nm. As amostras de filmes foram preparadas
utilizando 100 mg dos filmes e adicionados 2 mL de metanol. Essa mistura (extrato) foi
mantida sob agitacdo horizontal (100 rpm) durante 3 h a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. O consumo do radical livre DPPH dos filmes foi monitorado conforme
metodologia de HERRERO et al. [16], através da determinacdo do decréscimo da
unidade de absorbancia (UA) nas solucdes de reacdo. A capacidade de sequestrar 0
radical livre foi expressa como percentual de inibicdo de oxidacdo do radical, e

calculado conforme a Equacgéo 4.
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T UAcontrole—UAamostra
% inibicdo = .100 4)

UAcontrole

O poder redutor dos filmes foi determinado em triplicata de acordo com o
método modificado de OYAIZU [26] como descrito por WENG et al. [32]. Os extratos
dos filmes foram realizados da mesma maneira que a metodologia anterior porém o
solvente utilizado foi dgua. A absorbancia foi registrada ap6s 10 min da reacdo em
espectrofotbmetro num comprimento de onda 700 nm. O branco foi realizado somente

com agua sem o extrato de filmes.

2.5 Aplicagao dos filmes como embalagem nanocompdsitas ativas

A carne suina utilizada foi o lombo suino, adquirido e transportados em caixas
térmicas com gelo picado, a carne foi cortada em porcdes de aproximadamente 30 g
(5 x 4 x 4 cm), e estes foram revestidos com os filmes selecionados, e com
embalagem comercial de PVC (cloreto de polivinila), para que pudessem ser
comparados os resultados dos diferentes tratamentos e armazenados a 7°C. Foram
realizadas as analises de perda de massa, e contagem de microrganismos mesdfilos e

psicrotréficos em intervalos de 0, 3, 5, 7 e 9 dias.

2.5.1 Perda de massa
A determinacéo de perda de massa foi obtida relacionando-se a diferenca entre
0 peso inicial do produto e o peso obtido ao final de cada tempo de armazenamento.

Os resultados serdo expressos em porcentagem de perda de massa.

2.5.2 Contagem de Mesoéfilos e Psicotropicos

Para a determinacdo da contagem total de microrganismos viaveis, as placas
foram incubadas invertidas em estufa a 37°C durante 48 h para microrganismos
mesofilos e a 7°C durante 10 dias para psicrotréficos. O limite de contagem adotado

foi de 25 a 250 UFC por placa, sendo que as andlises foram realizadas em triplicata.

2.6 Andlise estatistica
Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para
determinar diferenca estatisticamente significativas com 95% de confianca entre

médias (p<0,05), usando o programa Statistica 5.0 (Statsoft, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicédo quimica proximal

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos da composicdo proximal quimica
da CMS de frango e do isolado proteico de frango utilizados para execucdo desse
trabalho.

TABELA 1- Composicdo quimica proximal da carne mecanicamente separada de

frango e do isolado proteico de frango.

Componente (%) CMSF (b.u) * CMSF (b.s) * IPF Lidfilizado (b.s) *
Proteina 13,0+ 0,9 38,615 92,3+1,6
Lipidios 19,6 £+ 0,4 60,3+1,2 6,3+0,3
Cinzas 0,8+0,1 2,7+0,3 1,6+0,0
Umidade 67,704 -- --

*Média dos resultados da triplicata; + desvio padrédo; b.u= base Umida; b.s= base seca; CMSF=
carne mecanicamente separada de frango; IPF= isolado proteico de frango.

A composicéo encontrada para a CMS de frango deste trabalho esta de acordo
com o0s parametros exigidos pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento pela
instrucdo normativa BRASIL n°4 de 2000, que disp6e que em base umida a CMS de
frango deve apresentar um minimo de 12% de proteina e maximo de 30% de gordura.

Com os resultados apresentados na Tabela 1, pode-se verificar que
comparando-os com trabalhos de MASSINGUE [19] apresentando os valores obtidos
para os atributos da composicéo proximal quimica de 67,57% de umidade, 13,23% de
proteina, 17,61% de lipidios e 0,58% de cinzas, que os resultados sao proximos aos
encontrados. No que se refere ao isolado proteico (IPF) liofiizado da carne
mecanicamente separada de frango, pdde-se verificar que foi obtido o isolamento das
proteinas de forma bem sucedida, conforme relatado na Tabela 2. Os resultados
obtidos para proteina corresponderam a 92,3%, confirmando a utilizacdo deste método
como fundamento para recuperacdo de proteinas de determinadas matérias primas.
Ha relatos na literatura, entretanto, que ndo encontram valores tao adequados quantos
os deste trabalho, pode-se verificar também que houve reducgéo significativa do teor de

lipidios e cinzas.
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3.2 Caracterizacao dos filmes
Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da caracterizacéo dos filmes de

bioativos nhanocompdsitos.

TABELA 2- Propriedades da filmes proteicos controle (PP), e os incorporados com a
montmorilonita modificada (P30B)

Propriedades PP P 30b 0,5% P 30b 0,75%
Espessura (mm) 0,085+ 0,0032 0,085 + 0,0042 0,088 + 0,0042
RT (Mpa) 5,16 + 0,87° 7,57 £0,27° 14,08 + 0,90°
ER (%) 3,66 + 0,65° 3,85+ 0,75° 3,34 £ 0,16°
Solubilidade (%) 23,68 + 0,63° 22,02 + 0,42° 16,27 + 0,99"
PVA (gmm.m?°dkPa™) 14,72 + 0,632 12,37 + 0,79° 11,83 + 1,05"

PP: proteina + glicerol; P30b: proteina + glicerol + 0,5% ou 0,75% de nanoargila; RT=
resisténcia a tracdo; ER: elongacao até ruptura; PVA: permeabilidade ao vapor de agua; *
média das triplicatas; *: desvio padrdo; Letras iguais na mesma linha indica que ndo ha
diferenca significativa (p> 0,05).

3.3 Espessura

A espessura dos filmes de proteinas relatados na Tabela 2 variaram de 0,085 a
0,088 mm, e ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Considerada
um parametro que influéncia em diversas propriedades como as mecanicas, cor,
solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua, se faz necessario um controle da
espessura para que os filmes mantenham um padrdo, a fim de serem comparados,

logo se pode afirmar que houve um efetivo controle no processo.

3.4 Resisténcia a Tracédo e Elongacao a Ruptura

A RT e ER dos filmes proteicos controle (PP) conforme apresentados na
Tabela 2 foram de 5,16% e 3,66% respectivamente. Entretanto ao adicionar a
nanoargila modificada os filmes proteicos obtiveram um aumento significativo (p<0,05)
no valor de resisténcia a tracdo, sendo que para os adicionados de 0,5% de nanoargila
modificada, houve um aumento correspondente a 47%, e os incorporados com 0,75%
guase triplicaram os valores padroes. NAKASHIMA, CHEVALIER e CORTEZ-VEJA
[23] também avaliaram o efeito da montmorilonita em filmes de coldgeno adicionados
de 6leo essencial de cravo da india, variando suas concentracdes entre 0,2 a 0,8% de
montmorilonita. Entretanto, os resultados de resisténcia a tracdo de 5,1 a 14,2 Mpa

variando positivamente, sendo que os filmes que obtiveram resultados promissores
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para comparacao utilizaram concentragdes de montmorilonita e glicerol proximas
deste trabalho. No que diz respeito & elongac@o dos filmes (E%) n&o houveram
diferengas significativas nos resultados, esse efeito pode ser considerado positivo visto

que a montmorilonita ndo afetou a matriz dos polimeros negativamente.

3.5 Solubilidade e Permeabilidade ao vapor de 4gua

Através dos valores de solubilidades dos filmes proteicos apresentados na
Tabela 2, é possivel observar que a montmorilonita provoca a reducéo da solubilidade
dos filmes, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os filmes PP e P30b
0,5%, indicando que a adi¢cdo nessa concentracdo pode nao ter sido suficiente para a
matriz se manter estavel em contato com a agua. ECHEVERRIA, EISENBERG e
MAURI [12] avaliaram filmes de proteina de soja com diferentes concentracbes de
montmorilonita (2,5; 5; 7,5; 10 g/100g) e seu efeito nas propriedades fisicas. No que
diz respeito a solubilidade, esta apresentou uma reducdo conforme o aumento da
concentracéo de nanoargila, os valores de reducéo variaram de 51 a 33%, sendo que
houve uma reducdo de 65% entre os filmes padrédo e o filme com a concentragéo
maior que seria 10% de nanoargila.

A permeabilidade dos filmes proteicos esta apresentada na Tabela 2, onde a
incorporacdo da nanoargila modificada influenciou significativamente (p<0,05),
reduzindo a permeabilidade dos filmes; entretanto nas duas concentragdes de
montmorilonita ndo houve diferenca significativa nos valores de reducdo. ROCHA et al.
[27] que caracterizaram filmes de isolado proteico de Anchoita (Engraulis anchoita)
acrescidos de acidos organicos sorbico e benzoico, onde o valores de permeabilidade
variaram de 14,9 a 21,0 g.mm (m? d kPa)*’. Estes autores atribuiram a taxa de
permeacdo alta justificando que geralmente filmes a base de proteinas de pescado,
tendem a apresentar maior afinidade ao vapor de A&gua, visto o numero de

amino&cidos polares presentes na composi¢do das proteinas.

3.6 Cor e opacidade

A Tabela 3 apresenta os parametros de cor e opacidade. E possivel notar que
os filmes proteicos no parametro luminosidade, que representa o quanto uma amostra
€ clara ou escura, variando numa escala de 0 (preto) a 100 (branco), tenderam ao
branco, apresentando valores que ndo variaram significativamente entre si. Para os
parametros a* os valores tenderam ao verde apresentando resultados negativos de —
1,69 a -2,26, onde os filmes proteicos padrdo (PP) apresentaram o maior valor de

tendéncia ao verde, entretanto ndo apresentou diferenca significativa entre os
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adicionados de 0,5% de nanoargila. Os filmes incorporados com 0,75% de nanoargila
diferiram significativamente do padrdo, onde ocorreu uma leve reducédo da tendéncia
ao verde. Para os dados de b* que refere a intensidade ao amarelo, os resultados ndo
apresentaram diferenca significativa entre si, sendo que todos apresentaram tendéncia

ao amarelo.

TABELA 3- Cor e opacidade dos filmes proteicos ativos hanocompasitos.

Amostras Parametros
L* a* b* Opacidade (%)
PP 88,53+ 0,69° -2,26+ 0,07° 24,82+ 1,69° 12,29 + 0,01°
P 30b 0,5% 88,11+0,91*  -1,96+0,15% 25,10+ 0,82° 13,29 + 0,26°
P 30b0,75%  89,00+0,80* -1,69+0,19° 24,01+ 1,40° 12,76 +0,13°

Letras iguais na mesma coluna significam que nédo houve diferenca significativa. PP= proteina
padrdo; P 30b 0,75%= filmes proteicos incorporados com 0,75% de nanoargila modificada.
*Média das triplicatas + desvio padréo.

As opacidades dos filmes proteicos tiveram diferenga significativa entre si, onde
os filmes padrées tiveram 12,29%, os filmes continham 0,5% de nanoargila
corresponderam a 13,29% e por fim os filmes com concentragdo de 0,75%
apresentaram 12,76% de opacidade. A opacidade dos filmes é um fator importante
para sua aplicacdo, sendo que quanto menor sua opacidade, maior 0 seu nivel de
transparéncia. ZAVAREZE et al. [33] elaboraram filmes de proteinas de pescado e,
também verificou luminosidade tendendo ao branco, visto que a matéria prima também
apresenta uma coloracdo proxima ao branco. A opacidade dos filmes variou de 12,0 a

13,5, e também concorda com os resultados deste trabalho.

3.7 Caracterizacdo morfologica dos filmes bioativos nanocompésitos.

3.7.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 1 apresenta as micrografias dos filmes proteicos bioativos
nanocompaositos. Na microscopia eletrénica de varredura com aumento de 2000
vezes, pode-se visualizar as diferencas morfologicas dos filmes obtidos a partir de
isolado proteico de frango (IPF), e dos respectivos incorporados de nanoargilas nas
duas concentracdes de trabalho. Como exposto na Figura (1a) a estrutura do filme de
proteina padrao dispdem—-se homogénea, compacta, sem aglomerados demonstrando

a interacdo do IPF com o agente plastificante glicerol. Nas Figuras (1b) e (1c) pode-se
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verificar na estrutura a presenca de granulos, esses representam aglomerados de
nanoargila, porém a matriz apresenta livre de bolhas de ar, uniforme e sem a presenca

de rachaduras indicando a boa intera¢cdo da MMT e o polimero.

SEI 10V WD12em SS0 M 1 SE 1Y WD12mm 02000 oy SEI 1V WOlem §85
FURG- CEME-SUL 02 Feb FURG- CEME -SUL 02 Feb 201 FURG. CEME-SW

FIGURA 1 - Microscopia eletronica de varredura dos filmes proteicos incorporadas

com montmorilonita modificada. (a) filmes padrdes de proteina, (b) filmes proteicos
adicionados de montmorilonita modificada em uma concentragéo de 0,5% e (c) filmes
proteicos adicionados de 0,75% montmaorilonita modificada.

SANTOS [29] desenvolveu e caracterizou filmes nanocompdsitos de araruta
(Maranta arundinacea) e montmorilonita. Na avaliagdo da microscopia eletronica de
varredura, 0 autor também percebeu uma superficie lisa e homogénea com auséncia
de rachaduras ou bolhas nos filmes produzidos com fécula de araruta, glicerol e MMT,

0 que é um indicativo da compatibilidade entre os trés componentes da formulagéo.

3.8 Avaliacéo da bioatividade

3.8.1 Atividade antimicrobiana

Os resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes e blendas
realizada pelo método de difusdo em agar estdo apresentados na Tabela 4, sendo
como gram-positivo Staphyloccus aureus e gram-—negativo Eschericia coli. Esses
microrganismos testados possuem uma forte incidéncia de casos de doencas

transmitidas por alimentos (DTAS).
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TABELA 4- Atividade antimicrobiana dos filmes e blendas incorporados com

nanoargila modificada (cloisite 30b).

Amostras Staphyloccus aureus* Escherichia coli*

PP S/ halo de inibicao S/ halo de inibicdo
P 30b 0,5% S/ halo de inibicédo S/ halo de inibicdo
P 30b 0,75% 31,3+ 2,1%= S/ halo de inibicdo

PP: filme de proteina padrdo; P 30b filme de proteina incorporados com montmorilonita
modificada; * média das triplicatas; +: desvio padrao; Letras iguais na mesma linha indica que
nao ha diferenca significativa (p> 0,05); ** Halo total de efeito bacteriostatico (mm).

A Tabela 4 apresenta as medidas dos halos de inibi¢éo total, sendo que o disco
de filmes que foi utilizado na andlise foi de 25 mm, os resultados mostram que nao
houveram halos de inibicdo para Escherichia coli, e somente as filmes e blendas
incorporados com 0,75% de nanoargila apresentaram halo de inibi¢cdo bacteriostéaticos
para Staphyloccus aureus. A Escherichia coli € um microrganismo Gram — negativo, e
este poderia ser uma das justificativas por ndo terem sido detectados esses halos, que
conforme relatado por BOMONO e SZABO [5] alguns antibacterianos sdo insensiveis
na presenca de cepas Gram-negativas, pois ndo conseguem transpassar a membrana
externa destas bactérias, dificultando assim a difusdo destes para o seu interior
celular, no qual compde parte fundamental para acdo de antibidticos, sanitizantes,
entre outros.

A Figura 2, apresenta a imagem da amostra que apresentou halo de inibicao,

sendo ela para os filmes proteicos incorporados com 0,75% de nanoargila modificada.

FIGURA 2 — Halo de Inibicdo do filme bioativo nanocompdésitos na

concentracéo de 0,75%.
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Na Figura 2 esta representado o halo de inibicdo encontrado na incorporagéo
de 0,75% de montmorilonita, entretanto, ndo foi possivel observar halos de inibicao de
efeito bactericida, ou seja, com indugcédo da morte bacteriana. O que podemos perceber
que ha um halo de efeito bacteriostatico que significa uma interrup¢do no crescimento
microbiologico [15].

KANMANI and RHIM [18] elaboraram filmes nanocompésitos ativos a base de
gelatina incorporados com nanoparticulas de prata e nanoargila (Cloisite 30b), os
microrganismos de origem patogénica testados foram E. coli e L. monocytogenes. Os
autores verificaram que os filmes de gelatina e nanoargila apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, e que sua combinagdo com
nanoparticulas de prata acentuam o efeito bactericida contra L. monocytogenes, visto
que uso individualmente das nanoparticulas ndo apresentou resultados tao
satisfatérios quanto os combinados com Cloisite 30b. Sendo assim, os resultados
desses autores evidenciam o poder antimicrobiano da cloisite 30b (mesma nanoargila
utilizada neste trabalho) onde os autores evidenciam o seu efeito bactericida contra
bactérias gram positivas.

3.8.2 Atividade Antioxidante

Através dos resultados obtidos na caracterizacdo e na avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos filmes, os filmes P30b 0,75% apresentou atividade antimicrobiana
e boas propriedades mecéanicas. Logo, os mesmos e o padrdo foram selecionados
para avaliagdo da atividade antioxidante e aplicagéo.

Ao avaliar o potencial antioxidante dos filmes ambos incorporados de
nanoargila Cloisite 30b na concentragdo de 0,75%, se obteve os seguintes valores
quando determinado pelo método DPPH os filmes de proteina padrao (PP) e os com
nanoargila (P30B 0,75%) apresentaram 72,15% e 66,45% de inibicdo
respectivamente.

Para os resultados de poder redutor os filmes proteicos padrdes (PP)
apresentaram valores de absorbancia de 0,190 e para P30b 0,75% onde absorbancia
foi de 0,175, ndo houveram diferenca significativa, sendo que para ambos 0s casos a
presenca da nanoargila influéncia na redugdo da atividade antioxidante. Ndo h&
literaturas que relatem a obtencéo de filmes antioxidantes somente com nanoargila,
todas apresentam a utilizacdo de composto fendlicos, extrato com algum carreador na
atividade antioxidante, entretanto no caso desse trabalho pode-se se ter relacdo com a

guantidade de proteina disponivel na matriz polimérica.
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Sabe-se que as nanoargilas ndo apresentam a capacidade de sequestrar
radicais livres e nem de reduzir ferricianeto a ferrocianeto, sendo assim a capacidade
antioxidante esta relacionadas a presenca do isolado proteico de frango. Outros
trabalhos foram desenvolvidos em hidrolisados proteicos de pescado, frango, devido
as poucas referéncias que tratam desse assunto, CENTENARO [7] realizou um vasto
estudo e avaliou a atividade antioxidante de diferentes materiais primas de origem
animal, sendo que uma dessas matérias primas foram o0ssos de castanha e de
pescado, que apresentaram em torno de 23% de atividade de sequestro de radicais
pelo método DPPH.

3.9 Aplicacdo dos filmes e blendas nanocompdsitas antimicrobianas na
conservacao de lombo de suino.

3.9.1 Contagem de Microrganismos Mesofilos e Psicrotréficos.

A Tabela 5 demonstra a contagem de crescimentos dos microrganismos
mesofilos, da carne de lombo suino envolvida por 3 tipos de tratamentos, sendo eles:
embalagem comercial de cloreto de polivinila (PVC), filmes proteicos padrbes (PP), e
os filmes nanocompdsitos incorporados com 0,75% de montmorilonita modificada por

sais de quaternario de aménio.

TABELA 5- Contagem de crescimento de microrganismos mesoéfilos (log UFC/g) das

amostras de lombo suino.

Tempo (dias)*

Tratamentos
3 5 7 9
Comercial PVC 2,95+ 0,16 4,37 +0,05®® 5,07 +0,18"* Incontavel
PP 2,72+0,05"®  4,21+0,27%  527+0,06° 6,39+ 0,01¢

P30B 0,75% 324+0,16% 3,14 +0,21°° 5,12 +0,05" 6,09 +0,11°*

Letras iguais na mesma coluna significam que ndo houve diferenca significativa. Letras
mindsculas estéatica referente ao dia; Letras mailscula estatica referente aos dias consecutivos;
Comercial PVC= embalagem de poli cloreto de vinila; PP= proteina padrdo; P 30b 0,75%=
filmes proteicos incorporados com 0,75% de nanoargila modificada; *Média das triplicatas +
desvio padrao.

Como pode ser visto a partir dos dados mostrados na Tabela 5, a carga total de
células bactérias mesdfilas aumentou gradualmente com o tempo de armazenamento

para todas as amostras, sendo que no terceiro dia de armazenamento o filme
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comercial de PVC, se mostrava estatisticamente igual a blenda padrdo apresentando
entre 2,95 — 2,72 log UFC/g, entretanto no ultimo dia de avaliagédo a carne suina ja se
apresentava em estado de putrefacdo, com o odor caracteristico e exsudagdo da
carne, sendo que no que diz respeito a contagem microbiol6gica, ndo foi possivel
realiza-la, sendo incontavel. Em contrapartida, os filmes desenvolvidos nesse trabalho
ainda apresentavam contagens aceitaveis, PP e P30b 0,75%, o que indica uma
pequena reducdo significativa nos resultados sugerindo o efeito bacteriostatico
identificado na avaliacdo antimicrobiana por teste difusao.

Os resultados para psicrotroficos apresentados na Tabela 6, também
evidenciaram o mesmo efeito de crescimento microbiano apresentados para
psicrotréficos, com aumento gradativo ao longo dos dias de avaliacdo e pequenas
redugdes significativas na contagem dos filmes e incorporados com nanoargila
modificada. A legislacdo brasileira n&o determinar limites de contagem para
microrganismos mesofilos e psicrotroficos, somente para Salmonella e Coliformes a
45°C.

TABELA 6- Contagem de crescimento de microrganismos psicrotréficos (log UFC/g)

das amostras de lombo suino.

Tempo (dias)*
Tratamentos
3 5 7 9
Comercial PVC 3,27 £0,07°° 6,28 +0,05** 5,30 + 0,03°® Incontavel
PP 3,25+ 0,05°° 4,33+0,02°° 4,89 +0,10% 6,41+ 0,05

P30B 0,75% 3,50+ 0,052 4,27 +0,02°° 4,29+0,02°° 6,32+0,16°*

Letras iguais na mesma linha ou coluna significam que ndo houve diferenca significativa. Letras
mindsculas estéatica referente ao dia; Letras mailscula estatica referente aos dias consecutivos;
Comercial PVC= embalagem de poli cloreto de vinila; PP= proteina padréo; P 30b 0,75%-=
filmes proteicos incorporados com 0,75% de nanoargila modificada; *Média das triplicatas +
desvio padréo.

SIROCCH et al. [30] realizaram uma investigacéo sobre o aumento de vida util
em carne bovina, utilizando 6leo essencial de Rosemary (Rosmarinus officinalis L.),
onde foram avaliados durante 20 dias em condi¢cdes aerdbicas o armazenamento a
4°C. O resultados expressam que no 5° e 6° dias de armazenamento, a carne bovina
ja apresentava o limite maximo de contagem de microrganismos psicrotroficos
aceitavel para qualidade microbiolégica de alimentos, este que seria 7 log UFC/g de

acordo com o autor. Sendo assim com base nos nossos resultados, a carne suina
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embalada com filmes ativos nanocompositos, ainda estariam préprias para o consumo

no 9° dia util.

3.9.2 Perda de massa

A carne de lombo suino foi embalada com 3 tratamentos, comercial (PVC),
proteina padrdo (PP), proteina 30b 0,75% (P 30b 0,75%). Ap6s os 9 dias de
armazenamento, os tratamentos apresentaram perda de massa a partir do 3°dia,
sendo que PVC, PP, P30b, obtiveram 10; 44,5; 42,8; respectivamente de perda de
massa. Como pode-se observar os filmes incorporados com nanoargila modificada
apresentaram reducdo na perda de massa comparadas ao seu padréo. Visto que, a
adicdo da nanoargila influenciaram nos valores de solubilidade e permeabilidade ao
vapor de agua, dos quais se refletiram na perda de massa, onde a nanoargila ao
interagir com a matriz dos polimeros, cria um caminho tortuoso para a passagem de
agua e oxigénio, fazendo com que o mesmos tenham mais dificuldade de transporte
para o meio exterior. Todavia, mesmo com essa influéncia da nanoargila, os filmes e
as blendas nao superaram a embalagem sintética de PVC, no qual apresentou 10% de
perda de massa. CORTEZ-VEGA, BAGATINI e SOUZA [11] avaliaram a perda de
massa de mamao minimamente processado envolto por cobertura nanocompdsita,
proveniente de isolado proteico de corvina e montmorilonita organofilica, onde também
encontrou uma reducdo da perda de massa ao incorporar montmorilonita na solucéo

de cobertura dos mamaoes.

4. CONCLUSAO

Este estudo consolidou o processo de obtencdo de isolado proteico de carne
mecanicamente separada de frango, apresentando valores consideravelmente altos de
proteina (92,2%), possibilitando o desenvolvimento de filmes proteicos, e sua mistura
com agar, apresentando boa compatibilidade entre esses polimeros. Independente da
concentracdo de nanoargila, os resultados para resisténcia a tracdo, elongacao e
solubilidade apresentaram-se satisfatério, pois ocorreu um aumento significativo e
positivo dessas propriedades. Nas analises bioativas antimicrobiana, o filme com a
maior concentracdo de nanoargila apresentou halo de inibicdo de efeito bacteriostatico
e, também potencial antioxidante. Por fim pode-se indicar que os filmes proteicos

bioativos com nanoargila, obtiveram éxito nos seus desenvolvimentos e podem ser
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aplicadas em diversos alimentos de acordo com as caracteristicas que 0 mais

favorecerem.
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