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1 TEMA

Producdo e avaliacdo da capacidade conservante de biofilmes ativos com 6leo essencial

de Origanum vulgare L. (orégano) quando aplicados em queijos.

2 DELIMITACAO DO TEMA

Producdo de biofilmes compostos por proteinas do soro de leite com a incorporagédo de
6leo essencial de Origanum vulgare L. (orégano) e avaliacdo da capacidade conservante quando

aplicados em queijos.

3 PROBLEMA

A maior parte dos alimentos processados possui em sua composicao aditivos alimentares,
dos quais destaca-se a classe de conservantes. Esses sdo substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, de importancia, pois aumentam a disponibilidade de alimentos por tempos prolongados
em comparacado as formulacGes nas quais ndo ha o emprego de conservantes.

Embora a aplicagdo desses aditivos seja justificada, ha evidéncias de efeitos adversos de
seu consumo a saude dos consumidores, entre eles sintomas de intoxicacdo e desenvolvimento de
doencas cronicas. Essas associa¢fes sao suficientes para o crescente interesse na identificacdo e
uso de novos métodos para conservacao de alimentos. Além do uso de aditivos alimentares, as
embalagens também desempenham a funcdo de proteger e conservar os alimentos, pois sdo
importantes para evitar contaminacdo externa e cruzada e, por isso, Sdo projetadas para atuar
como uma barreira fisica entre o alimento e o ambiente.

No entanto, uma grande quantidade de residuos provenientes do descarte de embalagens
sdo gerados e descartados sem um tratamento ou processo de reciclagem. Neste sentido, ha uma
tendéncia para a obtencdo de filmes biodegradaveis e embalagens ativas, essas, que vém
ganhando espa¢o na industria de alimentos, assim como fontes naturais que possuem atividade
antimicrobiana, por exemplo, os 6leos essenciais.

Diante do exposto, considerando alternativas ao tema do projeto: os biofilmes ativos
poderiam prolongar o tempo de conservacdo de alimentos pereciveis (ex.: queijos), tendo como
principio ativo o dleo essencial de Origanum vulgare L. (orégano)?



4 HIPOTESES

e O biofilme ativo com 6leo essencial de oregano é eficiente na conservagdo de queijos.

e A adicdo do 6leo essencial de orégano a composicdo do biofilme possibilita um aumento
do tempo de conservacdo dos alimentos em comparacdo a adicdo de um conservante
sintético (sorbato de potéssio).

e As concentragfes de 1,5 - 5,0 % de dleo essencial serdo eficientes para garantir maior

estabilidade oxidativa e microbioldgica na conservacdo de queijos.

5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar biofilmes ativos compostos por proteinas do soro de leite e 6leo essencial de

orégano e avaliar sua capacidade como conservante de queijos.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Produzir biofilmes compostos de proteinas do soro de leite, utilizando o método casting;

o Produzir biofilmes ativos compostos de proteinas do soro de leite com a incorporagdo do
6leo essencial de orégano e sorbato de potéssio, separadamente (concentracdes de 1,5%;
2,5% e 5,0%).

o Caracterizar os biofilmes produzidos.

o Comparar a capacidade conservante entre os biofilmes ativos com adi¢do 6leo essencial e
com o conservante sintético sorbato de potassio em todas as concentragdes (1,5-5,0%).

e Avaliar a capacidade conservante dos biofilmes através de analise visual do

desenvolvimento de microrganismos e a determinacdo do indice de peréxidos em queijos.

6 JUSTIFICATIVA

Os produtos naturais, como extratos e substancias bioativas, sdo foco de muitos estudos
para o entendimento de seus efeitos e aplicacdes tecnologicas. Nesse sentido, destinam-se
esforcos tanto da comunidade cientifica quanto da industria de alimentos, para a reformulacao de
alimentos com a insercdo de compostos que possam agregar valor aos produtos. Essas agdes estéo
associadas, em parte, as evidéncias do impacto de uma alimentacdo saudavel e a busca da



populagdo por alimentos menos processados, identificados pela menor concentracdo ou a
auséncia de aditivos alimentares sintéticos em sua formulagao.

A substituicdo de aditivos sintéticos na composicdo de alimentos deve garantir a
manutencdo de suas propriedades sensoriais e sua vida de prateleira. Nota-se que um dos desafios
na substituicdo de aditivos é o de atingir a eficiéncia da acdo dos aditivos conhecidos, como 0s
conservantes, sem o comprometimento de atributos sensoriais ou de seguranga dos alimentos
processados.

Além disso, alguns aditivos ja apresentaram problemas ligados a saude do consumidor.
Exemplos de conservantes comumente utilizados que possuem uma série de maleficios s&o:
sulfitos, que podem causar efeitos como dores de cabeca, palpitagdes, alergias, ou mesmo cancer;
nitritos e nitratos que sdo suspeitos de causar cancer no estdbmago; benzoatos, suspeitos de
causarem alergias, asma e erupcles cutaneas; sorbatos, que incluem relatos de urticéria e
dermatite de contato; entre outros (SHARMA, 2015).

O Origanum vulgare L. (orégano) é um condimento amplamente utilizado em vaérias
culturas. Seu O6leo essencial destaca-se por sua capacidade antimicrobiana, conhecida
especificamente na conservacdo de alimentos; possui alguns componentes ativos como o
carvacrol e seu isdbmero, o timol, 0s quais sdo 0s responsaveis por sua acdo antimicrobiana e
antioxidante (BOTRE et al., 2010). Segundo Almeida (2015), o carvacrol e o timol interagem
com a membrana celular de diversos microrganismos, o que faz com que atuem como agentes
inibitdrios de seu crescimento. Entre os microrganismos inibidos por essas moléculas encontram-
se a Salmonella sp e Staphylococcus aureus.

Diante disso, a utilizacdo de 6leos essenciais vem ganhando visibilidade, ja que os
mesmos séo conhecidos por suas atividades antibacteriana, antioxidante, antifungica, antiviral,
entre outros (BARBOSA, 2010). Estas propriedades garantem aos 0leos essenciais a capacidade
de serem utilizados como conservantes naturais, tornando-os relevantes em pesquisas ligadas a
substituicdo dos conservantes sintéticos.

Com a possibilidade de associar a capacidade antimicrobiana do dleo essencial de
orégano em embalagens, a concepcdo da elaboracdo de filmes biodegradaveis ganha importancia
na preservacdo de alimentos. Entre as vantagens que essa associagcdo possibilita, inclui-se a
manutencdo de fatores ambientais, uma vez que as embalagens alternativas diminuem o descarte

e a poluicdo derivada de embalagens plasticas convencionais. Esses materiais, em sua maior



parte, sdo polimeros sintéticos derivados do petréleo. Estima-se que depois da matéria orgénica, o
material de embalagem com maior participacdo no total de RSU (Residuos Sélidos Urbanos)
coletado no Brasil sdo os plasticos (13,5%) (LANDIM et al., 2016), justificando assim a busca de
novas tecnologias para a producdo de embalagens.

A incorporacdo de um Oleo essencial a estrutura de biofilmes permite uma interacéo
indireta de sua acdo conservante, pois os principios ativos ndo se encontram na formulacdo do
alimento. Esse fato é o diferencial em relacdo a acdo dos conservantes convencionais empregados
diretamente a composicao do alimento.

Levando-se em conta esses aspectos, presume-se que a aceitacdo dos biofilmes no
mercado, por parte dos consumidores, pode ser maior; trazendo ainda mais vantagens pelo fato
do Oleo ser proveniente do orégano, um condimento amplamente utilizado pela industria
alimenticia e consumido mundialmente. Além disso, a elaboracdo dos mesmos sera a partir das
proteinas derivadas do soro do leite, um subproduto gerado principalmente no processamento de
queijos, e que por décadas foi dispensado pela industria alimenticia (HARAGUCHI; DE
ABREU; DE PAULA, 2006).

O biofilme podera ser utilizado para a conservacdo de diversos tipos de alimentos que
necessitem de uma embalagem primaria (que esteja em contato com o produto), como por
exemplo, os queijos. Os queijos, de uma forma geral, possuem uma elevada atividade de agua,
que é um fator importante para a conservacdo de alimentos. A atividade de agua refere-se a
quantidade dessa que ira reagir com microrganismos; quanto mais elevada ela for, mais rapido
bactérias, leveduras e bolores serdo formados (GARCIA, 2004). A conservagcdo dos produtos
relaciona-se diretamente com esses e outros fatores, dentre 0s quais estd a composi¢do dos
alimentos (proteinas, lipideos e carboidratos).

Essa conservagao pode ser observada de diferentes formas, ainda mais no caso dos queijos
que apresentam caracteristicas facilmente detectaveis quando estdo em processo de deterioragao.
Sendo assim, o efeito conservante dos biofilmes pode ser observado tanto de uma maneira visual

quanto pela oxidacéo dos lipideos presentes no queijo.



7 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

7.1 CONSERVANTES

Sabe-se que, atualmente, os aditivos alimentares estdo presentes na alimentacdo diaria de
grande parte da populacdo, sendo utilizados tanto para deixar os alimentos mais atrativos, com o
uso, por exemplo, de corantes alimenticios, quanto para aumentar a sua estabilidade quimica e
microbioldgica, com a adigdo de conservantes. Um aditivo alimentar pode ser definido como:

Qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propdésito de
nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparagdo, tratamento, embalagem,

acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacéo de um alimento (ANVISA,
1997).

Os aditivos alimentares classificam-se em aromatizantes, corantes, emulsificantes,
acidulantes, etc. Leva-se em conta a funcdo ou propriedade que o(s) composto(s) confere aos
produtos. Entre os aditivos mais investigados atualmente estdo os conservantes.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1997), conservante € toda
substancia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por microrganismos ou
enzimas. Estima-se que 20% dos alimentos produzidos sdo perdidos devido a acdo de
microrganismos, o que diminui o lucro das empresas responsaveis por eles (ARAUJO, 2011). O
uso de conservantes €, portanto, frequente para garantir a disponibilidade de alimentos por um
tempo maior, possibilitando a exportacdo e o consumo de alimentos sazonais, entre outros
fatores.

A eficdcia de um conservante pode ser influenciada por diversos fatores intrinsecos aos
alimentos, como o pH, a composicdo do produto, o teor de &gua no alimento e o grau de
contaminagio do alimento ou do ambiente em que foi manipulado ou armazenado (ARAUJO,
2011). Sabe-se que existem diferentes tipos de conservantes quimicos, empregados de acordo
com o tipo de alimento e dos microrganismos envolvidos na sua decomposi¢do. Entretanto,
alguns conservantes apresentam toxicidade quando presentes no alimento em concentragdes
elevadas. Portanto, é de extrema importancia a fiscalizacdo em relacdo as concentragoes
utilizadas desse tipo de aditivo, estipulando um limite maximo para que ndo haja efeitos
prejudiciais a satde humana.

Como exemplos de aditivos que possuem fungdo conservante estdo os nitritos (NO) e

nitratos (NO3"), 0s quais sdo empregados em produtos carneos processados. Os nitritos e nitratos



atuam também como antioxidantes, pois inibem a oxidacdo de macromoléculas dos alimentos.
Estas substincias sdo consideradas cancerigenas, mutagénicas e toxicas (ARAUJO, 2011). De
acordo com a ANVISA (1998), o limite maximo para o nitrato de sodio e nitrato de potassio em
produtos carneos é de 0,03 g/100 g; enquanto que para o nitrito de sddio (NaNO) e nitrito de
potéssio (KNO,) a concentracdo maxima permitida é de 0,015 g/100 g.

Além dos nitritos e nitratos, outros conservantes muito utilizados pela indudstria sdo 0s
sorbatos e seus derivados. “O sorbato ¢ um 4cido graxo monocarboxilico, encontrado
naturalmente em diversas frutas e vegetais, sendo metabolizado pelo organismo para dioxido de
carbono e agua” (ARAUJO, 2011). Eles sdao usados, normalmente, em alimentos como queijos,
margarinas, produtos de panificacdo, bebidas, geleias e outros, sendo altamente efetivos no
controle de leveduras e fungos. Sua forma &cida, ou seja, o acido sorbico (CgHgO,), € mais
soltvel em lipideos que em agua (0,16 g/100 mL), por isso seus derivados mais comuns sdo o
sorbato de sodio, potassio e calcio, ja que eles possuem uma solubilidade em &gua muito maior,
se comparado ao acido (ARAUJO, 2011). Para produtos de panificacio e biscoitos a ANVISA
(1999) estabelece um limite maximo de 0,1 g/100 g tanto para o &cido so6rbico como para 0s
sorbatos de sédio, potassio e calcio. Porém esses limites podem ser alterados de acordo com a

aplicacdo de cada conservante.

7.2 IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELAS EMBALAGENS PLASTICAS
CONVENCIONAIS (NAO BIODEGRADAVEIS)

Sabe-se que a poluicdo ambiental tornou-se um dos grandes problemas com
consequéncias atuais e para as futuras geragdes. O impacto ambiental é derivado do crescimento
da populagédo e consequente elevacdo do consumo de bens materiais, descarte inapropriado de
residuos, dentre outros fatores. As inovacgdes tecnologicas comecaram a aparecer a partir da
Primeira Revolucdo Industrial, no século XVIII, causando grandes impactos ambientais, sendo
um deles o descarte indevido de residuos sélidos, principalmente dos residuos de materiais
plésticos (SILVA; SANTOS; SILVA, 2013).

No geral, plasticos sintéticos sdo amplamente utilizados por oferecerem beneficios para o
setor industrial, como o baixo custo, facil processamento, alta aplicabilidade e durabilidade. Do
ponto de vista da preservacdo ambiental, a durabilidade desses materiais é negativa, pois levam

anos para sua degradacdo por ndo serem materiais que sofrem a acdo de microrganismos (DA
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SILVA, 2011). Desse modo, plasticos sintéticos derivados do petréleo permanecem na natureza
por um extenso periodo de tempo, promovendo o aumento da poluicdo, seja ela visual, quimica
ou bioldgica (XAVIER et al., 2006).

Tratando-se da conservacdo de alimentos, os materiais de uso comum séo filmes plasticos
de polimeros sintéticos, devido a versatilidade, propriedades de barreira fisica que controla a
permeabilidade aos gases e contaminagOes externas aos produtos. Entretanto, assim como 0s
outros polimeros sintéticos, eles também causam problemas ambientais, o que faz com que a
industria procure meios de cessa-los. Uma opc¢do é a conscientizacdo da populacdo em relacédo a
acOes que visam o descarte correto desses materiais, como a reciclagem, além da busca por
alternativas diferenciadas que ndo ocasione complicagdes futuras, como a substituicdo dos

derivados do petréleo por novas matérias-primas, formando os plasticos biodegradaveis.

7.3 BIOFILMES / EMBALAGENS ATIVAS

O uso do plastico na producédo de diversos tipos de embalagens s teve crescimento em
1960, sendo a matéria prima mais empregada no mercado atualmente, por conta de sua
versatilidade e baixo custo. “E utilizado, por exemplo, como embalagem descartavel em
alimentos e bebidas (com destaque a embalagem de politereftalato de etileno - PET), e sacos de
lixo” (ABAM, 2006 apud NAIME, 2010).

Nos Ultimos anos novos tipos de tecnologia vém sendo desenvolvidas com intuito de
trazer beneficios para os produtos, as chamadas embalagens ativas que interagem com o alimento
de modo a alterar caracteristicas indesejaveis (SOARES, 1998, apud NAIME, 2010). Esse
sistema € utilizado em um grande numero de produtos alimenticios, como pizzas, queijos, carnes,
frutas desidratadas, dentre outros.

Um dos tipos de embalagens ativas que se destacam sdo os filmes antimicrobianos. “A
tecnologia baseia-se no fato de que, na maioria dos alimentos solidos e semi-solidos, o
crescimento microbiano é superficial, dai um maior contato entre o produto e o agente
antimicrobiano.” (MORAES et al.,, 2007). Boa parte desses filmes ¢ produzido a partir de
matérias naturais, ja que, dessa forma, a embalagem torna-se biodegradavel.

Os aditivos utilizados em filmes antimicrobianos ndo s&o diretamente inseridos nos
produtos alimenticios, e sim liberados de forma gradual e controlada. Desse modo, 0s compostos
estdo presentes em quantidades menores e apenas na superficie do produto, onde, de modo geral,
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0s microrganismos aerébios se desenvolvem. Um dos aditivos que vém ganhando espago

atualmente sdo os 0leos essenciais.

7.4 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sd0 compostos complexos naturais e volateis, caracterizados por
apresentarem um forte odor e serem constituidos por metabodlitos secundarios (compostos
organicos que ndo participam diretamente em processos de crescimento e reproducdo dos
organismos) de plantas aromaticas, sendo desenvolvidos desde a ldade Média até os dias atuais
(BARBOSA, 2010).

A composicdo quimica de cada 6leo essencial pode variar, isso se deve principalmente
pelas alteracdes na producdo dos metabdlitos secundarios. Segundo Aleixo (2014), a producao
desses metabdlitos € interferida por diversos fatores, dentre eles o desenvolvimento da planta e a
sazonalidade, o indice pluviométrico, a temperatura, a altitude, entre outros.

De acordo com o autor, alguns componentes estdo presentes em elevadas concentracoes
(20% a 70%) nos o6leos essenciais, sendo denominados de componentes majoritarios. Alguns
exemplos de compostos majoritarios nos 6leos essenciais sao o carvacrol, o timol, o terpinen-4-ol
e o aldeido cindmico. Existem outras substancias que contribuem para a composi¢do dos 06leos,
porém encontradas em menores quantidades.

Os oOleos essenciais possuem diversas aplicacdes, como na perfumaria, cosmética,
alimentos e como coadjuvantes em medicamentos; sendo empregados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias e em composicdes farmacéuticas, além de serem
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada. Entre as principais matérias primas para sua
producdo estdo as flores, folhas, cascas, rizomas e frutos (B1ZZO et al., 2009).

Estes 0leos séo produtos volateis obtidos principalmente por processos fisicos, bem como:
destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a presséo reduzida, entre outros. Os 0Oleos
essenciais podem ser encontrados de maneira isolada ou misturada entre si, desterpenados,
retificados ou concentrados (BOTRE et al., 2010).

Segundo Barbosa (2010), embora os 6leos essenciais tenham seus efeitos antimicrobianos
ja conhecidos, seu mecanismo de agdo contra microrganismos nao € compreendida com grande

detalhe. Ha consenso de que grande maioria dos compostos aromaticos e fendlicos presentes
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nestes exercem seus efeitos antimicrobianos diretamente na membrana citoplasmatica, o que
provoca alteracOes nas suas funcdes e na sua estrutura.

Devido ao elevado numero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes nos
oOleos essenciais, é provavel que a atividade antimicrobiana desses nédo seja atribuida a apenas um
mecanismo em especifico; entretanto esses causam varios efeitos as células, como alteracdes da
membrana citoplasmatica, entre outros. Pela grande diversidade de mecanismos, nem sempre
esses atingem alvos separados, ou seja, alguns mecanismos podem ocorrer em consequéncia de
outros (BURT, 2004).

7.4.1 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O orégano € uma planta da familia Lamiaceae, herbacea, muito ramificada que
normalmente é utilizada como condimento e na medicina; recebendo diversas atribuicdes, bem
como antibacteriano, antifungico, anti-inflamatério, antioxidante, anticancerigeno, emoliente e
digestivo. Ambas as caracteristicas sdo atribuidas ao carvacrol, um dos principais compostos
quimicos presentes no orégano (ZANANDREA et al., 2004).

O regulamento técnico para especiarias, RDC n. 276 da ANVISA, reconhece o uso do
orégano no Brasil por meio de duas espécies, além do ja& mencionado orégano chileno (Origanum
vulgare Linnaeus), o orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth), ambos na forma de talos e
folhas (BOTRE et al., 2010), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Orégano mexicano (esquerda) e orégano chileno (direita).

Fonte: Acervo pessoal.



13

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum vulgare L. é proveniente da
alta concentracdo de compostos fendlicos em sua composicao.

O. vulgare subsp. hirtum (commercially known as Greek oregano) and C. capitatus
(known as Spanish oregano) are characterized by the dominant occurrence of carvacrol
(74.56 and 81.46% of the total oil, respectively) (KARPOUHTSIS et al, 1998)".

Essa significativa quantidade de carvacrol no 6leo essencial de Origanum vulgare L. é 0
que confere a este suas atividades antimicrobianas. Além dele, outros compostos fenolicos, como
seu isbmero de posi¢do timol (Figura 2), sdo responsaveis pelos danos causados a parede celular
dos microrganismos. Estes danos séo o que corresponde ao mecanismo de agdo desses compostos

contra os microrganismos (BOTRE et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura molecular do timol e do carvacrol.

CH; CHs
OH
OH
HaC CH; HsC CH;
Timol Carvacrol

Fonte: Elaborado pelos autores (BOTRE et al., 2010).

O timol se difere do carvacrol pela posi¢cdo do grupo hidroxila sobre o anel fendlico,
ambas as substancias desintegram a membrana externa de certos microrganismos, 0 que torna sua
membrana permeével (HELANDER et al., 1989).

7.5 ALIMENTOS PERECIVEIS - QUEIJOS

O desenvolvimento de microrganismos em alimentos possui uma relacdo direta as suas
caracteristicas intrinsecas como umidade, atividade de &gua, pH e composi¢do quimica.

Alimentos como queijos possuem algumas especificagdes em relacdo a esses aspectos, 0 que 0s

1«0 6leo essencial de O. vulgare subsp. hirtum (comercialmente conhecido como orégano grego) e o de C. capitatus
(conhecido como orégano espanhol) foram caracterizados pela predominancia da ocorréncia de carvacrol (74,56 e
81,46% do total de dleo, respectivamente).”
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torna um objeto de andlise interessante quando levada em conta analises conservativas dos
mesmos.

Segundo Perry (2004), o alto indice de consumo e distribuicdo de queijos deve-se
principalmente ao dominio e simplicidade das tecnologias empregadas em seu processamento e a
acessibilidade a maior parte dos consumidores.

Diferentes tipos de queijo podem receber diversas classificacbes, que tém como base
determinadas caracteristicas. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), na
Portaria n® 146 de 1996, classifica o queijo por meio de duas caracteristicas, sendo elas os teores
de umidade e de matéria gorda no extrato seco, ambas em porcentagem, assim, em relacdo a
umidade, ha queijos que vao de baixa umidade (até 35,9 %) a alta umidade (acima de 55 %)
(BRASIL, 1996).

A variedade de queijos € imensa, porém um dos tipos mais comuns € 0 queijo minas
frescal. O queijo minas frescal é de origem brasileira e fabricado a partir do leite de vaca
pasteurizado, possui pouca acidez, pH entre 5,0 e 5,3 (com fermento) e pH entre 6,1 e 6,3 (com
acido latico), sua durabilidade é baixa (em torno de 9 dias sob refrigeracdo), sendo classificado
como queijo macio, semi-gordo (17 - 19% gordura) e de alta umidade (55 - 58%) (PERRY,
2004).

O queijo minas frescal, devido sua elevada umidade e seu alto teor de nutrientes, possui
um elevado potencial para sofrer deterioragdes/contaminacdes de origem microbiana. Os
principais contaminantes presentes neste, englobam microrganismos do grupo coliformes,
bactérias como a Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus, e ainda,
leveduras e alguns bolores. (HOFFMANN; SANTOS, 2010).

7.6 OXIDAGAO DE LIPIDEOS EM QUEIJOS

Como mencionado, o0s queijos possuem diferentes indices de gorduras, podendo adquirir
diferentes classificacdes; as gorduras sdo compostos instaveis e podem vir a sofrer o0 processo de
peroxidacdo. Peroxidacdo (oxidacdo dos lipideos) € a principal causa da degradacdo da qualidade
dos alimentos e provoca o aparecimento de odores desagradaveis, destrdi vitaminas sensiveis e
pode gerar compostos toxicos (GUTERRES, 2013). O indice de perdxido serve para determinar a
concentracdo de peroxidos. Quando gorduras (compostos instiveis) sdo conservados em

condicBes desfavoraveis (em relacdo a temperatura, luz, umidade, entre outros) adquirem, como
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produto das diversas reacdes que ali ocorrem, um aspecto rancoso (isso da-se devido ao
aparecimento dos odores e sabores estranhos); tais reagdes caracterizam o chamado rango ou
rancidez oxidativa (ARAUJO, 2011).

Os éacidos graxos, segundo Campos (1999) “designam qualquer acido monocarboxilico
alifatico que possa libertar-se por hidrolise a partir de 6leos ou gorduras naturais” (apud
GUTERRES, 2013). Poli-insaturados sdo suscetiveis a peroxidacao lipidica devido as ligacoes
duplas presentes nas cadeias de hidrocarbonetos. Essa situacdo ocorre devido a peroxidacéo
lipidica que se realiza através da reacdo de um radical livre com um acido graxo insaturado
(LIMA; ABDALLA, 2001).

8 METODOLOGIA

Segundo Godoy (1995), as pesquisas quantitativas preocupam-se com a medicdo objetiva
e quantificacdo dos resultados enguanto que pesquisas qualitativas, ndo buscam enumerar ou
medir 0s estudos realizados.

O presente projeto serd desenvolvido por analises de varidveis em método qualitativos e
quantitativos, pois, assim como pretende-se realizar analises dos aspectos visuais da acgdo

conservante dos biofilmes, visa-se também a determinacdo do indice de per6xido nos queijos.

Figura 3 — Etapas do desenvolvimento do projeto.

ASPECTOS VISUAIS

J

PRODUCAO DOS CARACTERIZAGAO ANALISE DA CONSERVAGAO TRATAMENTO DE
BIOFILMES ’ DOS BIOFILMES ' DE QUEIJOS DADOS

INDICE DE PEROXIDOS

G

Fonte: Elaborado pelos autores.

8.1 SINTESE DOS BIOFILMES

A producéo dos biofilmes sera feita através do método casting com a utilizagéo do isolado
proteico de soro de leite (WPI) adquirido comercialmente com alto grau de pureza (> 95%). Este

método baseia-se na solubilizacdo de uma macromolécula em um solvente, seguida da aplicacdo
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desta solucdo filmogénica em um suporte e posteriormente a evaporacdo do solvente utilizado
(DE MORAES, 2013).

O método sera realizado através da metodologia descrita por Yoshida e Antunes (2009).
Nesse processo, 0 isolado proteico, 6,5% (m/v), é disperso em agua destilada, sendo
homogeneizado até atingir a solubilidade total. Apds a homogeneizacéo ¢ adicionado 3,0% (m/v)
de glicerol, que atuara na solucdo como agente plastificante. Em seguida, a solugéo filmogénica é
aquecida a temperatura de 90 °C por 30 minutos em banho-maria, com intuito de promover a
desnaturacdo da proteina. Com o término do aquecimento, a solucdo é levada para o banho de
gelo, sendo resfriada até atingir a temperatura ambiente. Apos o resfriamento ajusta-se seu pH
para 7, com o auxilio de hidréxido de s6dio 0,1 M ou &cido acético 0,1 M.

Ao final sera padronizado o volume da mistura para ser disposta em uma superficie, como
placas de Petri, que serdo submetidas a um processo de secagem nas condi¢cbes ambientais de
temperatura (20 - 25 °C) por 24 horas, garantindo assim uma secagem lenta dos filmes. Apos a
secagem, eles serdo removidos com o auxilio de uma espatula e armazenados em dessecadores,
sendo separados por folhas de papel de seda.

Obijetiva-se realizar uma comparacdo entre o biofilme padrdo (sem adicdo de principios
ativos) e os dois tipos de biofilmes ativos (um com a adi¢do do 6leo essencial de orégano e outro
com o sorbato de potassio). Para a sintese dos biofilmes com 6leo essencial e sorbato de potassio
(ambos adquiridos comercialmente de empresas especializadas) 0 processo seguird 0 mesmo
método utilizado para o biofilme padrdo (controle), diferindo apenas pela etapa de adi¢do do dleo
essencial, ou o sorbato de potassio. Ambos serdo adicionados a solucdo filmogénica antes do
processo de mistura com aquecimento (90 °C) por 30 minutos em banho-maria.

As concentracdes dos principios ativos (0leo essencial e sorbato de potassio) serdo de
1,5%, 2,5% e 5,0%; sendo estas concentracGes estimadas na eficiéncia do 6leo essencial na
inibicdo do crescimento microbiano in vitro, o que possibilitara o estudo de seus efeitos como

conservante em queijos.

8.2 CARACTERIZACAO DO BIOFILME

Para a caracterizacdo do biofilme, serdo analisados: (a) aspectos visuais; (b) resisténcia

mecanica; (c) espessura do biofilme; (d) absorcéo de &gua.
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8.2.1 ASPECTOS VISUAIS

Os biofilmes serdo avaliados pelos seus aspectos visuais e tateis, visando escolher
criteriosamente apenas 0s mais homogéneos, que possuam uma coloracdo uniforme, sem a
presenca de bolhas, rupturas ou zonas quebradicas (AMPESSAN; GIAROLA, 2016), que podem
afetar os resultados finais do experimento.

8.2.2 PROPRIEDADES MECANICAS

A avaliacdo das propriedades mecénicas de tracdo serd realizada segundo o método da
American Society for Testing and Material (ASTM D 882- 10, 2010 apud OLIVEIRA, 2013),
utilizando um Analisador de Textura (texturbmetro). A resisténcia a tracdo, a qual é a maxima

tenséo suportada pelo filme até o0 momento de sua ruptura, sera calculada segundo a Equacdo 1:

_ Fm
RMT ==

Equagdo 1. (ASTM D 882- 10, 2010 apud OLIVEIRA, 2013).
Onde:
RMT = resisténcia maxima a tracdo na ruptura (MPa);
Fm = forca méxima no momento da ruptura do filme (N);

A = 4rea da seccéo transversal do filme (m?).

8.2.3 ESPESSURA

Para a determinacdo da espessura dos biofilmes, sera utilizado um micrémetro digital,
com resolugcdo de 0,001 mm e sera calculada através da média aritmética de dez medidas
realizadas sobre a area do filme (OLIVEIRA, 2013).

8.2.4 ABSORCAO DE AGUA

Além das demais andlises que serdo realizadas para a caracterizagdo, a absor¢do de gua
que o biofilme vier a possuir também sera observada, e se dara atraves da pesagem do mesmo. As
pesagens serdo realizadas em intervalos de tempo, ou seja, o biofilme produzido terd sua massa
inicial pesada, e a cada 5 dias a pesagem se repetira, até o 15° dia, para analisar como 0 mesmo se
relaciona com a umidade do meio. As andlises serdo feitas em biofilmes armazenados em

temperatura ambiente (25 °C) e também em biofilmes submetidos a refrigeracéo (4 °C).
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8.3 APLICACAO E ANALISES DA CAPACIDADE CONSERVANTE DOS BIOFILMES NO
REVESTIMENTO DE QUEIJOS

Para analisar as propriedades de barreira contra a deterioragéo dos alimentos devido ao
meio externo, serdo feitas analises com os biofilmes produzidos, quando esses forem aplicados
como revestimento de queijos — atuando como embalagem primaria dos produtos. Para isso, uma
amostra do alimento sera embalada com os filmes produzidos, que serdo divididos em: biofilme
comum (amostra controle); tratamentos com 6leos essencial, 0s quais serdo os biofilmes com a
incorporacédo 1,5%; 2,5 %; e 5,0 % de 06leo essencial; biofilme com a incorporagéo do sorbato de
potassio nas concentracfes de 1,5%; 2,5%; e 5,0%. Todas os tratamentos e andlises serdo
realizadas em triplicata.

O alimento utilizado sera o queijo minas frescal, devido a sua elevada umidade e tempo
de armazenamento relativamente curto. Esse terd seus aspectos visuais analisados, durante o
tempo de armazenamento de 15 dias, para que o processo de deterioracdo envolvido possa ser
observado. Além disso, sera feito a determinacdo do indice de perdxido nos queijos, ja que essa
também é uma forma de notar a capacidade dos biofilmes na conservacao de alimentos.

Os dados obtidos serdo organizados e analisados, dentre 0s quais incluem as imagens
diarias (a partir de registros fotograficos) para a andlise da aparéncia dos produtos (cor,
desenvolvimento aparente de microrganismos - bolores e leveduras e outros aspectos) durante o
periodo de armazenamento de 15 dias a + 4°C). Desta maneira, sera possivel indicar se houve ou
ndo uma conservacao, ou prolongamento da estabilidade microbioldgica, com o uso de biofilmes
ativos como revestimento de queijos. Em caso positivo, sera possivel estimar as concentracées
ativas do oleo essencial incorporado & estrutura do biofilme para indicar sua funcéo conservante

no alimento.

8.3.1 DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDO

O indice de peroxido das amostras sera analisado a cada 3 dias por um periodo de 15 dias,
como indicador da estabilidade oxidativa dos alimentos (queijos). A analise serd realizada
segundo o método descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). O método baseia-se na
determinacdo de perdxidos, em miliequivalentes (meq), por 1000 g de amostra. Os peroxidos
oxidam o iodeto de potassio (KI) nas condi¢es reacionais. As substancias determinadas sao
classificadas como peroxidos, compostos priméarios da oxidacdo de lipideos insaturados. Na
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pratica, uma amostra do queijo serd pesada e diluida em solucdo de &cido acético-cloroférmio
(3:2). Apos a diluicdo, seré adicionada & amostra uma solugédo saturada de Kl e a mistura mantida
em repouso ao abrigo da luz por um minuto. Em seguida, sera adiciona-se agua a amostra e
realizada uma titulacdo solucdo de tiossulfato de sodio, sob constante agitacdo até que a
coloracdo amarela da solugdo desapareca. A solucdo de amido indicadora sera adicionada para
prosseguir com a titulacdo até que a coloracdo azul (novo indicador) desapareca por completo.
Um teste em “branco” (na auséncia da amostra) ¢ realizado nas mesmas condi¢des experimentais.

Apds a titulacdo sera possivel calcular o indice de peréxido em meq por 1000 g da

amostra segundo a Equacéo 2:

(A-B). I\FL LI L indice de peroxido em meq por 1000 g da amostra

Equacéo 2. (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Onde:

A = volume (mL) da soluc¢do de tiossulfato de sddio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagdo da amostra
B = volume (mL) da solucéo de tiossulfato de sédio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulacdo do branco
N = normalidade da solucéo de tiossulfato de sddio

f = fator da solucéo de tiossulfato de sodio

P = peso da amostra em gramas (Q)
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9 CRONOGRAMA

As atividades previstas para o desenvolvimento do projeto estdo indicadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Cronograma para o desenvolvimento das atividades do projeto de pesquisa.

Meses
Atividades
Julho Agosto Setembro Outubro Novembro | Dezembro
Revisdo bibliogréafica X X X X X
Produgéo do biofilme padréo X
Producéo do biofilme com adicéo
de compostos ativos: éleo
. p X X
essencial de orégano e sorbato de
potassio
Caracterizagéo dos biofilmes X X X
Anaélise da conservacao de queijos X X X X
Elaboragdo do relatdrio final X X X X
Entrega do relatorio final X
Apresentacio X
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