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RESUMO

Estudou-se o efeito da aplicagdo de revestimentos comestiveis a base de
gelatina e quitosana em mono e dupla camada, para a manuten¢do da qualidade
de carne bovina estocada sob refrigeracdo (4+1 °C, por 8 dias), simulando-se as
condicbes de estocagem em balcdo de atendimento. A cada dois dias, ao longo
do tempo de estocagem, foram realizadas analises de perda de peso, pH, indice
de peroxidos (IP), substancias reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS),
pigmentos relativos da mioglobina (O,Mb, Mb+ e MMb), taxa de consumo de
oxigénio (TCO), atividade da metamioglobina redutase (MRA), analises
microbioldgicas e microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para a
caracterizagdo sensorial foi utilizado o método de perfil descritivo otimizado
(PDO), sendo avaliada a percepgdo das cores vermelha e marrom. Pdde-se
observar que os revestimentos tinham uma superficie homogénea, densa, sem
fissuras e sem apresentagdo de poros. Os bifes revestidos apresentaram menor
perda de peso quando comparados com o controle. A média de pH para o
controle (5,96) foi superior (P<0,05) a das amostras tratadas com mono (5,67) e
dupla camada (5,66). Observou-se que a aplicacdo dos revestimentos foi efetiva
na diminuicdo da oxidacdo lipidica (avaliado pelo IP e TBARS). Verificou-se
maior decréscimo de O.Mb (%) para o controle e a maior conversdo deste
pigmento a Mb+ e MMb com o tempo. A cor da carne foi favorecida pela
aplicacdo de ambos os revestimentos mono e dupla camada. O controle
apresentou (P <0,05) maior TCO (26,9%) e menor MRA (15,7%), quando
comparado aos tratamentos mono (15,8% e 25,1%) e dupla camada (11,8% e
22,8%), respectivamente. Para microrganismos psicrotréficos, os revestimentos
em mono (média de 3,6 logic UFC/g) e dupla camada (3,4 logw UFC/Q)
exerceram efeito antimicrobiano semelhante durante o tempo de estocagem, e as
contagens das amostras revestidas foram inferiores (p<0,05) ao controle (4,2
logio UFC/g). O revestimento em dupla camada diminuiu em até 3,4 logio
UFC/g de microrganismos mesofilos, quando comparado com o controle. No
PDO, as amostras diferiram quanto a cor vermelha e quanto a cor marrom. As
amostras mono e dupla camada apresentaram os maiores valores de vermelho,
enguanto o controle apresentou maior teor de marrom a partir do sexto dia de
armazenamento. Conclui-se que a utilizacao de revestimentos comestiveis para a
conservacdo de carne bovina é uma alternativa viavel para a manutencdo de
pardmetros de qualidade da carne estocadas em sistemas simples de embalagem,
com alta permeabilidade ao oxigénio e armazenadas sob refrigeracao.

Palavras-chave: Gelatina. Quitosana. Oxidag&o lipidica. Cor.



ABSTRACT

The aim of this work was study and evaluate the effects of applying
edible coatings based on gelatin and chitosan in mono and double layers for
maintaining the quality of beef stored under refrigeration (4 £ 1 °C for 8 days) to
simulate the storage conditions in the counter service. In every two days
throughout the duration of storage, tests were carried out in weight loss, PH,
peroxide value, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), relative
myoglobin pigments (O.Mb, Mb+ and MMb), oxygen consumption rate (OCR),
metmyoglobin reductase activity (MRA), microbiological analysis and scanning
electron microscopy (SEM/EDS). For sensorial characterization, Profile
Description Optimized (PDO) was used to evaluate the red and brown color. It
can be observed that the coating had a homogeneous, dense, crack-free surface,
without pores. The coated beef had less weight loss when compared to the
control. The medium pH for the control (5.96) was greater (P < 0.05) than the
samples treated with mono (5.67) and bilayer (5.6). It was observed that the
application of the coatings was effective in reducing lipid oxidation (evaluated
by PV and TBARS). It was verified a largest decrease of O,Mb (%) for control
and higher conversion of this pigment to Mb+ an MMb with storage time. The
color of the meat was favored by applying coatings both mono and double
layers. The control presented (P >0.05) greater OCR (26.9 %) and lower MRA
(15.7 %) when compared to mono treatments (15.8 and 25.1 %) and double
layers (11.8 and 22.8 %), respectively. For psychotropic microorganisms,
coatings mono (average 3.6 logl0 CFU / g ) and bilayer (3.4 log10 CFU / g)
exerted similar antimicrobial effect during the storage time , and the scores of
the coated samples were lower (p < 0.05) than the control (4.2 log10 CFU / g).
The bilayer coating decreased to 3.4 logl0 CFU / g of mesophilic
microorganisms when compared with the control. In the PDO, the samples
differed in red and brown tons. The mono and bilayers samples showed the
highest values of red, while the control showed higher brown color from the
sixth day of storage. It was concluded that the use of edible coatings for beef
conservation is a viable alternative to maintaining quality parameters of the meat
stored in plain packaging systems with high oxygen permeability and stored
under refrigeration.

Keywords: Gelatin. Chitosan. Lipid oxidation. Color.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da mioglobina............cccccoeveiiiiiniii e
Esquema de interconversdo da mioglobina na carne fresca
(MANCINI; HUNT, 2005) ....cviieieiiniinienienieneeseeesesesiesie e
llustracdo esquematica da concentracdo de oxigénio e cor da
carne exposta ao ar: carne fresca avermelhada (YOUNG;
WEST, 2001) ...viiveiiiieiieieieeees et
Representacdo esquematica da influéncia do consumo de
oxigénio e da atividade da metamioglobina redutase na carne........
Etapas da autoxidagao lipidica..........covevririeiiiiniiccseeeee
Representacdo esquematica da estrutura primaria da quitosana,
sendo “n” o0 grau de PoliMEeTiZaACA0 ......eevverrvvrriririieiee e
Aleatorizacdo dos bifes obtidos da peca de contrafilé para a
realizacéo dos tratamentos controle, mono e dupla camada.............
Imagens de microscopia eletrbnica de varredura. (a) superficie
do revestimento, (b) superficie da carne controle sem
revestimento, (c/d) secéo de carne revestida em mono camada e
(eff) secdo de carne revestida em dupla camada............cccceververienens
Imagens de microscopia eletronica de varredura. (a) secdo de
carne revestida em monocamada, em que espessura do filme =
20,34 um e (b) secdo de carne revestida em dupla camada, em
gue espessura do filme = 54,89 UM .........ccccoeviiieiiie e,
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre a
perda de peso de bifes armazenados por 8 dias, sob refrigeracéo
B4 OC et ens
Efeito do tempo sobre o pH de bifes armazenados por 8 dias sob
FefrigeraCio 8 4 OC ..ot
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre
indice de perdxidos (IP) de bifes armazenados, por 8 dias, sob
FefrigeraCio 8 4 OC ....ooiiieieicee e
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o
indice de TBARS de bifes armazenados, por 8 dias, sob
FefrigeraCo 8 4 OC ..o
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o
teor de oximioglobina (O,Mb) de bifes armazenados, por 8 dias,
SOD refrigeraGio @ 4 PC.. ..o s
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o
teor de de oximioglobina (Mb+) de bifes armazenados, por 8
dias, sob refrigeracio 84 °C ......cccooeve e


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746510
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746510
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746511
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746511
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746511
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746512
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746512
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746512
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746513
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746513
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746513
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746514
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746514
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746514

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre 0
teor de metamioglobina (MMb) de bifes armazenados, por 8
dias, sob refrigeracao a4 °C ......ccccvvieveieee e 85
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos
valores de L* de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracédo

Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos
valores de L* de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeragéo

Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camadas no
pardmetro de amarelo (b*) de bifes armazenados, por 8 dias, sob
FEfrigeraCio 8 4 OC ....ooviieieiee e 92
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos
pardmetros de saturacdo (C*) de bifes armazenados, por 8 dias,
SOD refrigeraGiio @ 4 PC.. ..o s 94
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos
pardmetros da tonalidade (h*) de bifes armazenados, por 8 dias,
SOD refrigeraGio @ 4 PC.. ..o s 95
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na taxa
de consumo de oxigénio (TCO) de bifes de carne bovina
armazenada, por 8 dias, sob refrigeragdo a 4°C...........ccccvvvervennnn. 98
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
atividade redutora da mioglobina (MRA) de bifes de carne
bovina armazenada, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4°C ................... 99
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
contagem de microrganismos psicrotroficos de bifes de carne
bovina armazenada, por 8 dias, sob refrigeracdoa 4 °C................ 101
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
contagem de microrganismos mesofilos de bifes de carne bovina
armazenada, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4°C.........cc.ccccvvcvvvriennns 102
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
contagem fungos e leveduras de bifes de carne bovina

armazenada, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4°C.........ccccccvvvvvrnennns 103
Imagens dos tratamentos controle, mono e dupla camada,
durante 8 dias de armazenamento sob refrigeracdo a4 °C ............ 105

Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
percepcdo da cor vermelha de bifes de carne bovina
armazenada, por 8 dias, sob refrigeragdo a 4°C. ..........ccccevervrennns 106
Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na
percepcdo da cor marrom de bifes de carne bovina armazenada,
por 8 dias, sob refrigeracio a 4°C. .......cccvvvieveeeene e 108


file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746515
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746515
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746515
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746516
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746516
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746516
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746517
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746517
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746517
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746518
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746518
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746518
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746519
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746519
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746519
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746520
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746520
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746520
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746521
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746521
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746521
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746522
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746522
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746522
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746523
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746523
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746523
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746524
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746524
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746524
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746525
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746525
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746525
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746527
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746527
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746527
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746528
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746528
file:///C:/Documents%20and%20Settings/Isabel/Documentos/2015/Gisele/Tese_Giselle%20Pereira%20Cardoso%20Rev.%20Ref.%20Port.%20Pré-Formatada%2022-06-15%2015%20-%2015%2015.docx%23_Toc422746528

Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Possiveis utilizagBes dos filmes de acordo com a sua hatureza ......
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de perda de peso (Yi) dos tratamentos controle,
mono e dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
FEfrigeraCao @ 4 OC ...
EquacOes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de pH (Y) dos tratamentos durante
armazenamento (x, em dias) sob refrigeragdo a4 °C .........ccceeveneee
Equacoes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para o indice de perédxidos (Y;) dos tratamentos controle, mono e
dupla camada, durante armazenamento (X, em dias) sob
TEfrigeraCao @ 4 OC ...
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para o indice de TBARS (Y;) dos tratamentos controle, mono e
dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
TEfrigeraCao @ 4 OC. ...
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para teor de oximioglobina — O,Mb (Yi) dos tratamentos
controle, mono e dupla camada, durante armazenamento (X, em
dias) Sob refrigeraGio @ 4 °C.......coovevvererereieee s
Equacoes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de deoximioglobina — Mb+ (Yi) dos tratamentos
controle, mono e dupla camada, durante armazenamento (X, em
dias) Sob refrigeraGio @ 4 °C.......cocvevveiereneieeeeee e
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de metamioglobina — MMb (Y;) dos tratamentos
controle, mono e dupla camada, durante armazenamento (X, em
dias) Sob refrigeraCio @ 4 °C.......coovevverereieieeeeee e
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de L (Yi) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a

Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de a* (Y;) dos tratamentos bcontrole, mono e dupla
camada, durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracéo a

Equacoes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de b* (Y;) dos tratamentos bcontrole, mono e dupla

43



Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a

Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de C* (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a
A OC oottt ettt ns 94
Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de h* (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a

Equacoes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de cor vermelha (Y;) dos tratamentos controle,
mono e dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
FefrigeraGo @ 4 OC .....cocuivieiieeee e s 106
Equacoes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?)
para valores de cor marrom (Y;) dos tratamentos controle, mono
e dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
FEfrigeraCao @ 4 OC ......ocuoiieeieieeeee s 108



2.1
2.1.1
212

2.1.3
2.14

2.2

221
2211
2212
22121
22122
2.2.1.3
2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.54
355
3.5.6
3.5.7
3.5.8
3.5.9
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.7
3.8

4.1

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 14
REFERENCIAL TEORICO ..o, 16
CarNE IN NAIUMA .....ocviieiieieieee e 16
COF JA CAMNE. ...ttt 17
Taxa de consumo de oxigénio e atividade da metamioglobina

[=T0 [N 7 ]SSR 22
OXidagao0 lIPIdICA ....vevveiereiieieiee e 26
MiCrorganismos €M CAIMES ........ccccoviirirenereerrereese st eens 30
Sistemas de embalagens para carne in natura ...........ccccceeevevenenn. 32
Revestimentos COMESTIVEIS .......c.ovvviiiiriie s 36
Formas de obtengéo de revestimentos COMeStiveis............coceue.. 38
Compostos fIIMOGENICOS.........ccuviiiririie e 41
GRIALING .. s 44
(@ 1011 (017 T R 45
PIASTIfICANTES ....ocvveiece e 47
Aplicacao de revestimentos em CArNES..........cccevveerierereresenieneenns 48
MATERIAL E METODOS ..o, 53
REVESTIMENTO ...t 54
Obtencédo e porcionamento dos bifes .........ccocvvveveviviiene e, 54
Aplicacao dos revVeStIMENTOS .........covvieirerereiee s 55
Armazenamento € amMOStragemM ........ccceviieeiieeereeesieesreeesreeseeeens 56
Analises fisicas e bioquimicas na carne ..........cccccoeeveeveevesesenienn 57
Microscopia eletronica de varredura...........cccceoeeveniiencncsennenn 57
Perda de PESO ....ceoveiecie et e 57
PH e 58
Indice de Peroxidos (IP) ........cccocevuceeeeereeverereesee e 58
INAICe A8 TBARS ..., 58
Pigmentos relativos da mioglobina ...........ccccooveviiiiiciieicce, 59
Analise 0bJetiva da COr........ccoviiiiiiie e 60
Determinacéo da Taxa de Consumo de Oxigénio (TCO)............. 61
Atividade redutora da metamioglobina (MRA)..........cccocevenrneee 62
Analises MIcrobiolOgiCas ........c.occvreireirciiece e 62
Microrganismos PSICrOtrofiCoS.........coouirrireiireiree e 63
Microrganismos MesOfilos .........cccovvvviiiiiieiereee e 63
Fungos filamentosos e [eveduras ............ccceveveieiinicninesc e 64
Andlise sensorial — perfil descritivo otimizado...............ccccceeevennne 64
ANALISE ESTALISTICA. ....vvvieeieiieeeee s 66
RESULTADOS E DISCUSSAO.........c.ooeiereeeeeereeeesiessesseenies e 68

Microscopia eletronica de varredura...........cccceevevevieneneseneneenn 68



4.2
4.3
4.4
4.4
4.5
4.6

4.7
4.8

PH et 74
OXidagao liPIdiCa .......cccovviiiieiecece e 76
Pigmentos relativos da mioglobina ..o, 82
ANAlise 0bJetiva da COr........ccoiiiiiiie e 86
Determinacdo da taxa de consumo de oxigénio e da atividade

da metamioglobina redutase...........cccccoeveiieie i 97
Analises MicrobiolGgicas............cocviriiieiiiiiee e 100
Anélise sensorial — perfil descritivo otimizado.............cc.cccceevnee. 104
CONCLUSAO.........oiiiieiesisesssssise s 110
REFERENCIAS ..ot ssn s 111

ANEXOS ... 128



14

1 INTRODUCAO

Os consumidores demandam, atualmente, alimentos que apresentem
melhor manutencdo de indicadores de qualidade, como cor, textura, sabor e
qualidade nutricional. Essa necessidade tem provocado o desenvolvimento de
novas tecnologias, como 0 uso de sistemas de embalagens com capacidade de
retardar as principais alteragdes que ocorrem em alimentos.

Considerando-se a fungdo de protecdo, o desenvolvimento de um
sistema de embalagem para a carne bovina fresca deve, prioritariamente,
relacionar os principais aspectos, como perda da cor vermelha, crescimento
microbiano, desenvolvimento de aroma e odor desagradaveis e desidratagdo
superficial, indicando depreciacdo da qualidade da carne.

No Brasil, é altamente difundido o sistema que utiliza bandejas de
poliestireno expandido, envoltas por filmes esticaveis de alta permeabilidade a
gases, como o0 policloreto de vinila (PVC), para a comercializacdo de carne
refrigerada. A vida util do produto acondicionado neste sistema é de 2 a 3 dias,
devido, principalmente, a oxidacdo de mioglobina e ao rapido crescimento de
bactérias deteriorantes.

Uma alternativa para retardar a deterioracdo e aumentar a vida Util de
carnes armazenadas em sistemas simples de embalagens é a utilizacdo de
revestimentos comestiveis, associada a embalagens secundarias simples, que sdo
capazes de manter a qualidade com minima alteracdo de suas propriedades
intrinsecas.

Entre as propriedades funcionais dos filmes biodegradaveis podem ser
mencionados a barreira ao vapor de adgua, o transporte de gases (oxigénio e gas
carbonico) e de solutos, a retengdo de compostos aromaticos e a possibilidade de
incorporagdo de aditivos. Muitas substincias t€ém propriedades adequadas para

uso como revestimento ou filme. A atividade antimicrobiana é outro fator
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extremamente importante; o revestimento com esta capacidade ¢ de interesse
consideravel.

A utilizacdo de gelatina apresenta boa aplicacdo como revestimento
devido a sua viabilidade econdmica aliada ao seu baixo custo. A cobertura de
gelatina em carnes frescas pode auxiliar a reducdo da deterioracdo, ao atuar
como barreira ao oxigénio. A quitosana tem sido muito utilizada na composi¢ao
de filmes e revestimentos antimicrobianos porque, além de ter boas propriedades
formadoras de filmes, apresenta agdo antibacteriana. Esta acdo ¢ devido a sua
capacidade de ligar-se as moléculas de dgua, inativar as enzimas microbianas e
absorver os nutrientes usados pelos microrganismos.

Com base no exposto, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de
avaliar um revestimento comestivel a base de gelatina, quitosana e glicerol,
aplicado em uma ou duas camadas, para a conservacdo de carne bovina

refrigerada.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

A vida util de carnes é influenciada por vérios fatores, entre eles a
temperatura de estocagem, o oxigénio atmosférico, as enzimas do proprio tecido
animal, a umidade, a luz e, principalmente, a atuacdo de microrganismos. Entre
estes fatores, a presenca do oxigénio atmosférico é extremamente importante,
devido ao seu efeito quimico sobre a oxidagdo do pigmento de mioglobina e
sobre a rancificagdo da gordura, e ao favorecimento do crescimento de
microrganismos deterioradores aerdbios na superficie, uma vez que o tecido
interno do musculo é considerado estéril até o momento do corte. Estes fatores,
individualmente ou em associagdo, causam mudancas no odor, no sabor, no
aroma, na cor e na textura da carne, levando a deteriora¢do da sua qualidade.
Essa deterioragdo pode ser detectada por aumento da microbiota, descoloracéo,
rancificacdo e desidratacdo do produto (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Portanto, carnes frescas sdo produtos de alto valor agregado que
requerem sistemas de embalagem, distribuicdo e estocagem capazes de garantir
gue o produto chegue ao consumidor sem perda significativa da qualidade. A
qualidade desses produtos pode ser garantida por longos periodos, em
embalagens que retardam a deterioracdo microbioldgica, a perda de umidade e a
oxidacdo de gorduras, ao mesmo tempo em que mantenham a cor desejavel
(COELHO, 2008).

2.1 Carne in natura
A cor é um aspecto importante de aceitabilidade pelos consumidores,

que julgam a qualidade da carne no ponto de venda pela sua cor, a quantidade de
gordura visivel e seu odor (BEKHIT; FAUSTMAN, 2005).
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A cor e a descoloracdo da carne fresca ndo necessariamente refletem
seus valores nutricionais, organolépticos, funcionais ou seu estado de
conservacdo. No entanto, ¢ relatado que as preferéncias do consumidor baseiam-
se na aparéncia do produto. Ou seja, 0s consumidores necessitam,
primeiramente, estar totalmente satisfeitos com as propriedades sensoriais dos
produtos, antes que outras caracteristicas sensoriais se tornem relevantes. Em
carnes vermelhas, os consumidores relacionam o vermelho brilhante a cor de
carne fresca, enquanto rejeitam carnes que se tornaram marrons (BOWERS,
1993).

2.1.1 Cor da carne

A base bioquimica da cor vermelha em carnes € bem estabelecida e
depende da concentracéo e do estado de reducdo da mioglobina, da hemoglobina
e dos citocromos na carne. A mioglobina é o pigmento primario associado com a
cor vermelha da carne odor (BEKHIT; FAUSTMAN, 2005).

A mioglobina facilita a difusdo do oxigénio do meio extracelular para a
mitocondria; é uma proteina sollvel em agua, responsavel pela cor da carne. Ela
tem 8 a-hélices (geralmente rotulados A-H) de mioglobina, um grupo heme
prostético contendo um 4tomo central de ferro. Das seis ligagGes associadas com
0 atomo de ferro, quatro ligam o ferro ao anel heme; na 5% posicdo liga-se a
histidina-93 e a 62 é disponivel para ligacdes, entre as quais se incluem o
oxigénio, o mondxido de carbono, a agua e o Oxido nitrico (Figura 1)
(AMERICAN MEAT SCIENCE ASSOCIATION - AMSA, 2012).
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OH,

Figura 1 Estrutura quimica da mioglobina

O ligante presente na 6* posi¢do e a valéncia do ferro determinam a cor
da carne fresca. Sdo trés as formas de mioglobina na carne fresca: a
deoximioglobina (Mb+), a oximioglobina (O,Mb) e a metamioglobina (MMb)
(Figura 2) (RAMOS e GOMIDE, 2007). Estes trés pigmentos coexistem e a
proporgio relativa de cada um deles determina a cor da carne fresca. E raro
quando apenas uma destas formas quimicas se encontra presente na superficie da
carne. Geralmente, duas ou mais formas estardo presentes, mas a cor resultante
sera aquela caracteristica da forma quimica predominante. Por exemplo, a carne
fresca exposta ao oxigénio, usualmente, tem as trés formas quimicas principais
(O;Mb, MMb e Mb"), mas, enquanto a O,Mb predominar na superficie, a cor da
carne sera vermelho-brilhante. Entretanto, se 60% dos pigmentos de uma area
particular se oxidarem a MMb, esta area aparecera marrom (SEIDEMAN et al.,

1984).
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Deoximioglobina
Mb+ (Fe++)

M Carboximioglobina
"""" A4 frrmmmemeeee™ COMb- (Fe++)

Metamioglobina
MMb- (Fe+++)

[ AN
ATMO2 j-o-

Oximioglobina
OMb- (Fe++)

1. Oxigenagdo: Mb++ O, 2 Omb

2.a. Oxidag8o: OMb + [consumo de oxigénio ou baixa pressio parcial de 0,] — e 2 MMb
2.b. Oxidag8o0:[Mb+- ion hydroxi—ion hidrogénio complexo] + O, 2 MMb + 0,

3. Redugdo: MMb + consumo de oxigénio + atividade redutorada metamioglobina=> Mb+
4, CarboxiMb: Mb+ + monoxidode carbono = COMb

Figura 2 Esquema de interconversdo da mioglobina na carne fresca (MANCINI;
HUNT, 2005)

Quando ndo ha ligante presente na sexta posicéo e o ferro heme esté na
forma ferrosa (Fe*?), ocorrendo o pigmento de Mb+, essa cor resulta no
vermelho parpura, tipicamente associado com embalagem a vacuo, ou com a cor
do musculo imediatamente ap6s o corte (MANCINI; HUNT, 2005). Quando a
carne é exposta a baixas tensdes de oxigénio (PPO, < 0,1 mmHg) e os sistemas
redutores ainda estéo ativos, forma-se a Mb+, ndo apreciada pelos consumidores
(RAMOS; GOMIDE, 2007).

A oxigenagdo (quando a mioglobina é exposta ao oxigénio) é
caracterizada pelo desenvolvimento de uma cor vermelho-brilhante, ou
vermelho-cereja (MANCINI e HUNT, 2005). Quando a carne é submetida a

ambientes que apresentem alta pressdo parcial de oxigénio (PPO; > 40 mmHg)
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(com os sistemas redutores ainda presentes) € gerado o pigmento de O:Mb,
preferido pelos consumidores.

A conversdo da Mb+ a O;Mb € causada pela oxigenacdo que &,
simplesmente, a ligacdo covalente do oxigénio (O2) atmosférico no sitio livre
(sexta posi¢do) do ferro da mioglobina (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Porém, quando a carne é exposta a pressdes parciais intermediarias de
oxigénio (PPO; entre 1 e 20 mmHg), ocorre, ao invés da oxigenacdo, uma
oxidagdo do pigmento, formando o pigmento marrom de MMb. Neste caso, 0
ferro esta oxidado (+3) e tem como sexto ligante a 4gua (GILL; MCGINNIS,
1995).

A descoloracdo da carne é resultado da oxidagdo da Mb+ ou da O-Mb a
MMb. Além da quantidade da area superficial coberta pela MMb, a forma
quimica da mioglobina no interior do musculo também afeta a coloracdo da
carne, ja que a luz é refletida ndo somente da camada externa, mas também de
dentro do tecido muscular (SWATLAND, 2004).

A conversdo da mioglobina em MMb envolve a transferéncia de um
elétron do ferro heme para um agente oxidante. Na O,Mb os elétrons da érbita
externa do ferro heme estdo envolvidos nas ligacGes coordenadas e, assim, estdo
indisponiveis para participar das reagdes de transferéncia de elétrons, sendo,
portanto, mais resistente a oxidacdo. Assim, a Mb+, por ser mais instavel, é mais
susceptivel a se oxidar a MMb (MANCINI; HUNT, 2005).

A oxigenacdo da mioglobina (ou blooming) (reagdo 1 na Figura 2)
depende do tempo, da temperatura, do pH e da competicdo pelo oxigénio com a
mitocondria. Especificamente, a competicdo pelo oxigénio entre mioglobina e
mitocondria determina a penetracdo de oxigénio abaixo da superficie da carne, o
que afeta significativamente a cor superficial da carne. Pressfes parciais de
oxigénio maiores que a atmosférica facilitardo a formagdo de uma camada mais

espessa de OoMb na superficie e logo abaixo desta (Figura 3). Quando exposto
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ao CO, Mb+ retorna ao vermelho (reacdo 4 da Figura 2). A redugéo de O-Mb a
Mb+ é favorecida em condicOes de baixa presséo parcial de oxigénio, que ocorre
também quando o oxigénio presente no tecido muscular é consumido em muitas

reac@es, incluindo a respira¢do mitocondrial (AMSA, 2012).

Ar Presséo parcial de oxigénio
0 005 0,10 0,15 0,20 (atm)
Superficie da carne i : : : :
0 38 76 114 ‘(mm Hg)

Oximioglobina
(vermelho vivo)
Metamioglobina (marrom)

Deoximioglobina
(vermelho purpura)

Distancia da superficie (mm)
a

Figura 3 llustracdo esquematica da concentragdo de oxigénio e cor da carne
exposta ao ar: carne fresca avermelhada (YOUNG; WEST, 2001)

A relacdo direta entre acimulo de metamioglobina e rejeicdo da carne
pelos consumidores indica que as rea¢fes de maior importancia na quimica de
cor dos derivados de mioglobina s&o a oxidagdo da forma ferrosa nativa a forma
férrica e sua reducdo novamente a forma ferrosa (RAMOS; GOMIDE, 2007). O
pigmento de MMb ¢é utilizado como um indicador de aceitabilidade da carne,
que é rejeitada pelos consumidores quando a MMb compreende 20% ou 40% do
total de pigmentos na carne (GREENE; HSIN; ZIPSER, 1971; HOOD;
RIORDAN, 1973).

Processos enzimaticos e ndo enzimaticos podem reduzir MMb a Mb+ e
esta reacdo € fundamental para a estabilidade de cor. Inimeros fatores

intrinsecos e extrinsecos afetam essa reacdo, mas a taxa de consumo de oxigénio
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(TCO), a atividade da metamioglobina redutase (MRA) e a queda post mortem
de NADH s&o as varidveis mais significativas na extensao da cor da carne fresca
(JEONG; CLAUS, 2010).

2.1.2 Taxa de consumo de oxigénio e atividade da metamioglobina redutase

O aclimulo de metamioglobina na carne é afetado por fatores
extrinsecos, como luz, temperatura, pressdo parcial de oxigénio, assim como
fatores inerentes ao proprio musculo, como pH, oxidacdo lipidica, sistemas
redutores de metamioglobina e taxa de consumo de oxigénio no misculo post-
mortem (RENERRE, 1990).

Dos fatores intrinsecos, as caracteristicas bioquimicas de atividade de
metamioglobina redutase (MRA) e taxa de consumo de oxigénio (TCO) no
musculo post-mortem séo tidas como as maiores responsaveis pela estabilidade
da cor da carne fresca (RENERRE; LABAS, 1987), tendo em vista que a
maioria dos outros fatores intrinsecos, como o pH, afeta a estabilidade da cor por
modificar as fungfes da TCO e MRA (ZHU; BREWER, 1998).

A reducdo da MMb no musculo post mortem pode ser considerada o
fator primério e determinante na estabilidade de cor de carnes durante o
armazenamento. Os sistemas enzimaticos indicados como responsaveis pela
reducdo da MMb sdo referidos como atividade da metamioglobina redutase
(MRA) (MCKENNA et al., 2005). Esses sistemas enzimaticos atuam na redugao
do pigmento oxidado de MMb de volta & sua forma reduzida (Mb+)
(MADHAVI; CARPENTER, 1993).

A NADH-citocromo b5 redutase é a principal enzima envolvida no
processo de reducdo do pigmento de MMb nos tecidos. Essa reducdo é
fundamental no metabolismo oxidativo de producgdo de energia, ja que a MMb

ndo tem capacidade de se ligar ao oxigénio. A NADH-citocromo b5 redutase
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atua em dois sistemas citocromo (citocromo b5, localizado no reticulo
sarcoplasmatico e citocromo b, localizado na parte externa da mitocondria - OM
citocromo b) e pode reduzir tanto a MMb como a meta-hemoglobina (MHDb)
(ARIHARA et al., 1995). Bekhit e Faustman (2005) apresentam outros sistemas
redutores ndo especificos, em conjunto denominados de diaforases, capazes de
reduzir a MMb a Mb+.

A fungdo da NADH-citocromo b5 redutase , que apresenta pH 6timo de
6,5, é transferir dois elétrons do NADH para duas moléculas de citocromo b5
e/ou OM citocromo b. Por sua vez, o citocromo b5 reduzido transfere os elétrons
para uma variedade de aceptores, incluindo a MMb, reduzindo-os (Figura 4).
Dessa forma, o processo enzimatico de reducdo de MMb a Mb+ envolve a
enzima (NADH-citocromo b5 redutase), os intermediarios (citocromo b5 e/ou
OM citocromo b) e o cofator NADH (BEKHIT; FAUSTMAN, 2005).

O musculo ndo pode manter a capacidade redutora por muito tempo e, a
medida que o pH muscular cai, ocorre um aumento na concentracdo de MMb na
carne. Este aumento ocorre, possivelmente, devido a reducdo da atividade das
enzimas MRA presentes na carne e a reducdo na gera¢do de coenzimas redutoras
(NADH e NADPH), responsaveis pela redugdo da MMb a Mb* e sua posterior
oxigenagdo a OMb (VARNAM; SUTHERLAND, 1995).
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Afetado por:
- Espécie
- tipo de musculo
- Estresse

ﬂ (o)
Y2 NADH MMb n_aductase MMb
(redutor primario) (oxidado)

Complexo

Processo redutivo e 0.Mb
da carne enzimético 2
MMb reducta + Sistema enzimatico de
Y2 H* + V2 NAD* re. uciase Mb consumo de oxigénio
reduzido
= /
Afetado por: Afetado por:
- Tipo de musculo - Tipo de muasculo
- Temperatura - Temperatura
pH - pH
- Condigdes de tempo e - Condigdes de tempoe
estocagem estocagem

Figura 4 Representacdo esquematica da influéncia do consumo de oxigénio e da
atividade da metamioglobina redutase na carne.

Mb+= deoximioglobina; O2Mb+oximioglobina; MMb=metamioglobina

(ROSENVOLD; ANDERSEN, 2003)

Segundo Zhu e Brewer (1998), a perda de atividade do sistema MRA
durante o armazenamento ¢ acentuada quando a carne ¢ mantida exposta a luz.
Quando o potencial de oxirreducdo da carne ¢ esgotado, a descoloragdo torna-se
irreversivel.

Dessa forma, quando a carne ¢ armazenada refrigerada (2 °C), porém
exposta a altos niveis de oxigénio, sua vida util torna-se limitada a menos do que
duas semanas. Neste periodo, se nao houver uma agdo microbiana, havera,
seguramente, uma conversdo do pigmento de O.Mb a MMb, devido a perda dos
sistemas redutores da carne, ocasionando sua descoloracdo (SORHEIM;
NISSEN; NESBAKKEN, 1999).

O consumo de oxigénio pelo masculo tem sido identificado como um

fator importante na determinacgéo da estabilidade da cor. O consumo de oxigénio
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post mortem € relatado com a atividade mitocondrial residual no musculo. A
mitocdndria mantém sua capacidade oxidativa por seis dias post portem, sendo
gue a taxa de consumo de oxigénio decresce exponencialmente neste periodo.
Altas taxas de consumo de oxigénio impedem o desenvolvimento de O,Mb
(McKENNA, 2005).

A taxa de consumo de oxigénio (TCO) influencia a estabilidade da cor
da carne por alterar a profundidade na qual se forma a camada de
metamioglobina (MMb). Altas TCOs diminuem a penetracdo de oxigénio no
tecido muscular, favorecendo a formagdo do pigmento de Mb+ proximo a
superficie da carne, a qual é mais susceptivel a oxidacdo que a O,Mb. Assim, o
maior consumo de oxigénio no tecido muscular é responsavel por uma
descoloracdo mais rapida da carne (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Esta bem definido que existem grandes diferengas na taxa de
descoloragdo da carne de diferentes musculos, de diferentes espécies e de
animais com dietas diferenciadas (TROUT, 2003). O’Keefe ¢ Hood (1982)
verificaram que musculos mais oxidativos, como o M. psoas major (filé
mignon), tém maior TCO e apresentam-se mais propensos a descoloracdo do que
musculos menos oxidativos, como M. longissimus dorsi (contrafilé), mais
estaveis. Mesmo observando uma maior atividade de MRA no miusculo
longissimus dorsi, estes autores postularam que a alta TCO em musculos mais
oxidativos acarreta maior conversdo de O-Mb a Mb" e, uma vez que este ultimo
pigmento ¢ mais propenso a oxida¢do, o maior consumo de oxigénio ¢
responsavel pela descoloragdo mais rapida da carne.

Além disso, o maior consumo de oxigé€nio em musculos oxidativos
implica na formag¢ao de maiores quantidades de espécies de oxigénio reativas
(ROS) que, de principio, iniciam a oxidacao lipidica, acelerando a oxidacdo da

mioglobina (TROUT, 2003).
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De forma geral, a MRA e a TCO podem contribuir para maior
estabilidade da cor de carnes, por promoverem, respectivamente, reducdo do
pigmento oxidado de MMb de volta a forma reduzida (Mb+) e permitir maior
penetracdo de oxigénio no interior da carne, o que favorece a formacdo do
pigmento de O:Mb, que é menos susceptivel a oxidacdo (MADHAVI,
CARPENTER, 1993).

Dos fatores intrinsecos, as caracteristicas bioguimicas de MRA e TCO
no musculo post mortem sdo tidas como as maiores responsaveis pela
estabilidade da cor da carne fresca (RENERRE e LABAS, 1987), tendo em vista
gue a maioria dos outros fatores intrinsecos, como o pH, afeta a estabilidade da
cor por modificar as fun¢des da TCO e MRA (ZHU; BREWER, 1998).

2.1.3 Oxidacdo lipidica

Sabores desagradaveis e ranco resultam da geracdo de compostos
volateis, como pentanal, hexanal e heptanal, dentre outros, oriundos da
degradacdo de acidos graxos e fosfolipidios provenientes dos depdsitos de
gordura inter e intramusculares e associados as membranas musculares. A
oxidacdo lipidica esta na origem do desenvolvimento do ranco, da producdo de
compostos responsaveis por sabores e odores desagradaveis, da reversdo e da
ocorréncia de um elevado numero de reagdes de polimerizacdo e de cisdo. Estes
tipos de reacGes ndo s6 diminuem o tempo de vida e o valor nutritivo dos
produtos alimentares, como também podem gerar compostos nocivos, como
cetonas, aldeidos, alcodis, hidrocarbonetos e epdxidos (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999). Comprometem, ainda, a biodisponibilidade de vitaminas,
proteinas e pigmento, reduzindo o valor nutricional dos alimentos (TAWFIK et
al., 1997).
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A oxidacdo lipidica influencia o processo pelo qual ocorre perda de
qualidade da carne e seus produtos. Além da alteracdo de odor e gosto, ela esta
relacionada também com a oxidacdo dos pigmentos da carne, provocando perda
de cor. Alguns fatores afetam o processo de oxidacdo, entre eles fatores
ambientais (umidade, temperatura, luz e oxigénio), presenca de metais (cobre,
ferro e manganés), enzimas e pigmentos (PINO, 2005).

A oxidacdo lipidica é fator crucial em carnes embaladas sob condicoes
aerobicas, uma vez que ocorre na mesma taxa que a descoloragdo e mais
rapidamente do que a agdo microbiana (JAKOBSEN; BERTELSEN, 2000).
Segundo Montgomery et al. (2003), as maiores causas da descoloragdo e da
rancidez oxidativa na carne vermelha sdo a oxidagdo da mioglobina e a
autoxidacdo da gordura. Minimizando a taxa da oxidacgdo lipidica, reduz-se a
deterioracdo da cor da carne, uma vez que estas reacoes estdo interligadas.

A autoxidacdo lipidica em produtos carneos envolve a peroxidagdo de
acidos graxos insaturados, em particular dos associados com fosfolipidios
localizados nas membranas celulares. A susceptibilidade ao processo oxidativo
depende da capacidade de os acidos graxos doarem um atomo de hidrogénio
com producdo de um radical livre que, por sua vez, reage com oOXxigénio
molecular para formar um radica peroxi. Assim, os atomos de carbono
adjacentes as duplas ligacGes tendem a doar um atomo de hidrogénio, levado a
formacdo de radicais estabilizados por ressonéncia (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990). As reagdes de autoxidagdo sdo divididas em trés fases
(Figura 5).
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Iniciacdo

RH =) R+H

Propagacéo
R* + O, ==R0O0O’
ROO + RH == ROOH + R’

Terminacéo
R + R==R-R
R'+ ROO'==ROOR
ROO" + ROO'==ROOR + O,

Figura 5 Etapas da autoxidacao lipidica
Fonte: SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999

Na iniciacdo ocorre a formacdo dos radicais livres do acido graxo,
devido a retirada de um hidrogénio do carbono na molécula do acido graxo, em
condicBes favorecidas pela luz e o calor. Na propagacdo, os radicais livres que
sdo prontamente susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico sdo convertidos
em outros radicais, aparecendo os produtos primarios de oxidagdo (perdéxidos e
hidroperdxidos), cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes.
Por fim, na terminag&o, dois radicais combinam-se, com a formag&o de produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidagdo) obtidos por cisdo e rearranjo dos
peroxidos (epoOxidos, compostos volateis e ndo volateis) (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Os produtos primarios da autoxidacdo lipidica sdo hidroperdxidos, os
quais ndo causam problemas no flavor e de rango. Entretanto, a decomposicdo

de tais hidroperdxidos em produtos secundarios, como hidrocarbonetos, alcoois,
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cetonas e aldeidos, influenciam significativamente o flavor e o sabor das carnes.
Dependendo da composi¢do de acidos graxos nos lipidios, a proporcdo dos
produtos de oxidagdo pode variar extensivamente (GRAY, 1978).

O processo de oxidacdo em carnes é intensificado por coc¢do, moagem,
reestruturacdo, emulsificacdo ou qualquer outro tratamento que leve a ruptura de
membranas e exponha os lipidios ao oxigénio e aos catalisadores da oxidacao,
guando mecanismos protetores, como vitamina E, doadores de protons e elétrons
das membranas e dos citoplasmas, sdo destruidos. Este conjunto de
circunstancias leva a aceleragdo do processo oxidativo e produz a oxidagéo ou,
guando carnes sdo pré-agquecidas e depois resfriadas ou congeladas, ao
fendbmeno conhecido como warmed-over flavor (WOF) (GRAY; PEARSON,
1987).

A oxidacdo proteica € relacionada a fatores pro-oxidativos, como
oxidacdo de lipidios, radicais livres, pigmentos heme e enzimas oxidativas. O
malonaldeido ¢ um dos substratos que reagem com derivados de proteina para
formar carbonilas (cetonas e aldeidos) (XIONG, 2000).

As oxidacdes lipidica e proteica sdo inevitavelmente interligadas. A
oxidacdo proteica em carnes pode diminuir a qualidade devido a reducdo da
maciez e a perda por exsudacdo, da deterioracdo de flavor e descoloragdo
(ROWE et al., 2004). Essas mudancas sdao parcialmente devido a formagdo de
agregados proteicos com ligagdes intermoleculares ndo covalentes e covalentes,
como as espécies reativas ao oxigénio que atacam as proteinas. Outras
modificagdes comuns na oxidacdo de proteinas incluem destruicdo de
aminoécidos, aumento da hidrofobicidade superficial e fragmentagdo de
proteinas. Todas essas modificacGes levam & formacao de carbonilas (XIA et al.,
2009).



30

2.1.4 Microrganismos em carnes

A carne é um alimento altamente perecivel que, devido a sua
composicdo quimica, favorece o0 crescimento microbiano, contribuindo
significativamente para a sua deterioracdo ou contaminacdo (NYCHAS et al.,
2008). CondicBes incorretas de estocagem, processamento, embalagem e
distribuicdo favorecem essa deterioragcdo. A microbiota que se desenvolve
durante o armazenamento depende das condigdes de estocagem e caracteristicas
intrinsecas da carne. A intensidade da descoloragdo da carne é decorrente do
numero de bactérias aerdbias presentes, responsaveis pela redugdo da tenséo de
oxigénio sobre sua superficie (DOULGERAKI et al., 2012).

Os diferentes grupos que podem, potencialmente, contribuir para a
contaminacdo da carne dependem das condigdes de estocagem e da sua forma de
competicdo (ERCOLINI et al., 2010). O desenvolvimento de associagOes entre
microrganismos tem efeito significativo no tipo de deterioracdo. Duas situacGes
distintas sdo possiveis: uma quando bactérias gram-positivas anaerébicas
facultativas ou anaerdbicas determinam as mudancas no sistema (carne estocada
em baixa concentragdo de oxigénio ou sem a presenga de gases antimicrobianos)
e quando gram-negativas aerébicas ou anaerdbicas facultativas dominam a
sucessdo microbiana (carne estocada exposta ao ar ou em altas pressbes de
oxigénio) (DOULGERAKI et al., 2013).

As bactérias que se desenvolvem na carne em temperaturas de
refrigeracdo sdo, no geral, psicrotroficas, e incluem Acinetobacter,
Pseudomonas, Brochothrix, Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella,
Staphylococcus, Micrococcus, Clostridium, bactérias laticas e diferentes géneros
da familia Enterobacteriaceae (DOULGERAKI et al., 2012). Apesar do grande
nimero de microrganismos, apenas algumas espécies tém maior proliferacéo,

porgue a temperatura, o tempo de estocagem e a atmosfera da embalagem
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podem afetar o crescimento microbiano e as espécies sdo selecionadas durante a
estocagem de carne fresca (ERCOLINI et al., 2010).

Microrganismos psicrofilos e psicrotréficos sdo confirmados como
agentes causadores de deterioragdo em carne refrigerada (NYCHAS et al.,
2008). Dentre eles destacam-se Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas spp. e
bactérias laticas. A maior fracdo da microflora de carnes embaladas com filmes
altamente permeéaveis ao oxigénio é composta, principalmente, por
Pseudomonas sp., limitando a vida de prateleira do produto de 2 a 4 dias,
dependendo da temperatura de refrigeracdo. Esses organismos limitam a vida
atil de carnes frescas pela producdo de compostos de odores desagradaveis
provenientes da metabolizacdo de aminoacidos (VENTURINI, 2009).

Entre os patogenos, destacam-se Listeria monocytogenes, Salmonella
spp. e E. coli 0157:H7, que podem causar doencas pela ingestdo das préprias
células bacterianas ou das toxinas produzidas (McDONALD; SUN, 1999).
Entretanto, a Salmonella ainda ocupa lugar de destaque nas estatisticas de
doencas transmitidas por alimentos (SANTOS et al., 2003).

Os grupos de microrganismos mesoéfilos e psicrotrofilos sdo utilizados
para avaliar bacteriologicamente o alimento, com o objetivo de se estimar sua
qualidade higiénico-sanitaria, fazendo uma verificacdo da eficiéncia do sistema
de limpeza e desinfeccdo na indlstria para avaliar o tempo de vida atil dos
produtos, entre outros parametros. Confirmado o nimero elevado de bactérias
desses grupos, ha um forte indicio de produto alterado, independente do seu
efeito sobre a saude do consumidor (ROITMAN; TRAVESSOS; AZEVEDO,
1987).
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2.2 Sistemas de embalagens para carne in natura

As condicBes de armazenamento e embalagem da carne fresca formam
um sistema complexo e dindmico em que varios fatores interagem para a
manutencdo da qualidade do produto (VENTURINI, 2009).

A escolha da embalagem é uma estratégia importante, que pode ser
decisiva como vantagem competitiva na industria de alimentos. Portanto, ha
constante desafio visando atender as exigéncias dos consumidores, fornecendo
embalagens modernas, praticas, que preservem 0s alimentos e sejam viaveis
ambiental e economicamente (SOARES et al., 2009).

A embalagem influencia a qualidade e a durabilidade de carnes frescas e
de derivados, pois altera o ambiente ao redor do produto, criando condigdes que
retardam as reagdes de deterioracdo, prevenindo a evaporagdo da umidade do
produto, evitando perdas de peso e alteragcdes de aparéncia, textura ¢ aroma.
Contudo, a maior alteragdo no ambiente que circunda o produto, provocada pela
embalagem, ¢ quanto a composi¢ao gasosa. Esta atmosfera ira determinar a cor
do produto, o tipo, a extensdo da deterioragdo microbiolédgica e a velocidade de
oxidagdo dos seus componentes (SARANTOPOULOS; ANTONIO, 2006).

A vida util de um produto carneo pode ser maximizada pela criacdo de
novo meio ambiente para o produto, ou seja, pela modificagdo da atmosfera em
que esta contido, em sistemas conhecidos como atmosfera modificada (MAP).
Para isso, sdo necessarias duas condi¢gdes importantes: a primeira, criar barreira
apropriada ao redor do produto que seja efetiva em restringir o meio ambiente
interno e a segunda, estabelecer, dentro da embalagem, condi¢des desejaveis que
estabilizem as propriedades do produto (SEBRANEK, 1986).

Ha duas maneiras comumente utilizadas pela industria alimenticia para
modificar a atmosfera gasosa no interior de um produto embalado: a primeira, e

mais simples, ¢ a aplicacdo de vacuo e a segunda, a introducdo de gases
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desejados, apos evacuagdo e antes do fechamento da embalagem. A embalagem
a vacuo consiste em envolver o produto em um filme de baixa permeabilidade
ao oxigénio, com remo¢do do ar da embalagem, e aplicacdo de uma selagem
hermética (SMITH; RAMASWAMY; SIMPSON, 1990). A embalagem a gés ¢
uma extensdo deste processo, envolvendo a remocdo do ar da embalagem e sua
substituicdo por gases especificos, um unico gds ou a combinagdo deles
(CHURCH; PARSONS, 1995).

Embalagem a vacuo ¢ a forma mais comum de MAP, sendo utilizada
tanto para carnes processadas como em cortes primarios e secundarios frescos.
Quando a carne ¢ estocada sob refrigeracao, o sistema a vacuo tem a capacidade
de preservar a carne fresca em condig¢des anaerdbias, nas quais as bactérias sdao
severamente ou totalmente inibidas pelo baixo pH (menor que 5,8) do tecido
muscular. Este sistema inibe o crescimento de espécies de Pseudomonas,
enquanto espécies de Lactobacillus ou bactérias aerdbias facultativas, como
Brochothrix thermosphacta e enterobactérias psicrotroficas, tém o seu
crescimento favorecido (LAMBERT; SMITH; DOODS, 1991). Além da agdo
sobre a microbiota aerébica, a remoc¢do do oxigénio retarda a oxidagdo da
mioglobina, permitindo estender a vida util de cortes primarios de carne fresca
em até cinco vezes, embora a vida 1til de cortes pequenos seja apenas duplicada
(ROBERTSON, 1992).

A grande categoria de MAP utilizada em carnes ¢ a embalagem com
atmosfera controlada (CAP), na qual a composi¢ao da atmosfera utilizada nao se
altera durante a estocagem do produto. Isto pode ser obtido pelo uso de altas
concentracdes de CO; ou N, isoladamente ou em conjunto, em uma embalagem
com um espago livre adequado (HOLLEY; GILL, 2005). O CO» ¢ o componente
mais importante das misturas gasosas utilizadas na embalagem de alimentos em
razdo da sua atividade antimicrobiana (FARBER, 1991). Em embalagens com

100% de CO; e mantidas a 4 °C, a vida 1til da carne pode chegar a 45 dias. No
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entanto, da mesma forma que no sistema a vacuo, a forma dominante do
pigmento da carne no sistema CAP é a Mb" de cor vermelho-ptrpura, pouco
atrativa para o consumidor. Pode-se utilizar o O, em uma variedade de
combinagdes para se obter a cor vermelho-brilhante desejada. As combinagdes
de gases utilizadas podem ter altas (80%) ou baixas (16%) concentracdes de
oxigénio, nas quais o N, ¢é empregado como gas inerte de enchimento
combinado com determinada propor¢do de CO; (menor que 20%) que retarda a
deterioragdo microbiana, conferindo maior estabilidade ao produto.
(SARANTOPOULOS; ANTONIO, 2006).

No Brasil, a Portaria n°. 145, de 1° de setembro de 1998, do Ministério
da Agricultura, tornou obrigatoria a distribuicdo refrigerada das pecas
desossadas de carne em embalagens a vacuo. Porém, a grande desvantagem na
aceitagdo da carne a vacuo ¢ a alta rejeigdo da cor vermelho-purpura da Mb*,
devido a auséncia de oxigénio, apesar do consideravel investimento comercial
na educacdo dos consumidores para a aceitacdo desta cor. Dai a necessidade de
duas etapas de embalagem para a exposi¢do de carne ao varejo: a pré-
embalagem das pegas a vacuo para a manutengdo da conservagao e a reabertura
dessas embalagens e reembalagem em condigdes aerdbicas, permitindo a
conversao da cor vermelho-plrpura a atrativa cor vermelho-brilhante, resultante
da oxigenagdo dos pigmentos superficiais da carne (SARANTOPOULOS;
OLIVEIRA; CANAVESI, 2001).

Comercialmente, no Brasil, a embalagem mais utilizada para carnes
frescas ¢ a de filmes plasticos de altissima permeabilidade ao oxigénio e baixa
permeabilidade ao vapor de dgua, que podem manter a coloragdo vermelha, ao
mesmo tempo em que protegem o produto da desidratagdo superficial. Utilizam-
se filmes de alta permeabilidade a gases, mas que ndo exercem controle sobre a
deterioracdo microbiana. Para carne in natura, tém sido utilizados filmes de

policloreto de vinila (PVC) ou poliolefinicos coextrusados, esticaveis ou
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encolhiveis, com permeabilidade na faixa de 8.000 a 20.000 cm® (CNTP)
0»/(m*dia), a 25 °C e 1 atm (SARANTOPOULOS; OLIVEIRA; CANAVESI,
2001).

No entanto, a microbiota deteriorante, composta, principalmente, por
Pseudomonas sp., e a oxidagdo da O,Mb a MMb limitam a vida 1til da carne na
bandeja em cerca de 2 a 3 dias, dependendo da temperatura de refrigeracao e do
tipo de corte. Comercialmente, este periodo ¢ muito curto para permitir a
centralizacdo das operacdes de embalagens em bandejas, uma vez que o tempo
estimado entre a embalagem nas plantas processadoras e sua exposi¢do ao
varejo, considerando as flutuagcdes de demanda, é de cerca de trés semanas
(JAYASINGH et al., 2001).

A industria de carnes dos Estados Unidos esta apresentando um grande
crescimento das carnes do tipo case-ready nos estabelecimentos de varejo. Essas
carnes sdo processadas (cortadas em bifes, moidas) e os cortes finais embalados
no proprio frigorifico, reduzindo a necessidade de que esse trabalho seja
realizado nas lojas de varejo. Para manter a qualidade dessas carnes, tém sido
utilizados sistemas Masterpack com baixa concentrac¢ao de oxigénio (LIMBO, et
al, 2013).

As tendéncias atuais relacionadas as embalagens incluem o
desenvolvimento de materiais de embalagem que interajam com o ambiente e
com o alimento, desempenhando papel ativo na preservacdo (LOPEZ-RUBIO;
GAVARA; LAGARON, 2006). Esses novos sistemas de embalagens tém sido a
resposta para as preferéncias de consumidores, aumentando a vida de prateleira,
melhorando as caracteristicas sensoriais, evitando as deterioragfes quimica e
microbioldgica, garantindo a seguranca dos alimentos e inibindo o crescimento
de microrganismos patogénicos (SOARES et al., 2009).

As embalagens ativas se referem a todas as tecnologias e tém como

objetivo interagir com a atmosfera ou diretamente com o produto, a fim de gerar
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um efeito benéfico. Alguns exemplos de sistemas de embalagens ativas incluem
absorvedores de oxigénio, emissores ou absorvedores de dioxido de carbono,
absorvedores ou controladores de umidade, absorvedores de etileno, emissores/
absorvedores de aroma, sistemas enzimaticamente ativos e sistemas
antimicrobianos (LOPEZ-RUBIO; GAVARA; LAGARON, 2006).

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

2.2.1 Revestimentos comestiveis

Os filmes e o0s revestimentos comestiveis sao uma tecnologia emergente,
capaz de aumentar a vida util de alimentos (FERNANDEZ-PAN; ROYO;
MATE, 2012). De acordo com este conceito de embalagens ativas, eles tém sido
desenvolvidos com o objetivo de diminuir a perda de umidade, reduzir a
oxidagdo lipidica e a descoloragdo, melhorar a aparéncia de alimentos em
embalagens individualizadas, eliminar exsudacdo, conter aromas, carrear
aditivos, como antimicrobianos e antioxidantes, além de reduzir perdas durante a
fritura.

Coberturas e filmes comestiveis apresentam numerosas vantagens sobre
a embalagem polimérica ndo comestivel convencional. Além de apresentarem
uma alternativa para a reducdo da complexidade das embalagens para alimentos,

se ndo forem consumidas com o produto embalado, podem contribuir para a
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reducdo da poluicdo ambiental devido a sua natureza biodegradavel (HAN,
2005).

As pesquisas em relacdo as embalagens tém sido enfocadas em filmes e
revestimentos comestiveis a base de biopolimeros, como proteinas,
polissacarideos e lipidios, que podem ser completamente biodegradados em
compostos naturais, como CO-, 4gua, metano, hidrogénio e biomassa, dentro de
um periodo consideravelmente curto de tempo (KROCHTA; DEMULDER-
JOHNSTON, 1997).

Recentemente, pesquisas neste campo tém se intensificado, devido a
fatores como a demanda de alimentos de alta qualidade pelo consumidor, o fato
de as industrias de alimentos precisarem de novas técnicas de estocagem, 0s
conceitos ambientais sobre disposi¢do de matérias renovaveis para embalagem e
as oportunidades para criar novos mercados por meio do uso de residuos
agricolas (GENNADIOS; HANNA; KURTH, 1997).

A utilizagdo de filmes e coberturas comestiveis esta relacionada com a
sua capacidade de agir como um adjunto para promover maior qualidade,
estendendo a vida de prateleira e possibilitando a economia com materiais de
embalagem final (KESTER; FENNEMA, 1986).

Os filmes e revestimentos apresentam um conjunto de vantagens que sdo
importantes para aplicacdo industrial (KHAN et al., 2013):

a) barreira & umidade: diminuigdo na perda de peso por evaporagao;

b) diminuicdo de exsudagdo: revestimentos seguram a exsudacéo,

prevenindo gotejamento, melhorando a apresentacdo do produto e
eliminando a necessidade de incorporacdo de sachés absorventes
no fundo das embalagens;

c) uso de revestimentos com baixa permeabilidade ao oxigénio

permite a diminuicao da oxidac&o lipidica (racidez);
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d) revestimentos que sdo aquecidos antes da aplicacdo podem reduzir
a contagem de microrganismos deterioradores e patogénicos e
inativar parcialmente enzimas proteoliticas na superficie dos
alimentos;

e) diminuicdo da perda de aromas e de absor¢cdo de aromas
indesejaveis;

f)  podem carrear antioxidantes e antimicrobianos;

g) melhorar valor nutricional: diminui¢éo de perdas durante fritura.

2.2.1.1 Formas de obtencgéo de revestimentos comestiveis

Em relacdo a nomenclatura, a maioria dos pesquisadores utiliza os
termos “filme” e “cobertura” indiscriminadamente. No entanto, a cobertura é
uma fina camada de material aplicado e formado diretamente na superficie do
produto, enquanto o filme é pré-formado separadamente e aplicado
posteriormente sobre o produto. Podem ser classificados em comestiveis e/ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para a sua producéao e
da quantidade das substancias empregadas (CARDOSO, 2011).

Os biopolimeros sdo um tipo especial de polimero que envolve
organismos vivos no processo de sintese (AMERICAN SOCIETY FOR
TESTING AND MATERIALS - ASTM, 2006). Tém, portanto, parcial ou
totalmente, origem bioquimica, podendo ser parcial ou totalmente produzidos a
partir de materiais naturais, renovaveis (biomassas) e podem ser biodegradaveis,
atendendo a norma ASTM D6400-04 (ASTM, 2004) ou n&o ser biodegradaveis.
Portanto, conforme a definicéo, os biopolimeros podem ser classificados em:

a) polimeros extraidos diretamente de biomassas, com ou sem

modificagdo. Ex: polimeros derivados de amido e polimeros

derivados de celulose;
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b) polimeros produzidos diretamente por microrganismo, no seu
estado natural ou geneticamente modificado. Exemplo os PHAs que
sdo poli-hidroxialcanoatos;

c) polimeros produzidos com a participacdo de biointermediarios,
esses produzidos com matérias-primas renovaveis. Exemplos:
(PLA) poli (&cido lactico), bio-PE obtido da polimerizacdo de
etileno produzido a partir do bio-etanol; bionailons obtidos via
diacidos oriundos de biomassas e biopoliuretanos obtidos via
polidis de origem vegetal (FAKHOURI, 2009).

Na industria alimenticia sdo utilizados, principalmente, 0s
revestimentos, os quais podem ser aplicados nos alimentos por diferentes
métodos, seguidos de uma etapa de secagem para revestimentos hidrocoloidais
ou esfriamento para revestimentos & base de lipideos (DEBEAUFORT;
QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1998).

Os filmes desenvolvidos de acordo com as técnicas citadas podem ser
aplicados utilizando-se os meétodos dipping, spraying e casting. Dipping e
spraying baseiam-se na formagdo do filme no proprio produto que serd
recoberto. No primeiro caso, devido a um prévio mergulho na solucao
formadora de filme e no segundo, devido a aspersdo desta solugcdo sobre o
produto. Ja a técnica casting, atil por formar filmes ndo fixos, é baseada em
métodos desenvolvidos para filmes ndo comestiveis e, por isso, representa
menor investimento em pesquisas, além de ser a mais utilizada para analisar as
propriedades filmogénicas dos biomateriais. Ela consiste na aplica¢do da solugao
formadora de filme em moldes, permitindo o controle da espessura dos filmes
por meio da quantidade de matéria seca depositada nos suportes (GONTARD,
1994) e da variagdio da “espessura aparente” das solugdes, quando

acondicionadas nos moldes (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995).
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Os filmes compostos podem ser formados por dupla camada ou somente
por uma Unica camada homogénea e sdo formulados para combinar as vantagens
das substéancias lipidicas com as hidrocoloidais, diminuindo as desvantagens que
cada um apresenta separadamente (FAKHOURI, 2009).

A metodologia que vem sendo utilizada atualmente para o
desenvolvimento de filmes compostos é a layer-by-layer (camada por camada).
Neste método, os filmes sdo formados depositando-se camadas no alimento
desejado. Essa técnica tem inspiracdo na natureza, onde existem estruturas
formadas por camadas ordenadas de compostos, 0s quais, separadamente,
apresentam baixa resisténcia, enquanto associados apresentam caracteristicas
mecanicas melhores. E uma técnica de baixo custo operacional, simples e com
maior facilidade na manipulacdo das caracteristicas da membrana, tais como
funcionalidade e espessura (RIVERO; GARCIA; PINOTTI, 2009).

Para aplicacdo de multiplas camadas, no primeiro passo, hd um substrato
s6lido sendo imerso em uma solugdo. No passo seguinte, o substrato contendo a
primeira camada é subsequentemente imerso numa segunda solucdo (podendo
ser a mesma da primeira, ou uma solucdo diferente). Podem ser formadas
inmeras camadas sucessivamente por este processo (IOST; CRESPILHO,
2012).

Segundo Kester e Fennema (1986), dentre os principais mecanismos de
formacé&o de filmes mencionam-se:

1. fusdo e solidificac&o, utilizadas para gorduras solidas e ceras;

2. coacervacgdo simples, que consiste na precipitagdo do hidrocoloide
que estd disperso em solucdo aquosa. Esta precipitacdo pode ser obtida pela
evaporagdo do solvente (secagem), pela adi¢do de soluto ndo eletrdlito e no qual
o hidrocoloide n&o é soluvel (por exemplo, etanol), pela adicéo de eletrdlito que
induz precipitacdo ou cruzamento dos componentes, ou pela modificagdo do pH

da solucdo;
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3. coacervagédo complexa, que consiste em se obter a precipitagdo pela
mistura de duas solucbes de hidrocoloides com cargas elétricas opostas que
interagem, formando o polimero complexo;

4. gelificacdo ou coagulacdo térmica, que consiste no aquecimento das
macromoléculas que envolvem desnaturacdo, formacdo de gel e precipitacdo.
Isto ocorre, por exemplo, quando a proteina ovoalbumina é aquecida. A
gelificagcdo também pode ser obtida pelo resfriamento rapido de uma solugéo
hidrocoloide que se encontra aquecida. Por exemplo, o 4gar a 95 °C esté liquido

e, guando resfriado a abaixo de 45 °C, forma gel, solidificando-se.

2.2.1.2 Compostos filmogénicos

Com relagdo ao preparo, as formulagdes de filmes comestiveis e/ou
biodegradaveis devem incluir pelo menos um componente capaz de formar uma
matriz adequada, continua, coesa e aderente, envolvendo a utilizagao de diversos
componentes, cada qual com sua finalidade especifica: agente formador de filme
(macromoléculas), solvente (agua, etanol, d&gua/etanol, entre outros),
plastificante (glicerol, sorbitol), agente reticulante (cloreto de célcio) e agente
ajustador de pH (acido acético, NH4sOH) (BERTAN, 2003).

Os biopolimeros mais utilizados na elaboracdo de filmes e coberturas
comestiveis sdo as proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, gluten de trigo,
zeina, proteinas do leite e proteinas miofibrilares), os polissacarideos (amido e
seus derivados, pectina, celulose e seus derivados, alginato, carragena,
quitosana) e os lipidios (monoglicerideos acetilados, acido esteérico, ceras e
ésteres de acido graxo, ceras) ou a combinacdo dos mesmos (KHAN et al.,
2013).

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas tém

excelentes propriedades mecénicas, opticas e sensoriais, porém, sdo sensiveis a
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umidade e apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua. Ao
contrario, as coberturas compostas de lipidios apresentam boas propriedades de
barreiras ao vapor d’dgua, mas sdo opacas e pouco flexiveis, além de
apresentarem sabor residual, o que pode influenciar as caracteristicas sensoriais
do alimento. A combinacdo dos biopolimeros tem como vantagem agregar 0S
pontos positivos de cada um dos constituintes utilizados (GALLO et al., 2000).

Alguns dos principais compostos utilizados na formacdo de
revestimentos comestiveis sdo descritos a seguir (KHAN et al., 2013):

a) Lipideos, 6leos e gorduras

Ceras sdo mais resistentes ao transporte de vapor que outros
revestimentos lipidicos ou ndo lipidicos.

Problemas de aplicacdo: espessura, homogeneidade, superficie
gordurosa, rachamento, problemas oranoleépticos: gosto de gordura e rancidez.

b) Glicerideos e glicerideos acetilados

Mono, di e triacilglicerdis e glicerideos acetilados podem ser utilizados
como revestimentos.

c) Polissacarideos — amidos e seus derivados, alginatos, carragena,

agar, dextranas, celulose e quitosana.

Devido a sua natureza hidrofilica, os polissacarideos apresentam barreira
limitada a vapor de &gua. Alguns polissacarideos controlam a perda de agua
guando sdo incorporados na forma de gel e agem como agentes sacrificantes
(perdem &gua no lugar do alimento) (KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-
CARRIEDO, 1994). Na Tabela 1 apresentam-se as possiveis utilizacdes dos

filmes, de acordo com a sua natureza.
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Tabela 1 Possiveis utilizagbes dos filmes de acordo com a sua natureza

Uso Tipo de filme apropriado
Retardar migragéo de umidade Lipidio, composto*
Retardar migracéo de gas Hidrocoloide, lipidio ou composto
Retardar migracdo de 6leo e gordura Hidrocoloide
Retardar migracéo de soluto Hidrocoloide, lipidio ou composto

Fornecer integridade estrutural ou
propriedades de manuseio

Reter compostos volateis (flavor) Hidrocoloide, lipidio ou composto
Carregar aditivos alimenticios Hidrocoloide, lipidio ou composto

Hidrocoloide, lipidio ou composto

*um filme composto consiste de componentes combinados de lipidios e hidrocoloides
para formar uma bicamada ou conglomerado
Fonte: Donhowe e Fennema (1994)

Por estarem em contato com os alimentos, € desejavel que os filmes e as
coberturas comestiveis apresentem propriedades sensoriais neutras (transparente,
inodoro e insipido), de modo a ndo alterar a qualidade dos alimentos. Os filmes e
0s revestimentos comestiveis podem ser heterogéneos em natureza, consistindo
de misturas de polissacarideos, proteinas e ou lipidios. Esta aproximagdo permite
utilizar vantajosamente as distintas caracteristicas funcionais de cada classe de
filme formado, como propriedades mecanicas (resisténcia e flexibilidade),
propriedades Opticas (cor e opacidade), propriedades de barreira (permeabilidade
ao vapor de agua, ao O, e ao COy), solubilidade em agua e propriedades
sensoriais (KESTER; FENNEMA, 1986).

Os filmes e os revestimentos comestiveis, contudo, apresentam algumas
desvantagens. Entre elas, as reacdes alérgicas e a intolerancia a seus
componentes, apresentadas por alguns consumidores, como as proteinas do
glaten de trigo ou as do leite (GENNADIOS; HANNA; KURTH, 1997;
KROCHTA; DEMULDER-JOHNSTON, 1997). Apresentam, ainda,

modificacdo de suas propriedades mecénicas e Oticas em altas umidades
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relativas (GONTARD et al., 1996), alta permeabilidade ao vapor de &gua, no
caso dos filmes e revestimentos hidrocoloidais (CHEN, 1995), e susceptibilidade
a oxidacdo, no caso daqueles produzidos a base de lipideos (GUILBERT;
GONTARD; GORRIS, 1996).

2.2.1.2.1 Gelatina

A gelatina é uma proteina de origem animal sollivel em 4gua para
temperaturas acima de 50 °C, resultante da hidrolise acida ou basica controlada
(65 °C a 68 °C) do colageno. A conversao do colageno em gelatina é feita,
geralmente, em cinco etapas: lavagem, extracdo, purificagdo, concentracdo e
secagem. Sendo um hidrocoloide extremamente versatil, produzido em
abundancia, de baixo custo e que forma filmes flexiveis, a gelatina esta sendo
alvo de inumeras pesquisas voltadas para a producdo de filmes e revestimentos
comestiveis para alimentos (SARANTOPOULOS; OLIVEIRA; CANAVESI,
2001). As principais matérias-primas da industria de colageno e gelatina sdo a
pele suina, o couro bovino e os o0ssos. As gelatinas comerciais podem ser
divididas em dois grupos: gelatina do tipo A, obtida por pré-tratamento acido,
apresentando ponto isoelétrico entre 7,0 e 9,0, e gelatina do tipo B, obtida por
pré-tratamento basico, com ponto isoelétrico situado entre 4,6 e 5,2
(GENNADIOS et al., 1994).

A gelatina é classificada e comercializada de acordo com sua forga de
geleificagdo, o bloom. O bloom e a viscosidade sdo as principais caracteristicas
reologicas da gelatina e, geralmente, sdo resultantes do tipo do processo de
fabricacdo. As propriedades viscoelasticas estdo relacionadas com a composicéo
de aminodcidos, a massa molecular média e o grau de polimerizagdo da cadeia
(FAKHOURI, 2009).
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De modo geral, os filmes a base de gelatina apresentam boa resisténcia
mecanica, porém, reduzida barreira ao vapor de &gua. Por outro lado, devido as
caracteristicas hidrofilicas da gelatina, esses filmes apresentam elevada
susceptibilidade as condi¢cBes ambientais, o que dificulta sua aplicacdo como
embalagem. Na tentativa de melhorar estas caracteristicas, diversas alternativas
tém sido estudadas, tais como modificagdo quimica e enzimatica da gelatina,
utilizagdo de blendas de plastificantes (THOMAZINE; CARVALHO; SOBRAL,
2005), avaliacdo do efeito de diferentes plastificantes com diferentes graus de
hidrofilicidade e incorporacéo de lipidios (BERTAN, 2005), dentre outros.

2.2.1.2.2 Quitosana

O termo quitosana refere-se a copolimeros em diferentes graus de
polimerizacdo, constituidos de B(1-4) 2-acetamida-2-deoxi-D-glicose (ou D-
glucosamina) dispostos em uma cadeia linear. Sua formula molecular genérica
pode ser expressa como (CsHi1:04N)n e ilustrada conforme a Figura 6. A
quitosana é derivada da desacetilacdo parcial ou total da quitina, um componente
presente na carapaca de crustaceos como carangueijo, siri, camardo e lagostas
(KARDAS et al., 2012).

HOH C NH,
@] HO 0/
HO O 0
NH HOH C
—_ 3 “ —n

Figura 6 Representacdo esquematica da estrutura primaria da quitosana, sendo

[T 2]

n” o grau de polimerizagdo
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Quitina sO passa a ser considerada quitosana quando o grau de
desacetilacdo se torna igual ou superior a 60%. A massa relativa da quitosana
varia de acordo com a metodologia empregada em sua preparacdo e, de forma
geral, esta representada entre 10* e 106 g. mol! (ROBERTS, 1992).

A quitosana é insollvel em &gua, porém, dissolve-se em solucgdes
aquosas de alguns &cidos inorganicos e organicos. A quantidade de grupos
amino protonados (-NHs*") é que determina a solubilidade da quitosana: quanto
menor a quantidade destes grupos, menor a repulsdo eletrostatica,
consequentemente menor serd a solvatacdo em adgua (BARIKANI et al., 2014).

Dentre as inUmeras caracteristicas que distinguem quitina e quitosana
dos demais polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana. Estudos
recentes revelam que o mecanismo da atividade antimicrobiana da quitosana esta
intimamente relacionado com as propriedades fisico-quimicas do polimero e as
caracteristicas da membrana do microrganismo. A atividade antimicrobiana
contra bactérias gram-positivas aumenta quanto maior a massa molecular do
polimero, enquanto que, para bactérias gram-negativas, quanto menor a massa
molecular da quitosana, maior a atividade antimicrobiana. Esses resultados
sugerem que os efeitos da quitosana sdo distintos nos dois tipos de bactérias: no
caso das gram-positivas, a hipotese é a de que quitosana de alta massa molecular
forma peliculas ao redor da célula, que acabam por inibir a absorcdo de
nutrientes, enquanto quitosana de baixa massa molecular penetra mais
facilmente em bactérias gram-negativas, causando distdrbios no metabolismo
desses microrganismos (ZHANG et al., 2009).

O fator limitante dos filmes de quitosana € a sua hidrofilicidade. Na
quitosana h& a predominéncia dos grupos amino caracterizados por ligagdes
covalentes (N-H), em que a eletronegatividade das ligagdes gera sitios de alta
polaridade, tornando favoravel o rearranjo de moléculas e 4gua em torno desses

sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos acetamido, que
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também sdo polares e estdo presentes na cadeia polimérica, caracteriza um
material com alto grau de afinidade e retencdo de 4gua (LAMBERTUS et al.,
2015).

2.2.1.3 Plastificantes

Os plastificantes sdo definidos como substancias com alto ponto de
fusdo e baixa volatilidade. Quando adicionados a outro material provocam
mudangas nas propriedades fisicas, quimicas e mecénicas dos mesmos
(KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-CARRIEDO, 1994). Além disso, em
sua maioria, apresentam carater hidrofilico e, por serem normalmente
moléculas pequenas, sdo facilmente acoplados entre as cadeias poliméricas
devido a sua habilidade em reduzir a formag&o de pontes de hidrogénio entre
as cadeias, causando um aumento do volume livre ou da mobilidade molecular
do polimero (BODMEIER; PAERATAKUL, 1997).

Varios plastificantes vém sendo utilizados na elaboracdo de filmes e
coberturas. Entre eles, podem ser encontrados mono, di e oligossacarideos
(glicose, sacarose), polidis (glicerina, sorbitol, derivados da glicerina e
glicerdis) e lipidios (&cidos graxos saturados, monoglicerideos e derivados de
éster, fosfolipidios e surfactantes) (GUILBERT; CONTARD; GORRIS, 1986).

Para filmes de gelatina, os plastificantes mais comumente utilizados sao
o sorbitol, a glicerina e a triacetina (FAKHOURI, 2002).

Desde 1959, o glicerol é reconhecido como uma substancia atoxica,
permitido como aditivo em alimentos e também como substancia generally
regarded as safe, ou GRAS, pela agéncia Food and Drug Administration (FDA),
dos Estados Unidos. No Brasil, seu uso em produtos alimenticios é assegurado
pela Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de n°
386, de 5 de agosto de 1999 (ARRUDA; RODRIGUES; FELIPE, 2006).
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O termo glicerol aplica-se somente ao composto puro 1,2,3-propanotriol,
enquanto o termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais purificados que,
normalmente, contém quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol. Varios
tipos de glicerina estdo disponiveis comercialmente. Eles diferem um pouco em
seu conteido de glicerol e em outras caracteristicas, como cor, odor e teor de
impurezas (KNOTHE et al., 2006).

A glicerina tem efeito plastificante por sua habilidade em reduzir as
pontes de hidrogénio, enquanto aumenta os espacos intermoleculares, e em
diminuir as interagdes entre as cadeias de polimeros, aumentando a flexibilidade
e diminuindo as propriedades de barreiras dos filmes. Thomazine, Carvalho e
Sobral (2005) observaram que, com o aumento na concentragdo de plastificante
(glicerol), em filmes de gelatina, ocorre aumento da permeabilidade ao vapor

d’agua e da flexibilidade do filme.

2.3 Aplicacgéo de revestimentos em carnes

Blendas de gelatina e quitosana tém sido utilizadas extensivamente na
producdo de filmes de duplas camadas (by-layers) para aplicacfes biomédicas.
Rivero, Garcia e Pinotti (2009) desenvolveram compdsitos, dupla camada e
peliculas biodegradaveis a base de gelatina e quitosana para determinar a
barreira dos filmes, as propriedades mecénicas e caracterizaram a
microestrutura. As blendas de gelatina com quitosana em forma de gel tém séo
materiais empregados na cicatrizagdo de feridas, na area médica (YANG;
PAULSON, 2000).

Assim, o uso de filmes e revestimentos comestiveis nos alimentos tem
diversos objetivos, dos quais 0s mais importantes sdo: reduzir a perda de
umidade, controlar a permeabilidade aos gases, controlar a atividade microbiana,

preservar a integridade estrutural dos produtos e possibilitar a liberacdo gradual
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do sabor e de antioxidantes em alimentos (ARVANITOYANNIS;
PSOMIADOU; NAKAYAMA, 1996). O fino recobrimento sobre o produto
alimenticio age como barreira aos elementos externos, como umidade, 6leo e
vapor organico, protegendo-o e estendendo sua vida de prateleira (GUILBERT;
CONTARD; GORRIS, 1996; KROCHTA; DEMULDER-JOHNSTON, 1997).

O uso de peliculas com esse propoésito constitui vantagem econdmica,
evitando a necessidade de estocagem em atmosfera controlada que implicaria em
custos operacionais e de equipamento. A funcdo a ser desempenhada pelo filme
depende do produto alimenticio e, principalmente, do tipo de deterioracdo a que
este produto esta submetido (MAIA; PORTE; SOUZA, 2000).

Oussalah et al. (2004) estudaram o efeito antioxidante de filmes
comestiveis a base de proteina do leite contendo OE de orégano e pimenta na
preservacdo de carne bovina. A oxidacdo lipidica da carne foi avaliada por meio
do teste do &cido tiobarbitarico (TBA), e os resultados demonstraram que 0s
filmes de orégano estabilizaram a oxidagdo nas amostras testadas.

Sathivel et al. (2007) avaliaram o efeito da aplicacdo de revestimentos
de quitosana (1% e 2%) na conservacdo de filés de salmdo. Eles foram mantidos
congelados (-20 °C) durante trés meses. Em compara¢do com o tratamento
controle, houve diminuicdo significativa da perda de massa e da oxidacdo
lipidica dos filés. Além disso, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) para
os valores de cor L*a*b* dos tratamentos com quitosana.

Cardoso, Ramos e Ramos (2009a, 2009b) estudaram os efeitos da
aplicagdo de revestimento a base de gelatina e glicerina, adicionado de diferentes
concentragdes de acido ascorbico, na formagdo e na manutengédo da cor da carne
armazenada em sistema aerdbico. Seus resultados evidenciaram o potencial de
uso deste sistema na conservacdo da carne in natura refrigerada.

O uso de revestimento & base de gelatina contendo misturas de 6leo

essencial (OE) favorece a estabilidade da cor da carne embalada em condicGes
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aerobias e a melhora na cor vermelha dos produtos pode ser atribuida a acdo do
6leo essencial de orégano (CARDOSO; RAMOS; RAMOS, 2009b).

Filmes e revestimentos a base de quitosana e blendas de gelatina e
quitosana tém sido citados como efetivos agentes antimicrobianos
(FERNANDEZ-SAIZ et al., 2009; JEON; KAMIL; SHAHIDI, 2002; LOPEZ-
CABALLERO et al., 2004). No entanto, sabe-se que a capacidade
antimicrobiana da quitosana contra diversos microrganismos depende das
condigdes e dos métodos de obtencdo dos filmes e revestimentos de quitosana,
assim como da forma como os procedimentos experimentais sdo conduzidos
(FERNANDEZ-SAIZ et al., 2009).

Gomez-Estaca et al. (2009) testaram revestimentos a base de gelatina,
blendas de gelatina e quitosana incorporados ou ndo com Oleo essencial de
cravo, para aplicacdo como agente antimicrobiano para a preservacao de carne
de pescado. Os autores testaram o filme de gelatina (6%) e quitosana (2%)
contra as bactérias P. fluorescens, L. acidophilus, L. innocua e E. coli, e ndo
encontratam nenhuma atividade antimicrobiana para o filme sem adicdo de 6leo
essencial.

Celis, Enrione e Matiacevich (2011) testaram filmes a base de gelatina
extraida de salméo e quitosana de baixo peso molecular contra crescimento de
E.coli. Concentragbes de 1% de quitosana inibram o crescimento de 100% de
E.coli, durante as primeiras 24 horas de incubac¢do. Cardoso (2011) otimizou
revestimentos comestiveis & base de gelatina e quitosana para a conservacao de
bifes de carne bovina (lagarto). A concentracéo otimizada do revestimento foi de
3% de gelatinae 1,5% de quitosana.

Perdones et al. (2012) testaram revestimentos & base de quitosana
adicionados de 6leo essencial de limdo e obtiveram reducdo na contagem de
Botrytis cinerea em morangos. Liu, Kerry e Kerry (2012) estudaram o efeito do

peso molecular e do grau de desacetilacdo nas propriedades fisico-quimicas de
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filmes & base de gelatina e quitosana. As propriedades viscoelasticas das
solugdes para a formagéo de filme revelaram que as interagOes entre gelatina e
quitosana sao muito fortes nas blendas produzidas a partir de quitosana com alto
peso molecular ou com alto grau de desacetilaco.

A adicdo de gelatina melhora as propriedades fisicas de filmes de
quitosana. Os dados de Gomez-Estaca et al. (2011) revelaram que as interacdes
entre gelatina obtida de pele de atum e quitosana sdo mais fortes e menos
sollveis do que filmes obtidos a partir de gelatina bovina e quitosana. Neste
mesmo trabalho, as blendas de gelatina e quitosana foram efetivas contra
Staphylococcus aureus. Os autores concluiram que a blenda entre gelatina e
quitosana pode ser um meio para melhorar o desempenho fisico-quimico dos
filmes de quitosana, sem alterar suas propriedades antimicrobianas.

Nowzari, Sha'Banpour e Ojagh (2013) compararam os efeitos de
revestimentos mono e dupla camada na rancidez oxidativa de filés de truta
refrigerados a 4 °C, por 26 dias. Os resultados demonstraram que revestimentos
a base de gelatina e quitosana mantiveram as caracteristicas de qualidade do
pescado e estenderam a vida Gtil das amostras durante o tempo de estocagem. O
revestimento foi melhor que o filme na redugéo de oxidacéo lipidica.

Pereda et al. (2011) estudaram filmes compostos de gelatina e quitosana
e dupla camada, em que uma camada era composta por gelatina e a outra por
guitosana. Os filmes apresentaram boas propriedades de barreira e boa
compatibilidade de componentes. Os filmes de duas camadas apresentaram
maior elongacdo (40%), quando comparados com 0s compostos. Os autores
observaram que a solugdo filmogénica foi efetiva contra E. coli e L.
monocytogenes. No entanto, os filmes foram apenas efetivos contra E.coli,
resultado que néo era esperado por eles.

Azevedo et al. (2014) utilizaram o0 método de superficie de resposta para

desenvolver revestimentos comestiveis a base de quitosana, amido de mandioca
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e 6leo essencial de alecrim-de-tabuleiro. Os autores testaram o revestimento na
inibicdo de quatro microrganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Serratia marcescens e Salmonella Enteritidis. O filme com melhor atividade
antimicrobiana foi formulado com 1,6% de amido, 0,6% de quitosana e 2,4% de
Oleo essencial. No entanto, o tratamento que ndo continha dleo essencial nao foi
efetivo na inibicdo de bactérias.

Alguns trabalhos apresentam resultados de aplicacdo de revestimentos a
base de gelatina e/ou quitosana; a maioria dos artigos encontrados até o presente
momento € de caracterizacdo de filmes e revestimentos. Grande parte das
aplicagdes tem sido reportada em frutas e hortaligas (pimenta, uvas, morangos,
tomates e peras minimamente processadas) e em pescados (truta, linguado)
(AZEVEDO et al., 2014). Além destes trabalhos, incluem-se: aplicacdo de
revestimento de quitosana (2%) para aumento da vida Gtil de produtos carneos
prontos para cozimento (ready-to-cook) (KANATT et al., 2012), revestimentos
de quitosana e glutamato, sulfito para a preservacdo de linguicas de suinos
(ROLLER et al., 2002) e aplicagdo de quitosana adicionada de extrato de
alecrim para diminuir a oxidacdo lipidica em linguicas de carne suina
(GEORGENTELIS et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Tecnologia de
Carnes e Derivados (LabCarnes), no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais.

Na pesquisa de Cardoso (2011) foi otimizado um revestimento
comestivel para conservacdo de carne bovina (lagarto, M. semitendinosus)
armazenada sob refrigeragdo a 4+1 °C. As analises foram conduzidas no tempo
zero e no sexto dia de armazenamento. Foi observado que o revestimento
composto por 3% de gelatina, 1,5% de quitosana e 6% de glicerol em relacdo
ao conteldo de gelatina + quitosana foi o mais eficaz na inibicdo de
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphyolcoccus aureus e
Salmonella enterica enteritidis. Os resultados de indice de TBARS, pigmentos
relativos da mioglobina e cor também indicaram que a concentracdo 6tima do
filme para conservagéo dos bifes de carne bovina foi de 3% de gelatina, 1,5%
quitosana e 6% de glicerol em relacdo ao contetdo de gelatina + quitosana.

Portanto, neste experimento, foi utilizada a concentragéo otimizada por
Cardoso (2011) para acompanhamento da vida Util de bifes de carne bovina
revestidos em mono e dupla camada de revestimento. Sendo assim, foram
conduzidos trés tratamentos que sdo: controle, bife revestido com uma camada
de revestimento comestivel (mono camada) e bife revestido com duas camadas
do mesmo revestimento (dupla camada).

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado, num fatorial em esquema 3 x 5, em que os fatores foram
tratamentos (controle, mono camada e dupla camada) e 5 tempos (0, 2, 4,6 e 8

dias de armazenamento), conduzido em 3 repetigdes.
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3.1 Revestimento

No preparo dos revestimentos, utilizou-se gelatina em pé do tipo B, com
bloom de 250, Gelita (Sdo Paulo, SP) e quitosana (densidade de 0,30g/mL, grau
de desacetilacdo >85,0%) adquirida da empresa Polymar (Fortaleza, CE).

As solugdes do filme de revestimento foram obtidas hidratando-se a
gelatina em p6 em agua destilada, por 30 minutos, com posterior solubilizag&o, a
70 °C, em banho-maria, por 10 minutos, quando foram adicionados a quitosana
e o glicerol (Merck). O pH natural das solugdes foi mantido (préximo a 5,4).

A quitosana foi previamente solubilizada em solugdo de &cido acético
glacial (Merck) a 0,4% (VILLADIEGO, 2004) e adicionada a cada mistura de
revestimento. As solugdes foram homogeneizadas em Politron (Tecnal), a
10.000 rpm, por 1 minuto.

3.2 Obtencéo e porcionamento dos bifes

Foram utilizadas trés pecas de contrafilé (Longissimus thoracis) de
diferentes animais, adquiridas diretamente em matadouro-frigorifico com
Servico de Inspecdo Federal (SIF), sendo desossadas ap6s 24 horas de abate e
conduzidas em caixas térmicas ao Laboratério de Processamento de Carnes e
Derivados da UFLA. Foi feita limpeza prévia nas carnes.

Foi realizado porcionamento no sentido transversal das pecas com o
auxilio de moldes, sendo obtidos bifes de 25 mm de espessura.

Os bifes foram aleatorizados de acordo com a Figura 7. Os bifes
cortados foram colocados em sequéencia de tratamentos, sendo: controle, mono
e dupla camada, e, em seguida, o0 préximo corte era colocado novamente para

controle e assim sucessivamente.
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Bife 1. Bife 2. Bife 3.
controle mono dupla
Contrafilé
1 (...)
Bife 4. Bife 5. Bife 6.
controle mono dupla

Figura 7 Aleatorizacdo dos bifes obtidos da peca de contrafilé para a realizacdo
dos tratamentos controle, mono e dupla camada

Para as analises de cor e pigmentos relativos da mioglobina foram
selecionados trés bifes de cada pega de contrafilé, um para cada tratamento e
estes bifes acompanhados com o tempo.

Para as outras analises, foi selecionado um bife para cada tratamento,

para cada dia de analise, e os tratamentos realizados em triplicata.

3.3 Aplicagéo dos revestimentos

A técnica utilizada para a aplicacdo dos revestimentos foi por imersao
na solucdo filmogénica para polimerizacdo dos filmes no proéprio bife.

Os bifes (a 4 °C), imediatamente apds o preparo, foram imersos nas
solugdes de revestimento (que se encontravam a 40 °C), por 5 segundos €, em
seguida, pendurados por ganchos em camara climatica tipo BOD (modelo
EL202, EletroLab), a 4 °C, por 30 minutos, até a secagem do revestimento. Os
filmes de dupla camada foram imersos novamente na solugdo filmogénica e,
em seguida, pendurados novamente por 30 minutos, até a secagem da nova

camada.
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Os bifes foram pesados e acondicionados em bandejas de poliestireno
e envoltos por filme pléastico transparente de PVC.

Como controle, bifes foram imersos em &gua destilada a temperatura
ambiente (25 °C), pendurados por ganchos em camara climética tipo BOD
(modelo EL202, EletroLab), a 4 °C, por 30 minutos e embalados da mesma

forma que os bifes com revestimento.

3.4 Armazenamento e amostragem

As amostras foram armazenadas em camara climatica tipo BOD
(modelo EL202, EletroLab), a temperatura controlada de 4+0,5 °C, com
exposicao a fotoperiodo de 12 horas (12 horas sob luz e 12 horas sob escuro).
A cémara climatica tipo BOD (modelo EL202, EletroLab) tem quatro
lampadas GE Universal Duramax 20W (superluz do dia), com intensidade
variando de 1.800 a 2.000 lux, a 50 cm de distancia.

As andlises foram realizadas nos tempos de 0, 2, 4, 6 e 8 dias de
armazenamento, exceto para as analises de atividade redutora de
metamiogobina (MRA) e taxa de consumo de oxigénio (TCO), que foram
conduzidas nos tempos 0, 2 e 6 de armazenamento.

Para a realizacdo da analise sensorial, foi mantido o bife controle
armazenado nas mesmas condic@es até o tempo 10 de estocagem. Este bife foi

utilizado posteriormente como padrdo para cor marrom.
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3.5 Analises fisicas e bioguimicas na carne

Os revestimentos comestiveis foram mantidos nas amostras tratadas para

a realizacdo de todas as analises.

3.5.1 Microscopia eletrdnica de varredura

Para a andlise da microscopia eletronica de varredura, os trés
tratamentos (controle, mono e dupla camada) foram recortados em cubos de 0,4
cm® por meio de criofratura, utilizando-se o nitrogénio liquido; em seguida,
foram tratados em solucdo Karnovisky. A seguir, os cubos com corte
longitudinal, transversal e com a vista da superficie foram colocados com fita de
carbono de dupla face sobre um suporte de aluminio (stubs), recobertos com
ouro em um evaporador (Bal-tec - SCDa50, Balzers, Liechtenstein) e
visualizados em um microscopio eletronico de varredura (Mevleo-Evo40xvp -
Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), a uma tensdo de aceleragdo de 20 KV. As
eletromicrografias foram processadas utilizando o software Corel Draw Photo

Paint X5.

3.5.2 Perda de peso

Para o acompanhamento da perda de peso durante a estocagem, os bifes
foram retirados da bandeja e novamente pesados em balanga semianalitica. O
resultado foi expresso em porcentagem de perda de massa em relagdo a massa

inicial (tempo zero).
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3.5.3 pH

O pH foi determinado com potenciémetro digital, modelo Quimis, tipo
Q-400 A, utilizando eletrodo tipo penetracdo (para alimentos sélidos), calibrado

com solugdes tampao de pH 4 e 7. Foram conduzidas trés leituras por amostra.

3.5.4 Indice de perdxidos (IP)

O indice de peroxido (IP) foi determinado por modificacbes do método
de PCA-FOX proposto por Gay e Gebicki (2002). Brevemente, 6 g da amostra
foram homogeinezadas em 25 mL de metanol refrigerado (-18 °C), por 30
segundos e centrifugados, a 1.400 g, por 3 minutos. Uma aliquota do
sobrenadante (suficiente para conter até 75 uM de hidroperdxidos) foi
adicionada de 200 pL de solucdo analitica (2,5 mM de alaranjado de xilenol
tetrassodico e 2,5 mM de sulfato ferroso de aménio em solugdo de é&cido
perclérico 1,10M) e o volume completado para 2 mL com agua destilada. Ap6s
30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, foi lida a
absorbancia a 560 nm.

A concentragdo de hidroperoxidos foi determinada a partir de curva
analitica de calibracdo feita com hidroperoxido de cumeno (CHP) e os

resultados expressos em mg de CHP/kg de amostra.
3.5.5 indice de TBARS
A oxidacdo lipidica foi avaliada pelo indice de substancias reativas ao

acido tiobarbitdrico (TBARS), segundo metodologia proposta por Raharjo et al.

(1992), com modificaces.
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Cerca de 70 g de cada bife foram triturados em miniprocessador para
alimentos. Porcdes de 10 g de cada amostra triturada foram coletadas. As 10 g
de amostra foram adicionados 40 mL de &cido tricloroacético (TCA), a 5% e 1
mL de BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol) 0,15% (em etanol) e
homogeneizadas em politron, por 5 minutos. Em seguida, o homogenato foi
filtrado em filtro de papel e o volume do filtrado ajustado com TCA 5% para 50
mL, em baldo volumétrico. Aliquotas de 2 mL dos bal6es foram transferidas
para tubos de ensaio e adicionadas de 2 mL de TBA (2-acido tiobarbiturico) 0,08
M (diluido em &cido acético glacial 50%). Os tubos foram levados ao banho-
maria, por 5 minutos e as leituras foram realizadas, a 531 nm, em
espectrofotdmetro tipo CARY 50 Varian.

Para cada repeticao, as médias foram obtidas considerando-se as médias
de trés replicatas. Os valores de TBARs foram expressos em miligramas de
malonaldeido por quilograma de amostra (mg MDA/Kg), por meio de curva
analitica, utilizando 1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP) em &cido tricloroacético

20% como padréo.

3.5.6 Pigmentos relativos da mioglobina

As curvas de reflectancia foram obtidas com um colorimetro
espectrofotométrico CM-700D (Kobnica Minolta), com porta de abertura de 30
mm, sendo estabelecidos o iluminante A, o angulo de 10° para o observador, a
luz especular incluida (RSIN) e o sistema de cor CIELAB.

Os valores intermediarios (473, 525 e 572 nm) de reflecténcia foram
calculados por interpolacéo linear. O contetdo relativo dos pigmentos heme,
expressos como oximioglobina (O:Mb), mioglobina reduzida (Mb+) e

metamioglobina (MMb), na superficie dos bifes, foi calculado segundo 0 método
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matematico de Krzywicki (1979 citado por RAMOS; GOMIDE, 2007), de
acordo com as seguintes equagoes:

MMb = 1,305 - [(A%"2- AT0)/(A%S - AT)];
Mb*= 2,375%[1-(A" - AT0)/(AZSIAT)]; e
O:Mb= 1 - (MMb + Mb")

em que A%?, A0 A5 e A% gjo as reflectancias obtidas a 572, 730,

525 e 473, respectivamente.

Os mesmos bifes (selecionados para analise de cor e pigmentos relativos
da mioglobina) foram avaliados em todos os tempos de estocagem. Para cada
repeticdo, as reflectancias foram obtidas considerando-se o valor médio de trés
leituras realizadas em diferentes pontos da superficie dos bifes.

3.5.7 Analise objetiva da cor

A avaliagdo objetiva da cor foi realizada diretamente na superficie dos
bifes, utilizando-se um colorimetro espectrofotométrico CM700-D (Konica
Minolta), com porta de abertura de 30 mm. Para o calculo dos indices de cor
foram estabelecidos o iluminante A, o angulo de 10° para o observador, a
reflectancia especular excluida (RSEX) e o sistema de cor CIELAB, segundo
sugerido por Ramos e Gomide (2007) para carnes in natura.

Os indices de cor luminosidade (L*), o indice de vermelho (a*) e o
indice de amarelo (b*) foram obtidos, para cada repeti¢cdo, considerando-se o
valor médio de trés leituras realizadas em diferentes pontos da superficie do bife.

A partir dos indices de cor, também foram calculadas as coordenadas polares
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(RAMOS; GOMIDE, 2007): indice de saturacdo [C* = (a*2 + b*2)1/2] e &ngulo
de tonalidade [h* = tan-1(b*/a*)], expresso em graus.
Os mesmos bifes (selecionados para analise de cor e pigmentos relativos

da mioglobina) foram avaliados em todos os tempos de estocagem.

3.5.8 Determinacao da Taxa de Consumo de Oxigénio (TCO)

A taxa de consumo de oxigénio (TCO) foi avaliada pela conversao da
oximioglobina (O.Mb) a metamioglobina (MMb) na superficie dos cortes sob
vacuo, segundo o procedimento descrito por Madhavi e Carpenter (1993), com
pequenas modificagbes. Amostras de tamanho 5 x 5 cm foram cortadas ao meio,
expostas ao ar por 30 minutos em ambiente refrigerado (4 °C) para completo
blooming, sendo, a seguir, embalados a vacuo (-0,8 bar, 50 segundos) em sacos
de néilon-polietileno (PA/PE) e o espectro de reflectancia (420 a 780 nm, em
intervalos de 10 nm) imediatamente medido na parte interna (sem a presenga do
revestimento), sendo referido como tempo zero. A seguir, as amostras foram
armazenadas em BOD, a 4 °C, sem a incidéncia de luz, por 10 minutos, quando
nova leitura do espectro foi conduzida.

A concentracdo relativa dos pigmentos de mioglobina (OMb, Mb+ e
MMb) foi calculada pelo método matematico de Krzywicki (1979, citado por
RAMOS; GOMIDE, 2007) no tempo inicial e final, e a TCO foi expressa como
a percentagem de O,Mb do tempo zero (%OMbi), consumida apds 10 minutos

sob vacuo (%OMDbf), ou seja,

TCO = [(%0;Mbi - %0,Mbf ) + %0,Mbi] x 100
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3.5.9 Atividade redutora da metamioglobina (MRA)

A atividade metamioglobina redutase (MRA) foi avaliada de acordo
com procedimento descrito por SAMMEL et al. (2002), com pequenas
modifica¢cdes. Amostras de tamanho 5 x 5 cm foram cortadas ao meio, imersas
numa solucdo de nitrito de sodio 0,3% por 20 minutos a temperatura ambiente,
para facilitar a formagdo de metamioglobina (MMb). As amostras foram, ent&o,
removidas da solugdo, secas em papel toalha, embaladas a vacuo em filme de
nailon-polietileno (PA/PE) e o espectro de reflectancia (420 a 780 nm, em
intervalos de 10 nm) imediatamente obtido na parte interna (sem a presenca do
revestimento), sendo referido como tempo zero. A seguir, as amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente (25 °C), por 2 horas, para induzir a reducdo
da MMb a deoximioglobina (Mb+). Apds este periodo, foram novamente
coletados os dados espectrofotométricos de reflectancia na superficie dos cortes.

A concentracdo relativa dos pigmentos de mioglobina (OMb, Mb+ e
MMb) foi calculada pelo método matematico de Krzywicki (1979 citado por
RAMOS; GOMIDE, 2007) no tempo inicial e final, e a MRA foi expressa como
a percentagem de MMb do tempo zero (%MMbi) reduzido apds 3 horas sob
vacuo (Y%eMMbf), ou seja,

MRA = [(%MMbi - %MMbf ) + %MMbi] x 100
3.6 Analises microbioldgicas
Quantificaram-se os microrganismos psicrotroficos, aerébios mesoéfilos
e fungos filamentosos e leveduras. Foi utilizado o procedimento para pesagem e

preparo das amostras segundo a metodologia descrita na Instrucdo Normativa n°
62 (BRASIL, 2003).
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3.6.1 Microrganismos psicrotroficos

Foram retirados, aleatoriamente, 25 g da amostra e homoigezados com
225 mL (para preparo da primeria diluicdo: 10) de dgua peptonada BWT (1%).
Em seguida, as amostras foram homogeinezadas em bag mixer. As dilui¢cdes
subsequentes foram realizadas em tubos contendo 9 mL do mesmo diluente para
a obtencdo das concentragdes 102 e 10°. De cada diluicdo (10! a 10%)
transferiram-se aliquotas de 1 mL em uma placa de Petri, sendo, em seguida,
inoculadas em profundidade em &gar padrdo para contagem (PCA). As placas
foram invertidas e incubadas em estufa para demanda biol6gica de oxigénio
(BOD), em temperatura de 7+1 °C, por 10 dias. As coldnias nas placas foram

contadas e os resultados expressos em UFC.g™.

3.6.2 Microrganismos mesofilos

Foram retirados, aleatoriamente, 25 g da amostra que foram
homogeneizados com 225 mL (para preparo da primeria dilui¢do: 10) de agua
peptonada BWT (1%); em seguida, as amostras foram homogeinezadas em bag
mixer. As dilui¢bes subsequentes foram realizadas em tubos contendo 9 mL do
mesmo diluente, para a obtencéo das concentracdes 102 e 10 . De cada diluigdo
(10 a 10 transferiram-se aliquotas de 1 mL em uma placa de Petri, sendo, em
seguida, inoculadas em profundidade em agar padrdo para contagem (PCA). As
placas foram invertidas e incubadas em estufa para demanda bioldgica de
oxigénio (BOD), em temperatura de 36+1 °C, por 48 horas. As colbnias nas

placas foram contadas e os resultados expressos em UFC.g™.
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3.6.3 Fungos filamentosos e leveduras

Foram retirados, aleatoriamente, 25 g da amostra que foram
homogeneizados com 225 mL (para preparo da primeria diluicdo: 10) de agua
peptonada BWT (1%). Em seguida, as amostras foram homogeinezadas em bag
mixer. As diluicBes subsequentes foram realizadas em tubos contendo 9 mL do
mesmo diluente para a obtencéo das concentracdes 102 e 10 . De cada diluicdo
(10" a 10®) transferiram-se aliquotas de 0,1 mL em uma placa de Petri, nas
quais foram vertidos cerca de 15 mL do meio 4gar batata dextrose (ABD)
acidificado com o &cido tartarico a 10%. ApoOs a homogeneizagdo e a
solidificacdo do meio, com o auxilio de alca de Drigalski, o inéculo foi
espalhado cuidadosamente por toda a superficie do meio, até a sua completa
absorcdo. As placas foram invertidas e incubadas em estufa para demanda
biolégica de oxigénio (BOD), em temperatura de 25+1 °C, por 7 dias. As

coldnias nas placas foram contadas e os resultados expressos em UFC.g.

3.7 Anélise sensorial — perfil descritivo otimizado

Como o objetivo do estudo foi caracterizar a cor de carnes bovinas,
foram utilizadas fotografias das carnes nos diferentes tempos de armazenagem.

Em cada tempo de amostragem, os bifes sem o filme de PVC foram
fotografados em estidio fotografico Photosimile 100 (Photo Studio, Ortery;
Figura 1), constituido de quatro ldmpadas (Philips Ecotone PL-L 865/4p; 18W,
6500 K, 1200 Im e 80 Ra), por uma camara fotografica Canon PowerShot
SX120 IS, de 12 megapixels, posicionada a 34 cm da amostra e programada para
foco automaético e velocidade 1SO 80.

As fotos foram feitas nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de armazenamento,

totalizando cinco fotos para cada tratamento de carne. Para o padréo de marrom,
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foi tirada foto do bife controle no tempo 10 de armazenamento. Posteriormente,
foi feita formatagdo das imagens no programa Corel Draw 10.0, em que foram
obtidas sec¢des retangulares de 50 x 130 mm dos bifes, coladas em fundo preto e
reveladas em papel fotografico tipo Glossy Glacé Brilhante, 250 g/m?, tamanho
102 x 152 mm.

As etapas do perfil descritivo otimizado (SILVA et al., 2012) foram as
descritas a sequir.

a) Recrutamento dos julgadores

Foram selecionados 30 julgadores dispostos a participar da pré-selecéo,
sendo recrutados aqueles que apresentaram disponibilidade de tempo, afinidade
pelo produto, habilidade em trabalhar com escala ndo estruturada, conhecimento
sobre termos descritivos e condi¢cdes de salde que ndo comprometessem as
analises.

b) Pré-selecdo

Na pré-selecdo, os 30 julgadores foram submetidos a uma série de
quatro testes triangulares, com o objetivo de verificar a facilidade de
discriminagéo de amostras com a aparéncia sensorialmente semelhantes. As duas
amostras utilizadas para a avaliago pelo teste triangular foram carne bovina no
tempo 0 dia e no tempo 2 dias de armazenamento.

Para a avaliacdo das amostras, os candidatos receberam uma ficha
resposta em cada sessdo, as quais foram separadas e organizadas por candidato,
para a quantificacdo das respostas corretas. Foram selecionados os candidatos
que acertaram, no minimo, 75% dos testes.

Para a determinacdo da terminologia descritiva e a definicdo e a
familiarizacdo com os materiais de referéncia, os 19 julgadores selecionados na
pré-selegdo participaram de uma sessdo realizada por um moderador, para a
determinagdo dos atributos e a definicdo dos materiais de referéncia. Os

atributos avaliados foram cor vermelha e cor marrom para carne bovina. Nesta
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etapa, realizou-se também a familiarizacdo dos julgadores com os materiais de
referéncia e com a ficha do teste. Como referéncia para cor vermelha da carne
foi utilizada a foto do controle no tempo 0, para vermelho extremo e do controle
no tempo 10, para hnenhum vermelho. Para a cor marrom, foi utilizada a foto do
controle no tempo 10, para marrom extremo e do controle no tempo 0, para
nenhum marrom.

c) Avaliacdo das amostras

Na avaliagdo dos produtos utilizando o perfil descritivo otimizado, os
materiais de referéncia foram apresentados durante a avaliacdo final dos
produtos. Assim, os julgadores puderam comparar as amostras com 0s materiais
de referéncia, facilitando a alocagéo das intensidades dos atributos na escala ndo
estruturada (SILVA, 2010).

O protocolo atributo por atributo foi utilizado na avaliacdo das amostras
para evitar fadiga sensorial. Somente um atributo foi avaliado por sessdo. Os
julgadores receberam todas as amostras de uma s6 vez e foram solicitados a
comparar os produtos com os materiais de referéncia, indicando a intensidade do
atributo para cada amostra na escala nao estruturada (de 9 centimetros). Foram
realizadas trés repeticdes de cada sessdo realizada. As 15 amostras foram
apresentadas segundo o delineamento de blocos completos, em que cada

julgador avaliou todas as amostras.
3.8 Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e, quando necessério, as

médias dos tratamentos foram avaliadas pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia. O efeito do tempo de estocagem foi avaliado por regresséo.
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Para verificar se existe correlacdo linear entre os parametros avaliados,
foi realizada uma andlise de correlacdo de Pearson, considerando-se um nivel de
significancia p<0,05.

Para a analise do perfil descritivo otimizado (PDO), os escores
sensoriais obtidos para cada atributo de cor foram analisados por meio da
ANOVA, com as fontes de variagdo: amostra, julgador e interacdo
amostra*julgador. No caso de F (amostra x julgador) significativo, o efeito
principal (amostra) foi recalculado utilizando-se o quadrado médio da interagdo
como denominador. O efeito do tempo de armazenamento foi avaliado por
andlise de regressdo simples, regredindo-se as varidveis respostas em funcao dos
tempos em seus componentes lineares e quadréaticos, para a escolha do modelo
de regressdo que melhor descrevesse as variacdes, de acordo com o teste t de
Student, avaliando-se também a falta de ajuste. Por altimo, foi calculado o
coeficiente de exatidéo (R?).

Posteriormente, foi realizada a analise de correlagdo entre as
caracteristicas avaliadas em todo o experimento, cujos coeficientes foram
testados pelo teste t de Student.

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa estatistico
Statistical Analysis Systems, versdo 9.2, licenciado para a Universidade Federal

de Lavras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia eletrénica de varredura

A micrografia obtida da superficie do revestimento mostrou superficie
homogénea e sem fissuras (Figura 8a), sugerindo uma matriz coesa. Observou-se
uma matriz final e compacta que pode, inclusive, explicar as propriedades de
permeabilidade ao vapor de dgua e a gases. A estrutura externa do revestimento
mostrou-se homogénea e densa. N&o se observou separacdo de fases, ndo houve
presencas de poros e foi encontrada excelente integridade estrutural, comparavel
com a de outros revestimentos comestiveis, como compdsitos de proteina de
leite e gelatina (JIANG et al., 2010) e proteina de quinoa e quitosana
(ABUGOCH et al., 2010).

A superficie do revestimento apresentou alguns pontos em alto relevo
(Figura 8a), que pode ser o glicerol incorporado ao revestimento. Sendo assim,
esta caracteristica indica alto grau de incorporagdo do plastificante aos
componentes na matriz. Fakhouri, Batista e Grosso (2003) observaram que o
acido laurico utilizado estava fortemente ligado a matriz filmogénica de gelatina
qguando a morfologia do filme foi observada por MEV. Gelatina e quitosana séo
biopolimeross hidrofilicos, com boa afinidade e compatibilidade, entdo, é
esperado que formem blendas poliméricas com boas propriedades
(SIONKOWSKA et al., 2004).

A superficie da carne controle, ndo revestida, pode ser observada na
Figura (8b), em cujo corte longitudinal sdo visiveis as fibras da carne.

Na Figura 8(c) é apresentado corte de carne com tratamento

monocamada. Pode-se observar que o revestimento aderiu a superficie da carne.
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Figura 8 Imagens de microscopia eletronica de varredura. (a) superficie do
revestimento, (b) superficie da carne controle sem revestimento, (c/d)
secdo de carne revestida em mono camada e (e/f) se¢do de carne

revestida em dupla camada
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E possivel identificar algumas descontinuidades na parte superior do
revestimento, que podem ser visiveis no detalhe da Figura 8 (d). Essas fendas
devem ter sido ocasionadas pelo tratamento de véacuo aplicado a amostra, no
preparo para a microscopia, que pode ter eliminado o glicerol livre. A presenga
de fendas e poros na estrutura dos filmes pode comprometer a integridade
estrutural do filme e, consequentemente, provocar modificagcbes nas suas
propriedades funcionais (SOUZA et al., 2004). Estas mesmas fendas foram
observadas em outros trabalhos, como em filmes de proteinas miofibrilares de
tilapia-do-nilo (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000) em filmes a base
de proteinas miofibrilares de carne bovina adicionadas de glicerol (SOUZA et
al., 2004). Cortes longitudinais de bifes revestidos em dupla camada sdo
apresentados nas Figuras 8 (e) e 8 (f), sendo possivel observar uma camada mais
espessa de filme, com algumas regides com maior relevo.

Foi possivel realizar a medicéo da espessura dos revestimentos, sendo a
espessura do tratamento de monocamada préxima de 20,34 um (Figura 9a) e o
de dupla camada, cerca de 54,89 um (Figura 9b). A espessura da dupla camada é
cerca de 2,5 vezes a espessura da monocamada, indicando maior aderéncia do

revestimento a primeira camada do que a carne.
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Mono camada

- 2
3 h=20,34 um

¢ h=54,89 um

Dupla camada

Figura 9 Imagens de microscopia eletrénica de varredura. (a) se¢do de carne
revestida em monocamada, em que espessura do filme = 20,34 um e
(b) secdo de carne revestida em dupla camada, em que espessura do
filme = 54,89 um

4.2 Perda de peso

A perda de peso foi influenciada (p<0,05) pelo tratamento e pelo tempo

de estocagem. Pode-se observar que a aplicacdo do revestimento comestivel
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tanto em mono quanto em dupla camada favoreceu a redugdo na perda de peso
dos bifes (Figura 10). No oitavo dia de estocagem, os revestimentos
possibilitaram a redugdo em até 1% na perda de peso. As equagdes e o0s

coeficientes de inclinacdo das curvas de regressdo ajustadas sdo descritos na
Tabela 2.

3,0 4

»
[
I

I
(=]

©

Perda de peso (%)
i

=
[

=
=

Tempo (dias)
O Controle ¢ Mono A Dupla
------ Polinémio (Controle) - - Polinémio (Mono) —Polinémio (Dupla)

Figura 10 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre a perda
de peso de bifes armazenados por 8 dias, sob refrigeracdo a 4 °C

Tabela 2 Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de perda de peso (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R%(%)
Controle Yi = 0,55 Xi — 0,03 Xi? 0,85
Mono Y;i = 0,20 X; 0,82

Dupla Yi=0,17 X; +0,17 X 0,79
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Os bifes controle apresentaram exsudagdo aparente, enquanto os bifes
revestidos ndo apresentaram perda de agua visivel. A presenca de exsudado ndo
¢ atrativa ao consumidor, portanto, embalagens em que os bifes ndo apresentem
exsudagdo aparente s3o interessantes, do ponto de vista comercial
(LAGERSTEDT et al. 2011).

A menor perda de peso ocorreu nos bifes revestidos. Este fato se deve,
provavelmente, a permeabilidade dos filmes, uma vez que biopolimeros a base
de gelatina tém como propriedade uma alta barreira a gases e ao vapor de agua
(PEREDA et al., 2011), o que pode ter dificultado a perda de dgua dos bifes por
evaporagao ou exsudagdo. A baixa solubilidade da blenda de gelatina e quitosana
pode também ter contribuido para a formagao de barreira a dgua (ZHANG et al.,
2002).

Uma vez que a solucdo filmogénica é uma solugdo gelatinosa, a menor
perda de peso pelos bifes pode ser também devido a alta umidade dos filmes,
que pode funcionar como agente sacrificante, ou seja, o revestimento perde sua
umidade antes da perda de umidade pelos bifes. Assim, a perda da umidade dos
bifes pode ser retardada até que a umidade contida no polimero em fase gel
tenha evaporado (KESTER; FENNEMA, 1986).

A permeabilidade ao vapor de agua de revestimentos comestiveis
depende diretamente de sua espessura. O efeito da espessura é explicado pela
natureza hidrofilica de muitos biopolimeros, sendo a difusividade do vapor de
agua nestes materias dependente do teor de umidade presente (RIVERO, 2009).
Neste experimento, ao contrario do esperado, a maior espessura do revestimento
dupla camada ndo interferiu na perda de peso dos bifes, sendo a perda de peso
dos bifes revestidos, tanto em mono quanto em dupla camada, semelhante.

Wu e Weller (2001) estudaram a perda de umidade de bifes de carne
bovina envoltos por cinco tipos de biopolimeros diferentes e constataram que a

amostra envolta por filme de quitosana (na concetracdo de 2%) perdeu 66% de
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umidade a menos que o controle. Antoniewski et al. (2007) avaliaram a perda
por exsudacao de carnes bovina, suina, de aves e de filés de salméo cobertos por
biofilme a base de gelatina, na concentracdo de 20%. Todos os tipos de carnes
estudados apresentaram menor perda por exsudacdo que o controle, quando
adicionados do filme de gelatina.

Cardoso (2011) avaliou o efeito de revestimentos a base de gelatina e
quitosana na perda de peso de bifes de lagarto bovino. Em relagcdo a amostra
controle, que apresentou perda de peso de 21,45%, a aplicacdo dos filmes foi
eficiente, permitindo redugdo média da perda de peso dos bifes de 8,52%, em
cinco dias de estocagem, 0 que representou reducdo de 12,93% em relacdo ao

controle.

4.3 pH

Foram observados efeitos (p<0,05) de tempo e tipo de tratamento
isolados para a variavel pH (Figura 11). Os valores de pH da amostra
controle foi superior ao dos bifes revestidos em mono e dupla camada. A
equacdo ¢ os coeficientes de regressdo dos tratamentos no tempo sdo
apresentados na Tabela 3.

O aumento do pH das amostras controle foi evidenciado a partir do
quarto dia de estocagem, o que condiz com trabalho de Cardoso (2011), que
analisou o efeito do tempo de estocagem sobre a estabilidade da carne bovina

refrigerada durante oito dias.



75

6,60 -

6,40 -

6,20 4
O

26,00

5,80 -

5,60

5,40 T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)
O Controle ¢ Mono A Dupla

Figura 11 Efeito do tempo sobre o pH de bifes armazenados por 8 dias sob
refrigeracdo a 4 °C

Tabela 3 Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de pH (Y;) dos tratamentos durante armazenamento (X, em
dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Equacéo R?
Tratamentos Yi =5,60 +0,04 X; 0,56

O aumento do pH pode ser indicativo de crescimento microbiano, pois,
em alimentos armazenados sob aerobiose e ricos em proteinas ou aminoacidos
livres, como a carne bovina, é comum o aumento no valor de pH & medida que
aumenta a contagem de microrganismos deteriorantes (NTZIMANI et al., 2008),
ou, entdo, de proteases enddgenas da carne, cuja atividade proteolitica resulta em
compostos de carater basico (VINCI e ANTONELLI, 2002). A correlagéo
(p<0,05) de pH com microrganismos psicrotroficos (p<0,001 e r=0,353) e
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mesofilos (p<0,05 e r=0,359) explica 0 aumento da contagem microbiana com
aumento dos valores de pH dos tratamentos com o passar do tempo.

4.4 Oxidacao lipidica

O indice de peréxidos (IP) ¢ um indicador sensivel da oxidagao lipidica
apenas no estdgio inicial de oxidacdo, uma vez que, ao atingir certo nivel de
concentracdo, mudangas complexas ocorrem, degradando os hidroperoxidos e
formando compostos de baixo peso molecular, como aldeidos, que podem ser
mensurados pelo indice de TBARS (ARAUJO, 2006).

Houve efeito significativo da interacdo tempo e tratamentos para o
indice de perdxidos (Figura 12). Foi possivel ajustar curvas de regressao

(p<0,05) para os valores de IP (Tabela 4).
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Figura 12 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre indice
de peroxidos (IP) de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracdo
a4°C
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Tabela 4 Equac0es ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para o
indice de perdxidos (Yi) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi = 8,18 +11,41 X; -1,23 Xi 0,75
Mono Yi=12,05+ 11,92 X; -1,25 X{ 0,45
Dupla Yi = 15,36 + 6,26 X; +0,16 X2 0,71

Durante os primeiros quatro dias de armazenamento, os tratamentos
apresentaram aumento no indice de peroxidos, tendo os valores maximos de IP
sido encontrados para controle (46,078 mg de CHP/kg) e monocamada (55,109
mg de CHP/kg), evidenciando comportamento semelhante no aumento dos
perdoxidos para estes dois tratamentos. Foi possivel observar que o valor maximo
de IP do tratamento revestido por dupla camada (41,531 mg de CHP/kg) ocorreu
no sexto dia de armazenamento, sendo inferior ao maximo dos outros
tratamentos, observados no quarto dia de armazenamento.

De forma geral, o revestimento em dupla camada retardou em pelo
menos dois dias a producdo maxima de peréxidos. Producdo de perdxidos foi
retardada pelo revestimento dupla camada, o que pode ser comprovado pelos
menores valores de malonaldeido no indice de TBARS. Os pontos de inflexao
das curvas podem indicar o tempo em que a quantidade maxima de produgéo de
peroxidos ocorreu e, posteriormente, comegou a diminuir. Para o controle, o
ponto de maximo da curva aconteceu em 4,62 dias, enquanto para mono, 4,77
dias e dupla camada, em 19,20 dias, aproximadamente.

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com Jeon, Kamil e Shahidi
(2002), que reportaram que coberturas a base de quitosana foram efetivas,
retardando a producdo de produtos primarios de oxidagdo em filés de peixe,

estocados a 4 °C. Ojagh et al. (2010) observaram que revestimentos a base de
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quitosana foram efetivos, diminuindo a producao de peroxidos em filés de truta
estocados sob refrigeracao (4 °C).

Os peroxidos sdo produtos primarios da oxidacdo e sdo intermedidrios
instaveis. No decorrer da sua decomposi¢cdo, geram-se compostos de natureza
muito diversa, os quais sdo designados como produtos secundarios (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999). O parametro geralmente utilizado para medir a
extensdo da oxidagao nesta fase ¢ o nimero de TBARS.

Os valores de TBARS dos bifes foram influenciados pela interagcdo
tratamento e tempo de armazenamento (p<0,05). Conforme observado na Figura
13, todos os tratamentos revestidos apresentaram valores estatisticamente
menores durante os oito dias, quando comparados aos resultados encontrados
para o controle (p < 0,05). Os coeficientes de regressdo de cada interagdo séo

apresentados na Tabela 5.
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Figura 13 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o indice
de TBARS de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracédo a 4 °C
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Tabela 5 Equacdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para o
indice de TBARS (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla camada,
durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a 4 °C.

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=0,57 + 0,10 X; 0,90
Mono Yi= 0,41 + 0,10 X; 0,86
Dupla Yi = 0,40 + 0,09X; 0,85

No quarto dia de armazenamento, a amostra controle apresentou indices
de TBARs acima do limiar de percepcdo de sabor estranho e rancidez oxidativa
(1 mg malonaldeido/kg) reportado por McKenna et al. (2005) para carne bovina.
Os bifes tratados com mono (1,12 mg MDA/Kg) e dupla camada (0,97 mg
MDAV/kg) atingiram este limiar posteriormente, no sexto dia de armazenamento.
Sendo assim, pode-se deduzir que a aplicacdo de revestimento € efetiva na
prevencgao da oxidacao lipidica.

Segundo Araujo (2006) e Silva, Borges e Ferreira (1999), a formag&o de
produtos secundarios pode ser percebida com a diminuicdo dos valores de
peréxidos. No sexto e no oitavo dia de estocagem, quando os valores de
peréxidos diminuiram, o indice de TBARS aumentou. Quando relacionados os
valores de TBARS aos resultados de indice de peréxidos, observou-se
correlacdo (p>0,05) entre os dados.

E possivel que as blendas poliméricas adicionadas na forma de
revestimentos comestiveis reduzam o acesso do oxigénio até a superficie da
carne e, sendo assim, retardam o processo de oxidagdo lipidica. De acordo com
Krochta and De Mulder-Johnson (1997), devido as boas probriedades de barreira
ao oxigénio, os revestimentos a base de gelatina sdo mais eficientes na reducdo
da oxidagao lipidica, quando comparados com filmes a base de polissacarideos.

Associado a isso, os revestimentos a base de quitosana exibem uma Otima
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barreira ao oxigénio e, quando aplicados diretamente sobre a superficie da carne,
podem agir como barreira entre a carne e o ambiente externo, retardando, assim,
a difusdo de oxigénio para a superficie da carne bovina (JEON; KAMIL;
SHAHIDI, 2002). Neste trabalho, supde-se que as blendas tenham reduzido o
acesso de oxigénio na superficie da carne, retardando o processo de oxidacdo
lipidica nos revestimentos adicionados. O revestimento de dupla camada pode
ter sido mais efetivo na inibicdo da oxidacdo devido a maior espessura e,
consequentemente, & menor permeabilidade ao oxigénio (RIVERO, 2009).

Os menores valores de TBARS encontrados para bifes de carne bovina,
durante o periodo de armazenamento, podem ser também resultado da
propriedade antioxidante da quitosana. Kamil, Jeon and Shahidi (2002)
demonstraram que a quitosana pode ser considerada um antioxidante natural,
estabilizando os lipidios contidos em alimentos. A quitosana pode também
diminuir a oxidagdo lipidica, devido a sua propriedade quelante ou de
complexagdo com lipidios (ALISHAHI; AIDER, 2012), fazendo que estes
componentes ndo estejam disponiveis para reagdes oxidativas. A quelagdo de
ions metalicos ¢ uma das razoes pelas quais a quitosana pode ser considerada um
antioxidante natural (MOHAN et al., 2012).

Darmadji e lzumimoto (1994) relataram que a adi¢do de quitosana em
0,2%, 05% e 1,0% resultou em diminuicdo de 10%, 25% e 40%,
respectivamente, nos valores de TBARS, no tempo zero de armazenamento de
bifes de carne bovina. Ainda segundo estes autores, apés trés dias de estocagem
a 4 °C, a quitosana causou redugdo de 70% do valor de TBARS. Angelo e
Vercellotti (1989) também relataram que a n-carboximetilquitosana foi eficaz no
controle de 93% de oxidacao de carne moida.

Em contrapartida, Wu et al. (2000) relataram que bifes envoltos por
filmes de quitosana no tempo zero apresentaram maiores indices de TBARS que

o controle. Segundo os autores, isso, provavelmente, ocorreu devido a alta
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permeabilidade ao oxigénio da quitosana em sua forma gelatinosa. Assim, no
momento da imersdo, houve um favorecimento da oxidacdo dos bifes no tempo
inicial.

Lopez-Caballero et al. (2005) revestiram filés de bacalhau com
revestimentos a base de gelatina e quitosana e estocaram por 15 dias, a 2 °C.
Nao foi encontrado efeito significativo dos tratamentos para a prevencao da
oxidag¢ao lipidica.

Antoniewski et al. (2007) reportaram que a aplicagdo de revestimentos a
base de gelatina ndo apresentou diferencas nos valores de TBA de carne bovina,
suina, salmdo e frangos, comparado com os respectivos controles. Jeon, Kamil e
Shahidi (2002) reportaram que revestimentos a base de quitosana foram efetivos
na redugdo do conteido de TBARS de bacalhau revestido.

A taxa de oxidacdo lipidica muscular também pode atuar como
indicativo de grau de susceptibilidade a oxidacdo dos pigmentos carneos, tendo
em vista a estreita relac@o entre esses dois processos oxidativos (MCKENNA et
al., 2005).

De acordo com Faustmann et al. (1989), o acumulo de compostos de
carbonila pela insaturacdo de acidos graxos e fosfolipideos ¢ correlacionado com
a oxidagdo da mioglobina nas carnes frescas.

Descalzo et al. (2008) e Esmer et al. (2011) demonstraram a alta
correlagdo entre a perda de estabilidade oxidativa e a formagdo de
metamioglobina. Greene (1971) e Renerre (1990) encontraram que a oxidagado
lipidica e a oxidagdo do pigmento na carne fresca ocorrem simultaneamente, o
que foi confirmado neste experimento, devido & alta correlagdo entre teor de
MMb e indice de TBARS (p<0,001 e r = 0,693), assim como a correlacdo
negativa de TBARS com O2Mb (P<0,001 e r=-0,637), indicando que 0 aumento
de oxidacdo se correlaciona fortemente com a diminuicdo do pigmento

vermelho-brilhante da carne.
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4.4 Pigmentos relativos da mioglobina

A aplicacdo do revestimento comestivel em mono e dupla camada
influenciou significativamente (p<0,05) o teor de pigmentos relativos da
mioglobina oximioglobina (O.Mb) (Figura 14), deoximioglobina (Mb+) (Figura
15) e metamioglobina (MMb) (Figura 16), comparado com o controle, durante
todo o tempo de estocagem. Os coeficientes de regressdo das interagdes para
0,Mb, Mb+ e MMD estdo representados na Tabelas 6, 7 ¢ 8, respectivamente.

A descoloragdo da carne ¢ resultado da oxidagdo da Mb+ ou da O,Mb a
MMb (SWATLAND, 2004).Para o tratamento controle, o teor de O-Mb declinou
muito mais rapidamente, quando comparado aos bifes tratados com mono ¢
dupla camada.

A conversdo de O,Mb a MMb no controle foi evidenciada a partir do
segundo dia de estocagem, indicando escurecimento mais rapido da carne nao
revestida. O tratamento monocamada apresentou ligeira conversdo se O,Mb a
MMb, durante o tempo de estocagem, sendo os teores de Mb+ mantidos em
6,92% durante este periodo.

Durante os oito dias de estocagem, ndo foi observado efeito do tempo
para o tratamento de dupla camada. Sendo assim, este tratamento manteve o teor
de O,Mb na média de 65,03%, o teor de Mb+ em 6,07% e o teor de MMb em
28,88%, indicando favorecimento da estabilidade da cor dos bifes tratados com

duas camadas durante a estocagem (Figuras 14, 15 e 16 e Tabelas 6, 7 e 8).
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Figura 14 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o teor de
oximioglobina (O:Mb) de bifes armazenados, por 8 dias, sob
refrigeracdo a 4 °C

Tabela 6 Equaces ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
teor de oximioglobina — O2Mb (Y;) dos tratamentos controle, mono e
dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a

4°C
Tratamento Equacéo R?
Controle Yi = 66,12 — 2,00 X; 0,83
Mono Yi = 64,98 - 0,36 X; 0,52

Dupla Y; = 65,03 -
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Figura 15 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o teor de
de oximioglobina (Mb+) de bifes armazenados, por 8 dias, sob
refrigeracdo a 4 °C

Tabela 7 EquacOes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de deoximioglobina — Mb+ (Yi) dos tratamentos controle,
mono e dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=4,89+ 135X 0,68
Mono Y;=6,92 -

Dupla Yi = 6,07 -
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Figura 16 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada sobre o teor de
metamioglobina (MMDb) de bifes armazenados, por 8 dias, sob
refrigeracdo a 4 °C

Tabela 8 EquacOes ajustadas e respectivos coeficientes de regresséo (R?) para
valores de metamioglobina — MMb (Y;) dos tratamentos controle,
mono e dupla camada, durante armazenamento (x, em dias) sob
refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi = 28,98 + 0,64 Xi 0,73
Mono Y;i = 28,31 + 0,30 X; 0,79
Dupla Y; = 28,88

O actmulo de MMb, pigmento de coloracdo marrom, promove a
depreciacdo do produto pela perda da coloracdo caracteristica da carne fresca.

Segundo Renerre e Labas (1987), os consumidores tendem a perceber diferenca
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entre carnes quando aproximadamente 20% de MMb estéo presentes, enquanto
ha a tendéncia da rejeicao de carnes em que o teor de MMb esteja acima de 40%
(GREENE; HSIN; ZIPSER, 1971). Baseado nas equacdes de MMb, foi
evidenciado que bifes revestidos em mono e dupla camada apresentaram maior
estabilidade de cor, quando comparados com o controle; no entanto, nenhuma
das amostras testadas atingiu o limiar de rejeicdo proposto por Greene, Hsin e
Zipser (1971).

Sistemas de embalagem com alto teor de oxigénio, por um lado,
permitem maior oxigenagdo do pigmento de mioglobina, conferindo-lhe maior
estabilidade de cor (MANCINI; HUNT, 2005); por outro lado, talvez se torne
mais provavel a formagdo de espécies reativas de oxigénio a partir da radiagdo
UV, as quais poderiam induzir reacGes oxidativas, dentre essas, dos pigmentos
de cor.

Manicini e Hunt (2005) concluiram que tanto a atividade enzimética
quanto o teor de NADH decaem continuamente com o0 aumento do tempo post
mortem. Portanto, carne estocada durante longos periodos de tempo poderia,
potencialmente, acumular MMb a uma taxa mais rapida, durante exposicdo em
balcGes e descolorir mais rapidamente.

Neste experimento, o pH apresentou altas correlagcdes com os valores de
MMb (p<0,001 e r=0,4971), Mb+ (p<0,001 e r=0,4971) e correlacdo negativa
com O;Mb (p<0,001 e r=-0,6001), indicando que o aumento do pH é
relacionado & diminuicdo de O.Mb e, consequentemente, & diminuigdo da cor

vermelho brilhante da carne.

4.5 Andlise objetiva da cor

A formagdo da MMb reduz os valores de a* e b* (MCKENNA,
LUNDSTROM; TORNBERG, 2005), com perda da coloracido vermelha, e de
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L* (LINDAHL et al., 2001), o que torna a carne escura € pouco atrativa para 0s
consumidores. Portanto, a cor da carne sera favorecida quando os indices de cor
forem elevados e assim se mantiverem durante o periodo de armazenagem
(CARDOSO; RAMOS; RAMOS, 2009b).

A luminosidade é considerada o parametro de cor gque governa a
qualidade da carne e de produtos carneos (GARCIA-ESTEBAN et al., 2003).
Segundo McKenna et al. (2005), carnes expostas como no varejo sdo mais
susceptiveis a mudangas na luminosidade. Segundo Ramos e Gomide (2007),
altos valores de luminosidade s&o indicativos de carne mais clara.

No tempo zero de estocagem (Figura 17), o controle apresentou maior
decréscimo dos valores de L, quando comparado com os tratamentos mono e

dupla camada (Tabela 9).

L*
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Figura 17 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos valores de
L* de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4 °C
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Tabela 9 EquagBes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de L (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla camada,
durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=32,61-0,87 X; 0,91

Mono Yi = 31,46 -
Dupla Yi= 27,58 + 0,35 X; 0,32

De imediato, a aplicacdo dos filmes pode ter reduzido a luminosidade da
carne. No entanto, a partir do quarto dia de estocagem, a dupla camada
apresentou evolucdo dos valores de L*, indicando um clareamento da carne. O
revestimento monocamada apresentou os maiores valores de L* em todos os
tempos de estocagem.

Com a maior perda de peso, e consequentemente perda de agua do
controle, este apresentou maior escurecimento durante o tempo de estocagem. A
baixa perda de &gua do tratamento monocamada pode explicar a manutengdo no
valor de L* com o tempo. O incremento dos valores de L* do revestimento
dupla camada pode ser explicado pelas duas camadas distintas do revestimento:
a hidratacdo dessas camadas pode ter aumentando o espalhamento e a disperséo
de luz, consequentemente aumentado os valores de L* (SWATLAND, 2004).

McKenna et al. (2005) observaram pequeno incremento na luminosidade
de bifes de M. semitendinosus envoltos apenas por filmes de PVC, durante 5
dias de estocagem. Suman et al. (2010) encontraram, em carne moida embalada
por biofilme de quitosana e filme de PVC, menor luminosidade que os bifes
embalados somente em PVC, em todos os tempos analisados (0, 1, 2, 3,4 e 5
dias).
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O indice de vermelho (a*) €, principalmente, relacionado a carne
vermelha (RAMOS; GOMIDE, 2007). Segundo McKenna et al. (2005), ha forte
relacdo entre os valores de a* e o grau de oxigenacao do pigmento (O.Mb).

Houve efeito significativo (p<0,05) para a interagdo tratamentos e tempo
para o indice de a* (Figura 18). Durante o periodo de estocagem, observou-se
(p<0,05) um decréscimo nos valores de a* do controle, enquanto os valores de
a* do revestimento em monocamada mantiveram-se estaveis (média = 20,846) e
0 revestimento em dupla camada apresentou incremento dos valores de a* com o
tempo (Tabela 10). A diminuicdo dos valores de a* do controle devido a
conversdo do pigmento de O,Mb para de MMb, durante o periodo de estocagem
(McKENNA et al., 2005), que ocorreu devido a menor oxigenagao da carne, ou,
ainda, pela foto-oxidacdo do pigmento, que favorece o aumento da MMb,
conferindo a coloragdo marrom a carne (ROBIN et al., 2014).

a*

0 1 2 3 + 5 6 7 8

Tempo (dias)
O Controle ¢ Mono A Dupla
------ Linear (Controle) - - Linear (Mono) —Linear (Dupla)

Figura 18 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos valores de
L* de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4 °C
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Tabela 10 Equagdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de a* (Y;) dos tratamentos bcontrole, mono e dupla camada,
durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=21,82 1,58 X; 0,88

Mono Y; = 20,84 -
Dupla Yi=19,51 - 0,94 X; 0,37

A manutencdo dos valores de a* pelos revestimentos mono e dupla
camada pode estar relacionada a maior barreira ao oxigénio, o que dificulta a
penetracdo de oxigénio na carne e reduz, consequentemente, a TCO da carne,
prolongando a atividade das metamioglobina redutase (MRA) e favorecendo a
manutencgdo da cor vermelha, ou seja, os valores de a*. Como a espessura do
filme dupla camada foi maior, este revestimento teve maior efeito na diminuicéo
da TCO e, consequentemente, foi observado o incremento da cor vermelha dos
bifes.

Uma das causas pela qual a quitosana contida nos revestimentos pode ter
contribuido para a manutengdo da coloragcdo vermelha da carne pode ser a sua
capacidade quelante. Segundo Muzzarelli et al. (1985), a quitosana é um agente
quelante para inimeros ions metalicos, devido ao seu grupo amina e hidroxilas
que atacam os doadores de elétrons. Knorr (1991) relatou que o ion férrico
(Fe**), componente da metamioglobina, pode ser absorvido pela quitosana a uma
taxa de 17,6mg/g de quitosana em 30 minutos. O ferro é conhecido como
promotor de oxidacdo via geracdo de radicais livres e sua interacdo com a
quitosana pode estabilizar a cor da superficie da carne.

Suman et al. (2010) encontraram maior indice de vermelho em carne
moida envolta por filmes de quitosana, estocada por 3, 4 e 5 dias, quando

comparada com o controle. Os pesquisadores concluiram que a adicao de filmes
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de quitosana estabilizou a coloracdo vermelha da carne moida. Georgantelis et
al. (2007) observaram que, durante seis meses de estocagem sob congelamento,
bolos de carne moida adicionados de quitosana (individualmente ou adicionados
de alecrim ou de a-tocoferol) apresentaram maior intensidade da cor vermelha
do que os controles, inclusive de controles contendo apenas alecrim ou alfa-
tocoferol. As carnes moidas que ndo continham quitosana foram consideradas
inaceitaveis apds 120 dias de armazenamento, em embalagem sob condigdo
aerobica.

No trabalho de Descalzo et al. (2008) descreve-se a relacdo entre a
deterioracdo da cor durante o envelhecimento e os niveis de TBARS no misculo
Longissimus dorsi. As mudangas principais foram decréscimo nos pardmetros de
vermelho (a*) e amarelo (b*). Neste experimento, os valores de a*
correlacionaram-se positivamente com L* (p<0,001 e r=0,6326) e apresentaram
alta associacdo entre valores de a* e b* (p<0,001 e r=0,978), a* e C* (p<0,001 e
r=0,997) e a* e h* (p<0,001 e r=0,864). Além disso, foi encontrada alta
correlagdo negativa de a* com os pigmentos de MMb (p<0,001 e r=-0,836) de
Mb+ (p<0,001 e r=-0,890) e alta correlagdo de a* com O.Mb (p<0,001 e
r=0,932), indicando que, no escurecimento da carne, em que ha a formagdo de
MMb e Mb+, ha também um decréscimo do parametro a* da cor.

Diferencas no indice de amarelo (b*) ficaram evidenciadas (p<0,05)
entre os tratamentos durante o periodo de estocagem (Figura 19). O
comportamento dos tratamentos para os valores de b* foi semelhante ao
dos valores de a*. Durante o periodo de estocagem, observou-se (p<0,05)
decréscimo nos valores de b* do controle, enquanto os valores de a* do
revestimento em monocamada mantiveram-se estaveis e o revestimento em
dupla camada apresentou incremento dos valores de a* com o tempo
(Tabela 11).
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Tempo (dias)
O Controle ¢ Mono A Dupla
------ Linear (Controle) = = Linear (Mono) —Linear (Dupla)

Figura 19 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camadas no parametro
de amarelo (b*) de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracdo a
4°C

Tabela 11 Equacgdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de b* (Y;) dos tratamentos bcontrole, mono e dupla camada,
durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeragdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=14,29 - 1,18 X; 0,85

Mono Yi = 14,05 -
Dupla Yi =12,30 + 0,59 X; 0,30

Mudancgas nos valores de L* e b* com a aplicacdo de revestimentos de
gelatina e quitosana em mono e dupla camada podem estar relacionadas a
espessura do filme formado nos bifes, que aumenta a medida mais de uma

camada é aplicada. Isso explica o aumento nos valores de b*, devido a
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participacdo dos pigmentos e/ou corantes presentes nestes, e reducdo nos valores
de L*, uma vez que os filmes véo se tornando cada vez menos translicidos, em
funcdo da modificacdo do seu indice de refracdo da camada superficial
(CARDOSO, 2011).

Segundo McKenna et al. (2005) e Seyfert et al. (2006), musculos com
actmulo rapido de MMb (baixa estabilidade de cor) apresentam menores valores
de b*, confirmando a hipétese de Lindahl, Lundstrom e Tornberg (2001),
segundo a qual maiores valores de b* se devem a uma maior propor¢do de O.Mb
(oxigenacdo) na carne. Dessa forma, a reducdo nos valores de b* no controle,
com o decorrer do experimento, pode ser identificada como uma reducdo nos
percentuais de O,Mb na superficie da carne. Esta hipdtese pode ser confirmada
pelas altas correlagdes de b* com o teor de O,Mb (p<0,001 e r=0,932) e com 0s
valores de MMb (p<0,001 r=-0,760). Seyfert et al. (2006) constataram que carne
moida exposta no varejo apresentou diminui¢do nos valores de a* e b*.

A saturacdo descreve a intensidade ou a quantidade de uma tonalidade.
Assim, cores que apresentam baixo valor de saturacdo sdo consideradas palidas
enquanto as com alto valor de C* sdo consideradas saturadas (RAMOS;
GOMIDE, 2007). Portanto, desde que a cor pura (tonalidade) seja a ideal,
maiores valores de saturacdo sdo mais desejaveis.

Diferencgas na saturagdo (C*) e na tonalidade (h*) ficaram evidenciadas
(p<0,05) entre os tratamentos durante o periodo de estocagem (Figuras 20 e 21,
respectivamente). Os comportamentos dos tratamentos para os parametros L*,
a* e b* foram também observados para os parametros de saturacdo (C*) e na
tonalidade (h*) dos bifes. Foi observado decréscimo nos valores de C* e h* do
controle no tempo de estocagem, enquanto C* e h* do tratamento monocamada
mantiveram-se estaveis, e 0 revestimento em dupla camada apresentou

incremento nestes dois pardmetros (Tabelas 12 e 13).
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Figura 20 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos parametros
de saturacdo (C*) de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeragdo
a4°C

Tabela 12 Equacgdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de C* (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla camada,
durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeragdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi =26,07 — 1,96 X; 0,88
Mono Yi = 25,14 -

Dupla Yi=23,08+ 0,77 X; 0,84
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Figura 21 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada nos parametros
da tonalidade (h*) de bifes armazenados, por 8 dias, sob refrigeracdo
a4°C

Tabela 13 Equac0es ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de h* (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla camada,
durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi =33,96 — 0,76 X; 0,57

Mono Y;i =33,71 -
Dupla Yi = 31,86 + 0,46 X; 0,23

Segundo Hutchings (1994), a saturacdo da cor pode definir e determinar
a vida util da carne fresca. Como observado no estudo de Seyfert et al.(2006),

valores de C* decrescem a medida que o tempo de estocagem aumenta. Raines,
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Hunt e Unruh (2009) observaram que carne moida armazenada como no varejo
tiveram diminuicdo dos valores de a* e C*, dos dias 0 a 4 de exibigao.

Na formacdo de MMb, a C* diminui a medida que a cor muda de
vermelho-brilhante para vermelho-escuro e de marrom para marrom-esverdeado.
Foi observada média correlagdo negativa de C* com o teor de MMb (p<0,001 e
r=-0,539). Além disso, 0 aumento da espessura do revestimento no bife causa
mudanca nos valores de h* (CARDOSO, 2011).

Outro fator relacionado a altera¢des as coordenadas de cor é o pH, cujo
aumento estd associado a reducéo dos valores de h* e C* (GOALSZ; SILVA;
SILVA, 2013), fator que também foi observado neste experimento, no qual
houve relagdo negativa entre pH e C* (p<0,001 e r=-0,558). e pH e h* (p<0,001
e r=-0,445).

Os valores de L*, a*, b* C* e h* dos tratamentos apresentaram evolugéo
similar durante o tempo de estocagem. Em termos gerais, o controle apresentou
0s menores valores dos pardmetros de cor, quando comparado aos outros
tratamentos (p<0,05).

Para os tratamentos revestidos por monocamada, os valores de todos 0s
parametros de cor apresentaram comportamento estavel durante o tempo, sendo
utilizada a média dos valores para determinar o comportamento deste
tratamento. Os dados de cor para o tratamento monocamada foram representados
pelas médias dos valores no tempo. J& os bifes revestidos com dupla camada
apresentaram grande incremento nos parametros de cor, de zero ao oitavo de

estocagem.
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4.6 Determinacdo da taxa de consumo de oxigénio e da atividade da
metamioglobina redutase

Durante a estocagem em embalagens tradicionais de PVC, ha uma
descoloracdo e a atividade da metamioglobina redutase (MRA) diminui na
superficie de bifes de carne bovina (SAMMEL et al., 2002; SEYFERT et al.,
2006). Tanto a taxa de consumo de oxigénio (TCO) como a MRA séo
relacionadas com a estabilidade de cor, pois quanto mais baixa a TCO e maior a
MRA, mais estadvel serd a cor da carne (AMSA, 2012). De acordo com
McKenna et al. (2005), tanto a TCO quanto a MRA diminuem com o aumento
do tempo de exposicéo.

Pesquisas (MCKENNA et al., 2005 ; O'KEEFE; HOOD, 1982) tém
indicado que um aumento na TCO diminui a estabilidade de cor, pois hd menos
oxigénio disponivel para ligar-se & mioglobina, criando condi¢des oxidantes que
favorecem a formacdo de MMb.

A TCO atua como um dos mais importantes parametros na determinacéo
da estabilidade da cor em carnes. Musculos de TCO elevada sdo caracterizados
como de baixa estabilidade. Portanto, um maior consumo de oxigénio é
responsavel por uma descoloragdo maia rapida da carne cor (O’KEEFE; HOOD,
1982).

Foi observada interacdo entre tempo e tratamento (p<0,05) para a TCO.
Portanto, foi realizada decomposicdo de tratamentos no tempo (Figura 22).
Observou-se que, no tempo inicial, as médias de TCO ndo diferiram entre os trés
tratamentos. No segundo dia de estocagem, foi observada queda dos valores de
TCO para os trés tratamentos, sendo a taxa de consumo do tratamento
monocamada intermediéria a do controle e a da dupla camada. No sexto tempo
de armazenamento, a média do controle foi superior & dos tratamentos mono e

dupla camada.
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Tempo (dias)

B Controle F Mono BDupla

Figura 22 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na taxa de
consumo de oxigénio (TCO) de bifes de carne bovina armazenada,
por 8 dias, sob refrigeracdo a 4°C

A profundidade em que o oxigénio penetra depende de um equilibrio
quimico entre a concentragdo de oxigénio na superficie e a respiracdo
mitocondrial residual do musculo (MCKENNA et al., 2005). A aplicacdo de
revestimento a base de gelatina e quitosana pode ter funcionado como uma
barreira ao oxigénio (KROCHTA; DEMULDEN-JOHNSON, 1997), implicando
em uma menor TCO pela mitocondria e resultando em menores teores de
oxigénio livre para se ligar a mioglobina dos tratamentos revestidos, evitando,
assim, condi¢des que favorecem a formacdo de MMb. Menor TCO também
implica em menor formacdo de espécies de oxigénio reativas (ROS), capazes de
provocar a oxidacdo da mioglobina ou, mesmo, a oxidacdo lipidica (RAMOS;
GOMIDE, 2007).

Altas TCOs diminuem a penetracdo de oxigénio no tecido muscular,
favorecendo a formacdo do pigmento de Mb+ proximo a superficie da carne, o
qual é mais susceptivel a oxidagdo que a O-Mb (MCKENNA et al., 2005).
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Associado a isso, uma menor TCO implica, possivelmente, em uma menor acdo
da atividade da metamioglobina redutase (MRA) na manutencdo da condicdo
redutora na carne, prolongando sua atividade com o tempo de armazenamento.

King et al. (2011) relataram que a estabilidade de cor foi correlacionada
negativamente com TCO, mas, apos seis dias de armazenamento, a estabilidade
de cor e a TCO nédo foram mais correlacionadas.

Foi observada interagdo para tempo e tratamento (p<0,05) para a TCO.
Portanto, foi realizada decomposicdo de tratamentos no tempo (Figura 26). De
imediato, a atividade da MRA foi influenciada pela aplicacdo dos filmes,
principalmente pelo tratamento dupla camada, que diferiu do controle. No
segundo e no sexto dia de armazenamento, a atividade da MRA decaiu para o
controle, sendo mantida pela aplicacdo dos revestimentos em mono e dupla

camada (Figura 19).

Tempo (dias)

E Controle EMono BDupla

Figura 23 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na atividade
redutora da mioglobina (MRA) de bifes de carne bovina armazenada,
por 8 dias, sob refrigeracéo a 4°C
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E presumivel que o filme tenha ajudado a MRA a permanecer por mais
tempo ativa, uma vez que o revestimento pode ter reduzido a taxa de consumo
de oxigénio TCO durante o armazenamento dos bifes. Resultados de trabalhos
anteriores (MCKENNA et al., 2005; SAMMEL et al., 2002) indicam que menor
TCO e maior atividade da MRA prolongam a vida Util da carne.

Uma vez que a oxidacdo do pigmento de Mb+ inibe a sua oxigenacéao
(LIVINGSTON e BROWN, 1981), isto poderia afetar a TCO, aparentemente
diminuindo-a, ja que haveria menos oxigénio estocado para ser utilizado pelas
enzimas do metabolismo aerdbico.

McKenna et al. (2005) estudaram as propriedades bioguimicas de 19
musculos de carne e identificaram que musculos de alta estabilidade de cor tém
elevada penetragdo de oxigénio e baixo consumo de oxigénio (TCO), engquanto
musculos com baixa estabilidade de cor apresentaram baixa penetracdo e
oxigénio e alta TCO. Estes autores verificaram, ainda, que musculos de carne
bovina com alta estabilidade de cor tém maior MRA e alta resisténcia a
formacéo de MMb, enquanto musculos de baixa estabilidade de cor tém menores

valores de MRA e baixa resisténcia a formacdo de MMb.

4.7 Andlises microbioldgicas

E bem estabelecido que o crescimento microbiano e sua atividade na
superficie de carnes sdo os maiores causadores de mudangas no sabor e aroma, 0
que reduz sua aceitacdo e encurta sua vida util, com subsequentes perdas
econdmicas para a industria (PETROU et al., 2012).

Mancini e Hunt (2005) observaram que o maior tempo no tempo de
exposicdo de carne em sistema de exposicdo em balcbes aumenta
significativamente a contagem microbiana. Estudos recentes tém demonstrado

que revestimentos comestiveis & base de diferentes biopolimeros e contendo
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compostos com atividade antimicrobiana, aumentam o prazo de validade de
carnes e produtos carneos (FERNANDEZ-PAN; ROYO; MATE, 2012).

Neste trabalho, eficicia antimicrobiana de revestimentos mono e dupla
camada foi observada, dependendo do grupo microbiol6gico (psicrotroficos,
mesofilos e fungos e leveduras) analisado em oito dias de estocagem.

Os revestimentos em mono e dupla camada apresentaram reducdo no
crescimento de microrganismos psicrotroficos durante o tempo de estocagem e
as contagens das amostras revestidas foram inferiores a do controle (Figura 24).
No primeiro dia de armazenamento, os tratamentos mono e dupla camada
apresentaram reducédo de 1 ciclo Logio, sendo essa reducdo aumentada para 1,8
ciclos Logio, a partir do segundo dia de estocagem.

Segundo Gill e Jones (1994), o desenvolvimento de odores levemente
acidos produzidos por bactérias sob condic6es aerobias sé é detectavel quando a
contagem é proxima ou superior a 5 log UFC/g. Portanto, no sexto dia de
armazenamento, a amostra controle atingiu o limiar de 5 log UFC/g, sendo este

considerado impréprio para consumo.
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Figura 24 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na contagem
de microrganismos psicrotréficos de bifes de carne bovina
armazenada, por 8 dias, sob refrigeracdo a 4 °C
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Para os microrganismos mesofilos, o tratamento em dupla camada foi
mais efetivo a partir do quarto dia de estocagem (Figura 25). O efeito deste
revestimento diminuiu em mais de trés unidades logaritmicas, quando
comparado com o controle no sexto e no oitavo dia de armazenamento,

respectivamente.

7,0

6,0

(Log10)
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Tempo (dias)
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Figura 25 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na contagem
de microrganismos mesoéfilos de bifes de carne bovina armazenada,
por 8 dias, sob refrigeracdo a 4°C

Em relagdo ao efeito dos revestimentos em mono e dupla camada sobre
a populagéo de fungos e leveduras (Figura 26), estes foram eficiente na inibicéo,
apresentando redugdes de contagem de até 1,5 ciclos logaritmicos em relacdo ao
controle. Ao final do periodo de estocagem, o revestimento em dupla camada foi
0 mais efetivo, revelando que uma maior espessura de revestimento pode
auxiliar no controle de desenvolvimento de fungos filamentosos e leveduras em

bifes refrigerados.
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2,5

FUNGOS E LEVEDURAS (Log10)

Tempo (dias)

E Controle Mono EDupla

Figura 26 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na contagem
fungos e leveduras de bifes de carne bovina armazenada, por 8 dias,
sob refrigeracéo a 4°C

A quitosana tem sido muito utilizada em filmes e em revestimentos
antimicrobianos pela sua propriedade de inibir o crescimento de muitas bactérias
patogénicas e fungos (LAMBERTUS et al., 2015).

Em fungos, a quitosana pode produzir alteragdes nas fungdes de
membrana, por interagdo com sua superficie eletronegativa, levando a mudangas
na permeabilidade, distirbios metabolicos e morte celular (DURANGO, 2004).

O modo de acdo da quitosana pode ser devido a interaces superficie-
superficie entre as cadeias dos biopolimeros e as paredes das células
microbianas (RAAFAT; SAHL, 2009). Segundo Avadi et al. (2004), existe
correlacdo entre a atividade antimicrobiana da quitosana e a formacdo de
complexos polieletroliticos, uma vez que seus grupos aminicos protonados
provavelmente se ligam seletivamente & superficie celular carregada
negativamente dos microrganismos, alterando a atividade celular e a

permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes
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intracelulares e, consequentemente, inibicdo microbiana. Segundo Muzzarelli et
al. (1990), a atividade antimicrobiana da quitosana sobre bactérias é devido a
natureza policatibnica da molécula, que permite a interagdo e a formacdo de
complexos polieletrdlitos com os polimeros acidos produzidos na superficie da
bactéria (lipopolissacarideos, acido teitbico e teicurénico).

Assim como neste trabalho, Coma et al. (2002) e Villadiego (2004)
observaram relag@o inversa entre a eficiéncia antimicrobiana da quitosana e o
tempo de estocagem, ou seja, a medida que aumenta o tempo de estocagem,
diminui a eficiéncia antimicrobiana da quitosana. Uma provavel explicagdo para
a diminuicdo da atividade antimicrobiana do revestimento contendo quitosana
com o tempo € que os grupos aminos da quitosana unidos a célula bacteriana, ou
a componentes dela, ndo estardo mais disponiveis para ligarem-se a outras
superficies celulares (SUDARSHAN; HOOVER; KNORR, 1992).

Neste trabalho, ¢ provavel que ndo apenas a quitosana, mas 0 processo
de aplicacdo dos revestimentos (temperatura de 40 °C) pode ter contribuido para

a diminuigdo da velocidade de crescimento dos microrganismos avaliados.

4.8 Anélise sensorial — perfil descritivo otimizado

Os resultados do perfil descritivo otimizado (PDO) foram analisados por
meio da ANOVA, com duas fontes de variacdo (amostra e julgador) e interagdo
amostra x julgador. De acordo com a andlise de variancia, houve diferencas
significativas (p<0,05) para os dois atributos avaliados, que foram cor vermelha
e cor marrom. A interag&o entre amostra e julgador indica que existe pelo menos
um julgador que avaliou as amostras de forma diferente do grupo, e isto ocorre
com frequéncia em analise sensorial (SILVA; DAMASIO, 1994).

Portanto, para os atributos cor vermelha e marrom da carne bovina, que

apresentaram interacdo significativa, o teste para efeito de amostras foi realizado
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novamente, utilizando o quadrado médio da interacdo amostra x julgador como
denominador (F versus interacdo), como proposto por Stone e Sidel (1974). As

fotos utilizadas na analise sensorial sdo apresentadas na Figura 27.

controle mono dupla

Tempo 10

Figura 27 Imagens dos tratamentos controle, mono e dupla camada, durante 8
dias de armazenamento sob refrigeracdo a 4 °C

Os valores encontrados pelo PDO para o atributo de cor vermelha das
amostras em funcdo do tempo de estocagem sdo apresentados na Figura 28. Para

0s tratamentos revestidos por monocamada e dupla camada, os valores de todos
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0s parametros de cor apresentaram comportamento estavel durante o tempo,
sendo utilizada a média dos valores para determinar seus comportamentos
(Tabela 14).

9 -
S 4
T
R Q 8 .
R e 2
£ 51
E
5 44
- o}
5 3
Q
2 4
1 4
0 T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)
O Controle ¢ Mono A Dupla
------ Polinémio (Controle) == Linear (Mono) — Linear (Dupla)

Figura 28 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na percepg¢éo
da cor vermelha de bifes de carne bovina armazenada, por 8 dias, sob
refrigeracdo a 4°C.

Tabela 14 Equacgdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de cor vermelha (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (x, em dias) sob refrigeracéo a 4 °C

Tratamento Equacdo R?
Controle Yi = 6,39 + 0,60 X;-0,13 X;? 0,48
Mono Yi=6,11 -

Dupla Yi=6,50 -
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Para a cor vermelha, pode-se observar que, no tempo zero de estocagem,
as notas foram semelhantes para os trés tratamentos, variando entre notas de
6,39, para o controle; 6,11, para mono e 6,49, para dupla camada. Sendo assim,
de imediato, os consumidores perceberam pouca diferenca na cor de bifes
revestidos e ndo revestidos. Maior diferenca entre a intensidade da cor vermelha
de bifes que receberam a aplicacdo dos revestimentos foi observada ap6s o sexto
dia, sendo que, no oitavo dia de armazenamento, enquanto 0s bifes em
monocamada continuaram apresentando média de 6,11 e dupla 6,49, o controle
apresentou média de 3,23, indicando que a maior diferenca na cor vermelha foi
percebida no oitavo dia.

Em carnes vermelhas, os consumidores associam o vermelho brilhante a
frescor, enquanto ocorre melhor aceitacdo quando a carne se torna marrom
(LYNCH et al., 1999). A taxa em que a superficie da carne progride do
vermelho ao marrom é determinada por taxa de difusdo e consumo de oxigénio,
taxa de auto-oxidagdo dos pigmentos da mioglobina a MMb e pela atividade da
metamioglobina redutase (FAUSTMAN; CASSENS, 1990).

De acordo com Lindahl, Lundstrom e Tornberg (2001), o vermelho-
brilhante é correlacionado a O,Mb, a cor roxa a Mb+, enquanto a cor marrom
correlaciona-se com MMb.

Neste trabalho, a cor vemelha avaliada sensorialmente apresentou
correlagdo média com os indices de L* (p<0,0001 r=0,6326), a* (p=0,0004
r=0,5019) , b* (p=0,0005 r=0,4969), C*(p=0,0004 r=0,4869) e h* (p=0,0007
r=0,4869), O.Mb (p=0,0009 r=-0,4777) e Mb+ (p=0,0030 r=0,4319). A cor
marrom apresentou baixa correlagdo com todos os parametros citados.

Mesquita (2015), avaliando carne bovina em sistemas de servigos de
alimentacg&o, verificou associagcdo negativa dos resultados L*, b* e h* de cor
instrumental com o pardmetro sensorial cor vermelha para carne bovina, ou seja,

amostras que apresentaram meédias mais baixas na cor vermelha apresentam
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maiores L*, bem como maior b* e menor h*, confirmando os resultados de
determinagé&o de cor pelos avaliadores treinados.

Os consumidores perceberam, durante o armazenamento, um aumento
no teor de marrom apenas para o tratamento controle (Figura 29). Os

coeficientes de regressao da interacdo estao representados na Tabela 15.
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Figura 29 Efeito dos tratamentos controle, mono e dupla camada na percepg¢éo
da cor marrom de bifes de carne bovina armazenada, por 8 dias, sob
refrigeracdo a 4°C.

Tabela 15 Equacgdes ajustadas e respectivos coeficientes de regressdo (R?) para
valores de cor marrom (Y;) dos tratamentos controle, mono e dupla
camada, durante armazenamento (X, em dias) sob refrigeracdo a 4 °C

Tratamento Equacéo R?
Controle Yi=1,64-0,69 Xi+ 0,13 X;? 0,50
Mono Yi=1,81 -

Dupla Yi=1,73 -
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Os provadores ndo perceberam alteragdes nos valores de cor marrom
para os tratamentos mono e dupla camada. A observacdo de cor marrom para o
controle iniciou-se a partir do terceiro dia, quando havia cerca de 30,9% de
MMb. Estes resultados coborram os dados de Renerre e Labas (1987), segundo
0s quais 0s consumidores tendem a perceber diferenca entre carnes quando

aproximadamente 20% de MMb estdo presentes.
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5 CONCLUSAO

Pela facilidade de aplicagdo e por ndo apresentar diferencas
significativas em muitos pardmetros estudados (quando comparado ao
revestimento em dupla camada), o revestimento em monocamada pode ser
considerado efetivo na manutengdo de pardmetros de qualidade da carne
refrigerada e armazenada em sistema simples de embalagem em isopor e filme
PVC.

De acordo com o conceito de tecnologia de barreiras de protecdo, o uso
desse revestimento pode contribuir para aumentar a seguranca de bifes de carne
vendidos em balcdes refrigerados e prolongar sua vida util em, pelo menos,

quatro dias a mais, quando comparado com o controle néo revestido.
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ANEXOS

Anexo 1 Valores de correlacdo de Pearson, a 0,05 de significAncia, para as analises realizadas

Verme-

Mar-

Iho rom tba pH PP IP L* a* b* c* h* MMb Mb+  O:Mb  psicro meséf fungos TCO
vermelho
marrom -0,38
tha -0,14 0,17
pH -0,39 024 0,49
PP -0,20 0,10 0,82 0,40
P 0,25 -0,03 0,28 0,05 0,30
L* 0,19 -0,11 -0,22 -0,44 -0,32 0,12
a* 0,50 -0,16 -0,45 -0,58 -0,52 0,07 0,63
b* 050 -0,15 -0,33 -0,52 -0,41 0,11 0,62 0,98
c* 0,50 -0,16 -0,41 -0,56 -0,48 0,09 0,63 1,00 0,99
h* 049 -014 -018 -0,45 -0,24 0,20 0,62 0,87 0,93 0,89
MMb -0,27 0,12 0,69 0,50 0,73 0,19 -0,50 -0,84 -0,76 -0,81 -0,54
Mb+ -0,48 0,20 0,54 0,60 0,56 -0,01 -0,57 -0,89 -0,83 -0,87 -0,76 0,72
02Mb 043 -018 -0,64 -0,60 -0,67 -0,07 0,58 0,93 0,86 0,91 073 -0,88 -0,96
psicro 0,23 -0,15 0,78 0,35 0,64 0,44 0,37 0,41 0,48 0,45 0,54 0,39 -0,05  -0,23
mes6f -035 021 0,21 0,36 0,22 -0,20 -0,22 -0,68 -0,69 -0,69 -0,54 0,60 049 -057 -0,06
fungos -0,29 0,24 0,66 0,14 0,72 0,17 -0,21 -0,56 -0,51 -0,55 -0,34 0,74 055 -0,66 0,35 0,46
TCO -0,38 0,18 -0,37 0,03 -0,37 -0,63 -0,20 -0,37 0,45 -0,40 -0,52 0,04 0,29 -0,20 -0,37 0,37 -0,01
MRA 0,11 0,21 -0,21 -0,08 -0,47 0,05 0,28 0,49 0,45 0,48 0,32 -0,52 -0,46 0,51 0,10 -0,40 -0,56 -0,25

*Valores em negrito diferem significativamente
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Anexo 2 Valores de correlacdo de Pearson, a 0,05 de significancia, para as anélises realizadas

amostra (A) tempo (T) P(F)
Caracteristica
controle mono dupla 0 2 4 6 8 A T A*T
(%serda de Peso 1,46 0,86 0,87 0,00 0,97 1,13 1,51 1,70 <0,0001  <0,0001 0,0133
pH 597 @ 568 567 P 5,67 563 @ 571 @ 587 597 0,0045 0,0497  0,1332
Indice de 2422 20,75 20,01 1397 21,07 4272 3258 27,95 00168 <0001  <0,0001
perdxidos
TBARs 1,14 0,87 0,81 0,41 0,73 0,77 1,12 1,18 <0,0001  <0,0001  0,0047
L 28,99 31,51 29,55 30,37 30,10 29,77 29,97 29,05 <0,0001 0,0741  <0,0001
a* 14,10 20,83 21,25 20,32 20,57 19,80 1820 17,75 <0,0001  <0,0001  <0,0001
b* 9,33 14,02 14,40 12,83 13,73 13,30 1217 11,76 <0,0001 0,1831  <0,0001
c* 16,99 25,11 25,69 24,04 24,74 23,87 2191 21,33 <0,0001 0,0011  <0,0001
h* 31,34 33,87 33,82 32,10 33,62 33,59 32,94 32,01 0,0005 0,2362  0,0055
02Mb 31,24 29,54 29,15 28,12 29,70 30,48 30,79 30,92 <0,0001  <0,0001  <0,0001
Mb+ 9,65 6,81 6,03 6,46 6,28 7,44 9,12 9,57 <0,0001  <0,0001  <0,0001
MMb 59,11 64,82 63,65 65,42 64,02 62,08 60,09 59,51 <0,0001  <0,0001  <0,0001
psicrotréficos 4,26 3,64 344 2,81 334 3,84 4,20 452 0,0044  <0,0001 0,8823
mesofilos 427 3,09 2,21 3,39 3,28 3,09 311 3,08 <0,0001 0,8273  0,0094
fungos e 1,65 0,90 0,50 024 0,68 1,01 1,56 1,58 <0,0001 <0,0001 04326
leveduras
Vermelho 6,02 6,12 6,50 6,29 6,51 6,71 6,26 5,28 <0,0001  <0,0001  <0,0001
Marrom 2,01 1,81 1,74 1,53 1,83 1,36 1,56 2,99 <0,0001  <0,0001  <0,0001
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