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RESUMO

LISBOA, Manuela Montesso. Interferéncia de diferentes tipos de &acidos nas
propriedades mecanicas e de barreira de peliculas comestiveis de alginato. 2019.
50f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) — Programa de Pés
graduacdo em Engenharia de Alimentos. Universidade Estadual de Maringa.
Maringa, 2019.

O uso de revestimento comestivel apresenta-se como uma opc¢ao para melhorar a
qualidade e aumentar o tempo de prateleira. A terapia fotodinamica e a adicdo de
acido pode ser outra opcdo que diminui o numero de células viaveis de
microrganismos, inclusive de Gram-negativas. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a aplicacdo de coberturas comestiveis que tenha capacidade de
inibir o crescimento de Escherichia Coli, usando pH &cido submetido a aplicacdo de
terapia fotodindmica, com a finalidade de aumentar a vida de prateleira de queijos
frescos. Para isso, foram elaboradas peliculas com a adi¢cao de acidos latico, malico
e citrico. A micrografia da superficie da pelicula controle apresentou manchas, ja a
formacao de cristais foi aparentemente acentuada pela presenca de &cido citrico e
malico, o que ndo foram observados nos filmes controle e na pelicula com &cido
latico. A micrografia de superficie do filme de alginato com &cido latico mostrou
maior homogeneidade, sem manchas e rachaduras. Apds a analise in vitro, obteve-
se que o melhor resultado na analise de sobrevivéncia das bactérias, foi a pelicula
com adicdo de acido citrico, que eliminou a E.Coli na presenca de Luz, e teve o
menor resultado sem a presenca de Luz.. A pelicula aplicada ao queijo fresco
diminuiu a contagem microbiolégica nos primeiros 7 dias, obtendo menor perda de
massa; acidez e pH controlaveis além, da oxidacao lipidica que se manteve dentro

do esperado.

Palavras-chave: Filmes biodegradaveis; conservacao de queijos; embalagens ativas.



ABSTRACT

LISBOA, Manuela Montesso. Interference of different types of acids on the
mechanical and barrier properties of edible alginate films. 2019. 50f. Dissertation
(Master in Food Engineering) - Postgraduate Program in Food Engineering. Maringa
State University. Maringa, 2019.

The use of edible coating is an option to improve quality and increase shelf life.
Photodynamic therapy and acid addition may be another option that decreases the
number of viable cells of microorganisms, including gram-negative ones. The
objective of the present work was to evaluate the application of edible toppings
capable of inhibiting the growth of Escherichia Coli, using acidic pH submitted to
photodynamic therapy, with the purpose of increasing the shelf life of fresh cheese.
For this, flms were prepared with the addition of lactic, malic and citric acids. The
micrograph of the surface of the control film showed spots, while crystal formation
was apparently accentuated by the presence of citric and malic acid, which were not
observed in control fiims and lactic acid film. Surface micrograph of lactic acid
alginate film showed greater homogeneity, without staining and cracking. After the in
vitro analysis, it was found that the best result in the bacterial survival analysis was
the citric acid added film, which eliminated E. coli in the presence of light, and had
the lowest result without the presence of light. The film applied to fresh cheese
decreased the microbiological count in the first seven days, obtaining less mass loss;
controllable acidity and pH, the lipid oxidation that remained within the expected

range.

Keywords: Biodegradable films; cheese preservation; packaging.
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1 INTRODUCAO

A producdo de peliculas comestiveis para diminuicdo do impacto
ambiental tem despertado interesse em funcdo das suas potenciais aplicacoes,
como a habilidade de funcionar como suporte de substancias ativas para liberagao
controlada (antioxidantes, agentes antimicrobianos, quelantes, etc) (TURBIANI,
KIECKBUSCH, 2011).

A aplicacdo de coberturas € uma técnica promissora, pois nao
proporciona alteracbes nos aspectos de qualidade, alem de ser atdxico e
biodegradavel (OLIVEIRA, 2015).

A escolha da composicdo da cobertura a ser aplicada nos alimentos deve
avaliar quais barreiras devem ser colocadas, a estabilidade da pelicula formada,
facilidade de aplicacdo, custos e outros. As propriedades de permeabilidade de
filmes e coberturas comestiveis a gases sao de grande interesse para a definicdo da
aplicacdo mais adequada, por exemplo, barreiras ao oxigénio podem proteger
alimentos que sao sujeitos a oxidacao (CUQ et. al., 1995).

A utilizacdo de Tecnologia de Métodos Combinados na conservacao de
alimentos tem sido baseada na aplicacao de tecnologias simples que utilizam uma
combinacao de dois ou mais fatores de conservacgéao, promovendo a estabilidade do
alimento durante o armazenamento (AZEREDO & JARDINE, 2000). Além dos
procedimentos naturais de conservacdo como calor do sol, frio do inverno ou do
proprio gelo, fumaca do fogdo ou das lareiras, a tecnologia de alimentos herdou do
passado determinados processos fisico-quimicos ou bioldgicos, tais como secagem,
salga, cristalizacdo, fermentacdo, etc. que permitem aumentar a vida (til dos
produtos alimenticios em dias, meses ou anos. Na realidade, a maioria dos
alimentos é conservada pela utilizacdo de métodos mistos, porém, na pratica,
costuma-se citar apenas 0 mais importante dentre os que foram empregados
(EVANGELISTA, 2000).

O queijo é um dos alimentos mais consumidos pelo homem, e
considerado um veiculo frequente de patdgenos de origem alimentar e, em especial,
0S queijos frescos artesanais por serem, na maioria das vezes, elaborados a partir
de leite contaminado e n&o sofrerem processo de maturacdo. A contaminacao

microbiana desses produtos assume destacada relevancia tanto para a industria,
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pelas perdas econdmicas, como para a saude publica, pelo risco de causar doencas
transmitidas por alimentos (FEITOSA et. a.l, 2003).

Nos ultimos anos, 0os microrganismos patogénicos como os Coliformes
deteriorantes, tém sido frequentemente encontrados em amostras de queijo,
colocando em risco a saude da populacdo (GARCIA et. al., 2017)

A terapia fotodindmica (TFD) é uma técnica fotoquimica utilizada com o
objetivo de causar destruicdo seletiva de células a qual envolve a utilizacdo de um
fotossensibilizante (corante ou pigmento) seguida da irradiacdo de uma luz visivel.
Os fotossensibilizantes sdo ativados pela luz, transferindo energia ao oxigénio
molecular, onde ira gerar espécies reativas de oxigénio, induzindo a morte celular
(KURWA, BARLOW, 1999).

Apos estudos (MIAZAKI, 2018), verificou-se que somente a fotodinamica
nao era eficaz na eliminacdo de microrganismos como E. Coli. J& Ghate et. al.,
(2015), demonstraram através de experimentos, que a utilizacdo de Luz, mais
diminuicdo do pH, através da utilizacdo de acidos organicos como o acido citrico,
latico e mélico conseguiam eliminar significativamente a E. Coli.

As bactérias Gram negativas, como a E. Coli, demonstram uma certa
resisténcia a Terapia Fotodindmica, pois sua parede celular é bastante complexa
com duas biocamadas lipidicas - membrana citoplasmética, uma camada fina de
peptideoglicanos e uma membrana externa (DAMANTE, 2015). Por isso a utilizacédo
desses acidos provocam um efeito antibacteriano, como resultado de sua
capacidade de penetrar na membrana celular e diminuir o pH intracelular, e romper a
estrutura da membrana celular (GHATE et al. 2015).

Por isto, a utilizacdo da Fotodinamica, a eritrosina e a diminuicdo do pH

foram escolhidos para eliminar a E. Coli de queijos tipo ricota na presente pesquisa.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

v"Avaliar a aplicacao de coberturas comestiveis a fim de prolongar a vida Gtil da
ricota com capacidade de inibir o crescimento de Escherichia Coli, usando acido,

eritrosina e submetidos a aplicacao de terapia fotodinamica.

2.2 Objetivos especificos

v Elaborar coberturas comestiveis com pH acido, utilizando acido latico, malico e
citrico.

v Verificar a Interferéncia da diminuicdo do pH no comportamento das coberturas
comestiveis.

v Avaliar a eficiéncia da terapia fotodinamica com coberturas comestiveis acidas
em queijos inoculados com células de E. Coli.

v" Analisar as caracteristicas fisico-quimicas do queijo adicionado de coberturas
comestiveis acidificadas.

v Verificar a perda de massa do queijo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Coberturas comestiveis

Para desenvolver embalagens para alimentos verifica-se a protecdo e
qualidade do produto, higiene, conveniéncia e facilidade para o transporte e
manipulacdo e, além disso, 0 seu desenho deve satisfazer as necessidades e
desejos do consumidor garantindo sempre sua saude e seguranca (COLES,
MCDOWELL, KIRWAN 2003).

E necessario pesquisar novas fontes de materiais compostaveis,
biodegradaveis ou comestiveis que tenham propriedades funcionais semelhantes as
embalagens plasticas, possibilitando assim a substituicdo destes materiais (Tabela
1). Entende-se por materiais biodegradaveis aqueles que podem ser transformados
em biomassa, diéxido de carbono e agua por microrganismos presentes (ndo

adicionados), como bactérias, algas ou fungos (SERNA, 2015).

Tabela 1 — Exemplos de matérias-primas para producdo de filmes e coberturas

biodegradaveis

Matéria Prima Fonte Substéancia Extraida
. Residuo da indUstria de )
Soro de Leite . Proteina de Soro
leite
Milho, Trigo, Mandioca Graos, Mostarda Amido
Milho Coproduto de Moagem Zeina
Esqueleto de Residuo da indastria de _
) . Quitosana
Crustéaceos camarao
Industria de Carne e ] _
Pele, Ossos _ Colageno e Gelatina
Peixes

Residuo da industria de _
Arvores ) Celulose e Derivados
madeira, papel

Trigo Grao Glaten de Trigo
Extrato de proteina

Soja Gréao _
de soja
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Casca de frutas Residuo da industria de _
o Pectina
citricas suco, polpa e frutas

_ Produto da industria de  Triglicerideos, Acidos
Sementes Oleaginosas i
Oleos graxos

Fonte: SERNA (2015)

Os efeitos das coberturas comestiveis dependem da composicdo da
cobertura. O desenvolvimento dos filmes e coberturas comestiveis esta focado em
formar barreiras contendo proteinas, polissacarideos e lipideos (PEREZ-GAGO et.
al., 2006). As coberturas e filmes séo classificados de acordo com cada biomolécula

utilizada para o seu preparo (Figura 1):

s ~
FILMES E COBERTURAS BIODEGRADAVEIS
\.
' g ™
BASEADOSEM
. BASEADOSEM MISTURAS
BASEADOS EM HIDROCOLOIDES LIPIDIOS (BLEND OU
COMPOSITE)
\. \ J A\ J
POLISSACARIDEOS H PROTEINAS - N ~
Apresentam
Apresentam boa propriedades
barreira aaguae a melhoradas segundo a
Apresentam boa Apresentam boas umidade mistura de
barreira ao oxigéncio e propriedades biomoléculas
outros gases mecanicas \ J Y,

Fonte: SERNA (2015)
Figura 1 - Classificacdo de Filmes e Coberturas Biodegradaveis

3.2 Conservacao de queijos

O queijo é um concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais, calcio, fésforo e vitaminas, entre elas A e B. E um dos
alimentos mais nutritivos que se conhece. Os minerais participam do processo de
coagulacao do leite, influenciando a textura do queijo (PERRY, 2004).

Segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,

1996), queijo € o produto fresco ou maturado obtido por separacao parcial do soro
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do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros
lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias
especificas, de acido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta
para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou
especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes. Queijo fresco é aquele que esti pronto para o
consumo logo apos sua fabricacao.

A boa qualidade microbiolégica do leite, seja ele pasteurizado ou cru, é
fundamental para a preparacdo de bons queijos. Ela pressupde um gado saudavel,
boas praticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite, higienizagéo eficiente
dos equipamentos e utensilios ue, finalmente, o resfriamento do leite a temperaturas
entre 0-4 °C, atingindo esta temperatura no maximo 3 h ap6s a ordenha. Essas
praticas permitem que o leite mantenha a qualidade microbiologica por até 48 h, mas
nao significam auséncia de bactérias. Inclusive porque o leite € um 6timo meio para
crescimento destes microrganismos (BRASIL, 2018).

Para Silva et. al. (2017), o queijo faz parte da alimentacdo de todas as
classes sociais, sendo um dos alimentos mais consumidos na dieta humana. Por ser
um alimento rico em nutrientes e perecivel, principalmente os tipos frescos, os
queijos podem veicular diferentes tipos de patégenos como os Coliformes totais e 0s
termotolerantes, sendo que a presenca destes microrganismos podem ser utilizados
como indicadores da falta de qualidade do produto, de acordo com a presenca e
quantidade no queijo (SILVA, CAVALLI, OLIVEIRA, 2006).

A E. Coli faz parte da microbiota entérica de mamiferos e aves, sendo
uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae. E isolada
com frequéncia em alimentos e em produtos lacteos, incluindo os armazenados sob-
refrigeracdo (CAMPOS et. al., 2006).

Segundo Chioda et. al. (2007) estudos com queijo “Minas Frescal” tém
permitido o isolamento de diversos patégenos de importancia em Saude Publica,
destacando-se a Escherichia Coli. Sendo estas responsaveis por “doencas
microbianas de origem alimentar” ou “toxinfec¢des alimentares”. A Escherichia Coli
enterotoxigénica é a causa comum de “diarreia de viajante”. Algumas cepas, ao
serem ingeridas com alimentos, multiplicam-se no intestino e produzem toxinas que
originam hipersecrecdo no intestino delgado; a luz intestinal € distendida pelo

liquido, provocando hipermotilidade e diarreia que duram alguns dias (1 a 3 dias). O
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periodo de incubagcdo € de 24 a 72 horas. Ocorre diarreia, vomitos, mas néo
apresenta quadro febril (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001).

As industrias tém implantado mecanismos para conservar e prolongar a
vida de prateleira dos alimentos. Entretanto, apesar dos alimentos estarem
aparentemente higiénicos e saudaveis, o risco de toxinfec¢ao alimentar é frequente,
0 que tem transformado o consumidor cada vez mais exigente em relacdo ao uso
correto e seguro dos aditivos e conservantes.

As Toxinfeccbes Alimentares (TIA’s) podem ser resultantes da
conservagao e manipulacdo incorretas. A etapa onde ocorre a contaminagédo dos
alimentos, ou seja, a qual o agente contaminante sobrevive ou se multiplica é
dependente de uma série de variaveis. A identificacdo da causa que levou o
microrganismo a sobreviver e se multiplicar no alimento, é de fundamental
importancia para a ado¢do de medidas preventivas no que se refere ao comércio de
alimentos (MURMANN, MALLMANN E DILKIN, 2005).

Os processos de conservacao de alimentos sao baseados na eliminacao
total ou parcial dos agentes que alteram os produtos, sejam os de natureza bioldgica
(microrganismos), sejam os de natureza quimica (enzimas). Consistem na aplicacéo
de alguns principios fisicos ou quimicos tais como: uso de altas e baixas
temperaturas, eliminacdo de agua, aplicacdo de aditivos, conservantes,
armazenamento em atmosfera controlada, uso de certas radiacfes e filtracdo. Os
diversos processos podem ser aplicados em extremos de escalas de tecnologia e
custos, com muito bons resultados (BARUFALDI, R.; OLIVEIRA, M. N., 1998).

A fim de evitar o aparecimento de microrganismos indesejaveis, Pagani
et. al., (2013) destaca a importancia da aplicacdo de técnicas de conservacao
microbiolégica em queijos, sendo a utilizacdo dos revestimentos comestiveis uma
alternativa utilizada pelas indUstrias para incluir conservantes nos alimentos.

O consumidor tem procurado por qualidade, e o conjunto de atributos que
tratam a qualidade faz com que seja o escolhido, exigindo sempre a inocuidade e
seguranca alimentar. Com isso, a higiene alimentar procura conservar e promover
seguranca alimentar e nutricional, assegurando a inocuidade e sanidade dos
alimentos (SILVA et. al, 2017).

Assim, o emprego das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) associado a

novas tecnologias de conservacdo microbiolégica tornam-se essenciais, com a
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finalidade de aprimorar a qualidade e estabilidade microbiolégica de produtos
processados como o queijo de coalho (OLIVEIRA, MACHADO E BENTO, 2015).

3.3 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (FTD) possui diversas vantagens na
fotoinativacdo de microrganismos, pois tem efeito rapido, € altamente localizado,
além de permitir a eliminacdo de microrganismos em varios meios e superficies
(BERTOLONI et. al, 1984).

Como absorvem luz com elevada eficiéncia, em alguma regido do
espectro visivel, alguns desses compostos sdo capazes de induzir ou participar de
certas reacdes fotoquimicas especificas, sugerindo que corantes (Figura 2)
excitados por aplicagdo de luz teriam efeitos destrutivos em sistemas biolégicos
(ACROYD et. al, 2001).

A eficacia da terapia fotodinamica antimicrobiana para os diferentes
microrganismos depende tanto do tipo quanto da concentracdo do
fotossensibilizador, além do modo exato de acdo do fotossensibilizador que por sua
vez, é influenciado pelo sitio de acdo (MELO, PERUSSI, 2012).

Um estudo realizado por Ghate et. al. (2015), mostrou que os acidos
organicos encontrados nos alimentos ou frequentemente usado para a conservacgao
de alimentos, aumentaram a eficacia dos LEDs frente aos patégenos veiculados por
alimentos testados.

Oliveira et. al.(2018), estudaram a eficiéncia da curcumina, aplicacdo da
fotodinamica e diminuicdo de pH, e obtiveram resultados na diminuicdo de E. Coli,
independente da temperatura, podendo ser utilizado em produtos sob refrigeragéo,

como por exemplo o queijo fresco.

3.3 Eritrosina

A eritrosina B € um xanteno caracterizado por uma forte absorgéo de luz

no espectro gama de 500-550nm, e apresenta a capacidade de iniciar consequentes

reacoes fotoquimicas. A eritrosina B, também € um corante de origem sintética que
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apresenta coloragdo rosea (ANASTACIO et al., 2016). Possui propriedades
genotoxicas (SARIKAIA, SELVI, ERKOC, 2012) e citotoxicas (CHEQUER et. al.,
2012), potencial antimicrobiano em terapia fotodinamica (YASSUNAKA et. al., 2015).

Na Figura 2, podemos ver a estrutura quimica do fotossensibilizador da eritrosina.

Fonte: ALBUQUERQUE et. al., 2012.
Figura 2 — Estrutura quimica da eritrosina

Os corantes sdo alguns dos aditivos mais empregados na industria
alimenticia. A modificacdo da cor natural do alimento constitui se em um fator
fundamental para que este seja melhor aceito pelo mercado consumidor. Antes do
paladar, os alimentos coloridos seduzem as pessoas pela visdo, uma vez que
a légica do consumo desses produtos inicia-se pelos atrativos visuais. Em
geral, a importancia da aparéncia do produto para sua aceitabilidade é a maior
justificativa para o emprego de corantes (ANASTACIO et al., 2016).

A Eritrosina é um corante artificial sintetizado a partir da tinta do alcatréo,
utilizado para conferir coloracdo a grande variedade de produtos, como bebidas,
biscoitos, doces, produtos de padaria, produtos céarneos, chicletes e sorvetes
(SPELLMEIER, STULP, 2009).

A eritrosina, também é um corante que apresenta coloracdo rosea. E
regulamentada no Brasil pela ANVISA, desde o ano de 1977 sendo, atualmente,
legalizada para uso industrial no pais. Também tem sido descrito na literatura como
potencial antimicrobiano em terapia fotodinamica (ANASTACIO et al., 2016).

Yassunaka et. al. (2015), descreveram como os fotossintetizantes (PS)
ou corantes sao ativados. Eles séo ativados por irradiacdo de luz em presenca de
oxigénio, induzindo a producéo de espécimes altamente reativas de oxigénio — que

detém potencial causador de danos aos organismos microbianos. A eficacia da
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técnica é atribuivel a varios fatores, tais como a estrutura celular, a organizacao, o
estado fisioldgico das bactérias, o grau de ligacdo e de penetracdo do PS nas
bactérias, e as propriedades fisico-quimicas do PS.

A técnica combinada de Luz + fotossensibilizador, mostra-se eficaz
contra inUmeros microrganismos como bactérias gram-positivas, gram-negativas,
suas respectivas formas vegetativas, esporos, fungos, virus e protozodrios; bem
como organismos patogénicos e bactérias de deterioracdo alimenticia
(ALBUQUERQUE et. al., 2012). Apo6s diversos estudos, Yassunaka et. al. (2015)
mostraram que a caracteristica molecular da Eritrosina B detém elevada capacidade
fotodinamica e diversas concentragbes do corante, incluindo seus derivados,
reduziram de maneira eficaz a sobrevivéncia bacteriana; dentre elas a S. aureus e a
E. Coli.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Elaboracéao das coberturas

A elaboracdo das coberturas e andlises foram realizadas no Laboratorio
de Embalagens do Departamento de Engenharia de Alimentos, da Universidade
Estadual de Maringa.

Para producao das peliculas, foram utilizadas: 200mL de H,O, 4 gramas
de Protanal sf120rb (alginato), 0,8% de Cloreto de Célcio, 2mL de Glicerol, 100 uMol
de Eritrosina. Foram produzidas 4 tipos de peliculas, uma padrdo, e outras trés,
onde uma possuia 0,14 gramas de acido citrico, 0,15 acido malico, e outra com 2mL
de acido latico. O pH final de ambas as solucdes contendo &cido foi de 4,5.

As peliculas com acido foram produzidas da seguinte forma:

e Alginato + Agua + Eritrosina + Glicerol + Cloreto de Célcio
e Alginato + Agua + Acido Citrico + Eritrosina + Glicerol + Cloreto de Calcio
e Alginato + Agua + Acido Lético + Eritrosina + Glicerol + Cloreto de Calcio

e Alginato + Agua + Acido Malico + Eritrosina + Glicerol + Cloreto de Calcio

Para producdo das peliculas com acido pesou-se 4 gramas de alginato,
onde o volume de 200 mL foi completado com &gua destilada, a solucao foi
aquecida até 70°C para facilitar na dissolucdo do alginato, com auxilio de agitador
magnético a 10rpm, por aproximadamente 20 minutos, até completa dissolucédo do
alginato (GROPPO et al., 2009). O valor de pH da solucéo foi medido e adicionou-se
acido (Latico, Malico ou Citrico) até que o pH atingisse 4,5. ApOs esta etapa,
adicionou-se 2mL de glicerol, 100uMol de Eritrosina, e 15 mL de Cloreto de Célcio a
0,8%. ApGs a solucdo estar totalmente dissolvida, a mesma foi colocada em
ultrassom por 30 minutos para retirada das bolhas de ar, formadas no processo de
agitacdo. O volume de 200 mL da solucao foi vertido em placa de acrilico quadradas
de 18x18 cm, e acondicionadas por aproximadamente 18 horas em estufa com
circulacao de ar a 50° C (DONHOWE; FENNEMA, 1994).

As peliculas foram caracterizadas quanto a: Espessura, Propriedades

mecanicas, Permeabilidade ao vapor d agua e microscopia eletrénica de varredura.
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4.1.1 Espessura

A espessura foi determinada através de um micrémetro digital com escala
de 0-25 mm e precisdao de 0,001 mm. Todas as medidas foram avaliadas em
triplicata.

4.1.2 Propriedades Mecanicas

As peliculas foram cortadas em retangulo com 1cm de largura e 8cm de
comprimento, foram condicionadas em umidade relativa de 53% por 72 horas. As
propriedades de tracdo foram determinadas usando um analisador de textura
TAXT2i Stable Micro System (Surrey, Inglaterra) de acordo com ASTM D - 882 - 91
(1995). As amostras foram colocadas nas garras pneumaticas do texturdmetro.
Estas estavam espacadas com 40 mm de distancia e a velocidade de tracdo era de
200 mm/minuto. As propriedades investigadas foram a resisténcia a tragdo maxima
(MPa), o alongamento na ruptura (%) e o médulo de Young (MPa). Foram coletadas
17 medidas para cada amostra.

A tensédo de ruptura (TR) foi calculada utilizando-se a Equacdo 1 onde a
forca maxima de rompimento do filme € dividida pela area da secdo transversal
inicial da amostra. O alongamento na ruptura (AL) foi determinado pela Equacéo 2,
na qual a distancia final de separacdo da garra é dividida pela distancia inicial de

separacao.

TR = Fp/A Equacéo (1)

em que: TR é a tensao na ruptura [Pa]
Fm é aforgca maxima no momento da ruptura [N].

A é a &rea da secdo transversal do filme [m?]
AL = ((d; — dj)/d;)*100 Equacéao (2)
em que: AL é o alongamento na ruptura [%].

d; € a distancia no momento da ruptura [cm].

d; é a distancia inicial de separagéo [cm].
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4.1.3 Permeabilidade ao Vapor de Agua

As amostras foram condicionadas em umidade relativa de 53% + 2 % a
uma temperatura de 25 °C durante 72 horas, os testes foram conduzidos em
triplicata. Cada pelicula foi fixada em uma capsula de determinacdo de
permeabilidade com um diametro interno de 60 mm, contendo em seu interior cloreto
de calcio anidro (x 2 % UR). Foram realizadas pesagens periddicas, até que a taxa
de ganho de massa fosse constante. A taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua foi
calculada utilizando a Equacdo 3 (Método da American Society for Testing and
Material (ASTM E96 — 95), 1995), com modificacdes.

TPVA = (m/t).(1/A) Equacéo (3)

Onde: m/t é o coeficiente angular da reta de ganho de massa (g) versus tempo (t),

e A é a area de permeacao (m?).

Assim o valor de permeabilidade ao vapor de agua pode ser calculado de
acordo com a Equacéo 4:

TPVVA 3
PV A =[ _ — | x100 Equagao (4)
ps . URext — URint)

Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.m/m?.Pa.h),

TPVA (taxa de permeacdo ao vapor de agua) (g/m2.h), e a espessura média
do filme (média de 5 medidas) (m),

ps € a pressao de saturacao de vapor a temperatura do ensaio (Pa),

URext: a umidade relativa no exterior da capsula (%) e,

URint: a umidade relativa no interior da capsula (%).

4.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para a analise de superficie das peliculas e a regidao de fratura foi
utilizado um microscopio eletrénico de varredura JEOL LSMP 100 (Japao) do
Laboratério de Microscopia Central Analitica da UEM - COMCAP, com objetivo de

avaliar e comparar a microestrutura dos filmes contendo alginato, eritrosina e
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diferentes tipos de acido. As amostras foram condicionadas em dessecador com
cloreto de célcio, para remoc¢do da umidade, por 3 semanas, apos este tempo as
amostras forma cortadas com tesouras para visualizacdo das bordas de corte.
Posteriormente foram revestidas, respectivamente, com capas de carbono e ouro
por um Sputter Coater BAL-TEC SCD 050. Ap0s este preparo foram visualizadas em

microscépio eletrénico de varredura para analise da superficie e da borda.

4.1.5 Analise microbioldgica in vitro

Inicialmente testou-se a efetividade das coberturas de alginato, para
inativagdo de uma bactéria Gram-negativa Escherichia Coli ATCC 25922. A bactéria
foi mantida em Caldo triptona Soja (TSB) (Disco, Becton Dickinson, Sparks, MD,
EUA), suplementado com 20% de glicerol a -20 °C. Antes da utilizagdo, uma aliquota
foi transferida para um Caldo de Infusdo de Coracao Cerebral (BHI) (Difco, Becton
Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubada durante 24 h a 35 °C. Posteriormente, 0
in6culo foi padronizado usando escala de mcfarland 0,5 para produzir uma
suspensdo bacteriana que continha aproximadamente 10® unidades formadoras de
colénias por ml (UFC/mL). Esta suspensdo padronizada foi diluida em salina
aproximadamente 10" CFU/mL para uso nos experimentos.

Uma aliquota (50 pL) de suspensdo bacteriana a 10’ UFC/mL foi
homogeneizada com 950 uL de solugdes filmogénicas, e mantidos no escuro
durante 10 minutos. Apo6s a incubacgao, 500 uL de cada amostra foram colocadas em
pocos inferiores e iluminadas com uma lampada de LED verde (comprimento de
onda maximo de 510 nm; poténcia do LED de 0,4 W), para todas as bactérias o
tempo de fototorradiacdo foi de 15 min. O efeito antibacteriano da
fotossensibilizacédo foi realizado em E. Coli. As diluicbes apropriadas das amostras
tratadas e dos grupos de controle foram inoculadas em placas de Agar de soja
triptico (TSA, Difco) e incubadas a 37 °C durante 24 h. As populagbes de células
sobreviventes foram enumeradas e expressas como log UFC/mL. O experimento foi
realizado em duplicata.

As peliculas produzidas para a anélise in vitro foram:

e Controle

e Alginato + agua
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e Alginato + Acido citrico
e Alginato + Acido latico

e Alginato + Acido malico
e Eritrosina + 4gua

e Eritrosina + Acido citrico
e Eritrosina + Acido latico
e Eritrosina + Acido malico
e Cloreto + agua

e Cloreto + Acido malico

e Cloreto + Acido latico

e Cloreto + Acido citrico

e Acido Malico

e Acido Citrico

e Acido Latico

4.2 Aplicacdo da Cobertura em Queijo fresco e Avaliacédo de Vida de prateleira

As amostras de queijo fresco, recém processadas (24h apos producao),
foram adquiridas diretamente de um Laticinio na regido de Maringa - Pr. O queijo foi
cortado em 8 pedacos de aproximadamente de 30 g, na superficie destas amostras
foram inoculadas a suspensdo de células de Escherichia Coli ATCC 25922 por
espalhamento, assim que a superficie absorveu a solugcdo de células foram
entornadas 15 mL de cada cobertura por toda a superficie da amostra, e em
seguida 15 mL de cloreto de calcio e 0 excesso eliminado. Apds as amostras foram
submetidas a TFD. Todas as amostras foram colocadas em isopor, e embaladas
com PVC, e mantidas em estufa BOD a 5 °C, e analisadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e
28 dias de armazenamento.

As amostras elaboradas foram as seguintes:

e Tratamento controle: Sem cobertura
e Tratamento 1: Alginato, Eritrosina, acido citrico e Luz,
e Tratamento 2: Alginato + Eritrosina e Luz,

e Tratamento 3: Alginato+ Acido Citrico+Luz,
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e Tratamento 4: Alginato + Luz,

e Tratamento 5: Alginato.

4.2.1 Preparo do in6culo

A cepa bacteriana utilizada foi Escherichia Coli ATCC 25922 fornecida
pelo Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa, Parana, Brasil. A cultura foi mantida em Caldo triptona Soja (TSB) (Disco,
Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), suplementado com 20% de glicerol a -20 ° C.
Antes da utilizacdo, uma aliquota foi transferida para um Caldo de Infusdo de
Coracao Cerebral (BHI) (Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubada
durante 24 h a 35 ° C. A cultura foi transferida para Agar Eosina Azul de Metileno(
EMB) (Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubada nas mesmas

condigdes.

4.2.2 Aplicacédo da Terapia Fotodinamica

As amostras de queijo foram contaminadas com aproximadamente 15 mL
de Escherichia Coli ATCC 25922, posteriomente aplicou-se a pelicula com acido
citrico, que teve o melhor resultado na analise in vitro, apoés isto, foram submetidas a
radiacdo de luz com Led verde em 530 nm por 30 minutos, em uma caixa espelhada
fechada “home made”, dois pedacos foram iluminados por vez. Todas as amostras
foram mantidas em estufa BOD a 5 °C, e analisadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28
dias de armazenamento (de acordo com o prazo de validade do fabricante), quanto
ao crescimento Escherichia Coli ATCC 25922, perda de massa, acidez, pH e

oxidacao lipidica.

4.2.3 Analise microbioldgica das amostras de queijo

As amostras de queijo foram submetidas a analise de sobrevivéncia de
Escherichia Coli ATCC 25922, em Agar seletivo EMB TEAGUE - Eosina Azul de
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Metileno. As andlises foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento.

As bactérias inoculadas foram analisadas diluindo 10 g da ricota em 90 ml
de &gua peptona estéril (1 g / I). Diluices em série (10" a 10 foram realizadas e
plaqueadas em Agar Eosina Azul de Metileno. As placas foram incubadas a 37°
durante 24 h. os resultados séo expressos em UFC/mL.

4.2.4 Analise da oxidacéo lipidica das amostras de queijo

A oxidacao lipidica foi determinada por meio das substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBA) descrita por Pfalzgraf, Frigg, and Steinhart (1995),
sendo que as analises foram realizadas em duplicata por um periodo 1,7,14, 21 e 28

dias.

4.2.5 Analise da perda de massa das amostras de queijo

A perda de massa foi acompanhada a partir do tempo 1, seguida do tempo 7,
14, 21 e 28 dias de armazenamento das amostras. A massa das amostras foi
determinada por meio de pesagem, a cada 7 dias, em balanca eletrénica com

precisdo de 0,001g. A perda de massa foi calculada por meio da Equacéao 5:

Pm = [(mi —mt)/(mi)] x 100 Equacéo (5)

Onde: mi era a massa inicial; mt massa a cada intervalo de tempo.

4.2.6 Analise de Acidez e pH

As analises de pH e Acidez (em &cido lactico), foram determinadas de
acordo com o descrito pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008), sendo realizada em
duplicata nos dias 1,7,14, 21 e 28 dias.
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4.3 Andlise Estatistica

Os resultados dos ensaios da pelicula foram realizados utilizando o
Software Sisvar 5.7 (Build 91). Os dados foram analisados utilizando analise de
variancia (ANOVA) para determinar diferenca entre as médias de cada grupo,
seguido de Teste de média de Tukey, valores de P <0,05 foram considerados

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Propriedades Mecanicas

A analise das propriedades mecanicas das peliculas é de extrema
importancia, pois através dela é possivel identificar e caracteriza-las quanto a
resisténcia e comportamento do material ao ser aplicada uma tracdo até o
rompimento (RIGO, 2006). As propriedades mecanicas foram avaliadas para os 4
tratamentos.

Os resultados das propriedades mecénicas em termos de resisténcia a
tracdo, moédulo de Young, elongacdo na ruptura e espessura dos filmes estédo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 2 — Resultados da Tragdo na Ruptura, Alongamento e Mddulo de Young das

peliculas de alginato com eritrosina com e sem a adi¢cdo de acido.

TRACAO MODULO DE = ALONGAMENTO ESPESSURA

AMOSTRAS
(MPa) YOUNG (Mpa) (%) (um)

PADRAO 7,392° 55,042 34,46% 0,096
ACIDO CITRICO  10,57° 78,55" 19,56° 0,13°

ACIDO LATICO 15,32° 51,34° 28,13%° 0,099?

ACIDO MALICO 6,61° 33,19° 23,19°¢ 0,11°

2P etras iguais na mesma coluna néo apresentam diferenca significativa ao nivel de 5% (Teste de

Tukey).

As analises para resisténcia a tracdo e modulo de Young apresentaram
resultados com diferencga significativa (p < 0,05) e confirmadas pelo teste de Tukey.
Como pode ser observado na Tabela 2, os resultados de resisténcia & tracdo e
modulo de Young variaram de 7,39 a 15,32 MPa e 33,19 a 78,55 MPa,
respectivamente.

O modulo de Young é um indicador de rigidez do filme, quanto maior o
modulo mais rigido € o material (OLIVEIRA, et al. 1996). Isso pode ser verificado no
tratamento com &cido citrico.

Ja a elongacéo é a relacéo entre o alongamento do corpo de prova e seu

comprimento inicial, podendo ser determinada para a situacdo de ruptura, ou seja
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mede a capacidade de esticar. A adicdo de &acido influenciou a elongagcédo dos
tratamentos com &acido citrico e malico em relagdo ao controle (Padrao — sem adi¢cédo
de acido).

Para a andlise de espessura verifica-se que a adi¢cdo de acido latico ndo
indicou diferenca significativa a 5% de significancia, indicando adequado controle da
solugdo depositada nas formas. As espessuras variaram de 0,096 a 0,13 pm,
variacfes na espessura de um material implicam em problemas no seu desempenho
mecanico e perda de barreira, que comprometem o desempenho da embalagem. A
caracteristica de cada filme pode ser influenciada pela morfologia e massa molar
dos componentes utilizados

Galus e Lenart (2013) observaram uma tensao de ruptura mais alta (35
MPa) e uma elongacdo bem menor (8,6 %), esta diferenca pode ter sido causada
pela diferenca no preparo ou pela porcentagem utilizada de alginato que foi de 1,5 %
de, enquanto neste trabalho utilizamos a concentragao de 2% de alginato.

Turbiani & Kieckbusch (2011), avaliaram os efeitos da reticulacdo de
filmes de alginato (1,5%) com benzoato e cloreto de célcio, os autores encontraram
valores de 58,7 a 123,3 MPa e de 0,71 a 2,66%, respectivamente, para tracdo na
ruptura e alongamento.

Estudos feitos por Davanco (2006) mostraram que a adicdo de acido
estedrico provocou diminuicdo na tensado da ruptura.

Embora a diferenca nas concentracdes de alginato e o tipo de alginato
podem explicar as variacées encontradas nos resultados, ha também a hipotese de
que estas variacfes foram causadas pela adicdo de acido, ja que o alginato é um
polissacarideo, onde as unidade sdo ligadas por ligacdes glicosidicas. Estas
ligacdes podem sofrer hidrélise devido a presenca do acido, tanto que a diminuicao
observado na elongacdo pode ter sido ocasionado pela menor flexibilidade da
estrutura polimérica, uma vez que algumas ligacdes foram hidrolisadas e a estrutura

ganhou menor flexibilidade.

5.2 Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é a medida da facilidade com

gque um material pode ser penetrado pelo vapor de agua (KROCHTA, MULDER-
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JOHNSTON, 1997). A adicdo de acido ndo alterou a permeabilidade ao vapor de
agua das peliculas avaliadas (Tabela 3).

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua das peliculas de alginato
e eritrosina estudados, foram superiores do que observado por Benavides (2012)
gque em sua formulagédo foram preparadas filmes com alginato incorporadas com
6leo essencial de orégano (3,1 x 10 g./m.Pa.s). Esta diferenca pode ser atribuida a
presenca de Oleo, que ao contrario da eritrosina, € uma molécula de carater

hidrofébico.

Tabela 3 — Permeabilidade ao vapor de agua das peliculas de alginato com

eritrosina com e sem a adicéo de &cido.

Permeabilidade ao vapor

AMOSTRAS
de agua (g/m.Pa.s)
Amostra Padrao 1,99x10" 2 + 1,93x10”"
Acido Citrico 7,83x10°%2+3,71x10™%°
Acido Latico 7,19X10% 2 + 2,25x10°®
Acido Malico 9,17X10%2 +1,85X10°®

a . . ~ . . . .
Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenc¢a significativa ao nivel de 5%.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das peliculas produzidas, com ou sem incorporacdo de
acido, pode ser analisada por microscopia eletrénica de varredura. Foram realizadas
micrografias das superficies e também da bordas das membranas. As micrografias
da superficie das coberturas Controle, Acido Malico, Acido Latico e Acido Citrico s&o
apresentadas, na Figura 3.

A micrografia da superficie da pelicula controle (sem adicdo de acido)
(Figura 3A), apresenta presenga de manchas, decorrentes, possivelmente da maior
concentracdo de eritrosina, o que pode causar uma descontinuidade na estrutura da
pelicula aumentando assim a permeabilidade ao vapor de agua e a gases,

ocasionando provavelmente a perda de massa.
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A formacéo de cristais foi aparentemente acentuada pela presenca de
acido malico e &cido citrico (Figuras B e D, respectivamente), tendo em vista que
estes ndo foram observados nos filmes de alginato de sodio puro (controle) e da
pelicula com acido latico. A micrografia de superficie do filme de alginato com &cido
latico mostrou maior homogeneidade, sem manchas e rachaduras. Esse
comportamento parece razoavel se considerarmos que a estrutura do acido, que
podem interagir e modificar a estrutura da pelicula. Diferentemente, El-Sakhawy e
Hassan (2007) observaram em seus estudos que o tipo de acido e a celulose
empregada na hidrélise dos filmes ndo produziram diferenca na morfologia das

particulas de cada material observado por microscopia eletrénica de varredura.

% | 8/21/2019 HV
® | 10:45:49 AM | 12.50 kv | 11.1 mm

Controle

019 HV
9 AM | 12.50 kv

mag 1 | HFW vac mode

2000 x | 207 pm | High vacuum CMI - COMCAP - UEM

Acido Léatic Acido Citrico

Figura 3 — Micrografias da superficie dos filmes alginato com eritrosina e acido

As imagens das microestruturas das bordas onde foram realizados os

cortes com tesoura (Figura 4), mostraram que aparentemente nao existiam
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diferencas entre as morfologias das membranas na borda preparadas na presenca e
na auséncia de diferentes acidos.

2019 HV WE spot | mag [— L S—)

AM | 12.50 kV | 10.8 m 3.0 0 CMI - COMCAP - UEM

Acido lactico

Figura 4 — Micrografias da borda de corte dos filmes alginato com eritrosina e acido.

5.3 Andlise microbioldgica in vitro

A efetividade da aplicacdo da coberturas de alginato com diferentes
tratamentos para inibicdo da E. Coli ATCC 25922,pode ser verificado na Tabela 4.

Quando a iluminacdo com luz UV foi utilizada, somente a presenca dos
acidos nas peliculas nédo foram efetivos para inibir o crescimento da E. Coli (Tabela
4), mas o efeito combinado da eritrosina e dos acidos inibiu 100% o crescimento
deste patdgeno.

Na auséncia de luz e presenca de eritrosina, o acido citrico foi o que

apresentou maior efetividade no controle do crescimento do patdgeno, tendo uma
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reducdo de 56%, por esta formulacdo foi escolhida para a pelicula usada nos

experimentos de aplicagdo em queijos.

Tabela 4 — Valores médios para andlise in vitro de diferentes peliculas na inibicdo do

crescimento de E. Coli (log UFC /g)

Com luz Sem luz

Controle 6,53° 7,44°
Alginato + AGUA 6,9° 7,44°¢
ALGINATO + b c
CITRICO 6,93 .41

ALGINATO + LATICO  6,02° 6,98°
ALGINATO + b c
MALICO 6,45 7,36

ERY + AGUA 2,57°P 7,02°¢
ERY + CITRICO 02 3,292
ERY + LATICO 02 4,69°
ERY+MALICO 02 6,65°¢
CLORETO + AGUA 752" 7,31°
CLRETO + MALICO 7,52°P 7,26°
CLORETO + LATICO 7.41° 7,03°¢
CLORETO + b c
CITRICO 7,18 6.87

MALICO 6,67° 6,08°
CITRICO 7,15° 6,63°
LATICO 7,16° 7,13°¢

abe | etras diferentes na mesma coluna indica que os tratamentos séo significativamente diferentes (p

<0,05; teste de Tukey).

5.4 Anélise microbiolégica das amostras de queijo

Os efeitos da pelicula de alginato adicionada de acido citrico, eritrosina e
TFD, sozinhos ou combinados contaminado por E. Coli ATCC19522, em 5 tempos
diferentes ao longo da vida de prateleira (28 dias) sdo mostradas na Tabela 5.

Somente depois de 7 dias de armazenamento dos queijos, a cobertura
com eritrosina e acido citrico mostrou-se mais efetiva que os outros tratamentos,
resultado este que néo foi observado ao longo dos outros dias.

A efetividade que as peliculas apresentaram na inibicdo do crescimento

de células de E. Coli in vitro, ndo foi observada quando estas peliculas foram
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aplicadas em queijos contaminados com este patdégeno, esta diferenca nos
resultados podem ser atribuidos ao fato do queijo ser um alimento rico em nutrientes
para crescimento destes patdégenos, a dificuldade na aplicacdo das coberturas,
fazendo com que a pelicula ficasse muito fina diminuindo assim efetividade da

fotodinamica.

Tabela 5 — Valores médios para contagem do numero de células de E. Coli (ATCC
25922) em ricotas adicionada de peliculas com alginato e diferentes combinacdes de

acidos e tratamento TFD

Dia 1 Dia7 Dial4 Dia2l1 Dia?28

Tratamento 1 4136""'A 5,1a’A 7,856"B 7,296"B 7,81a'B
a,AB

A b,A,B A B
Tratamento 2 425" 7,79 7,86 732" 8,03

Tratamento 3 4,546"A 7,68a’b‘B 7,89a’B 7,99a’B 7,90a'B

Tratamento 4 4,293’A 7,53a’b‘B 7,398‘A’B 7,21a'A’B 8,14a'B

Tratamento 5 4134""-/* 7’7lavb,A,B

a,AB a,B a,B
7,89 7,91 7,95
b | etras mintsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para
um mesmo dia de armazenamento pelo teste de Tukey (p <0,05).
AB Letras mailisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao longo do
armazenamento para cada um dos tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

Devido a alta umidade e a disponibilidade de nutrientes, como lactose e
sais minerais, a ricota é considerada como um produto com 6tima condicdo para a
multiplicacdo de microrganismo (CERESER et al.,, 2011). Além disso, por ser
bastante manipulado durante sua fabricacdo, h& possibilidade de contaminacao se
ndo possuir praticas higiénico-sanitarias adequadas, por isso, € de extrema
importancia, buscar alternativas e a¢des para melhorar a qualidade e o padrao
microbioldgico das ricotas (CAVALCANTI, 2014). J4 Santos (2009), destaca em sua
pesquisa, que o pH acido, também pode ser fator determinante na diminuicdo da

contagem microbiologica.
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5.5 Anélise de Oxidacdo lipidica

Os tratamentos utilizados ndo alteraram a rancificacdo das amostras de
queijo, este € um resultado muito interessante pois a presenca da luz é um fator pro-
oxidante na reacdo da oxidacao lipidica (Tabela 6).

Ao longo do armazenamento a ricota, teve um leve aumento inicial dos
niveis de malonaldeidos, seguidos por uma reducdo em seus Vvalores.
Comportamento semelhante encontrado na utilizagdo da pimenta brasileira nos
queijos com um aumento inicial de niveis de malonaldeido, que sdo compostos
secundérios de oxidacao, seguidos por uma reducdo (DANNENBERG et. al., 2016).
Esse comportamento pode ser explicado pois, a oxidacdo pode ter degradado o

malonaldeido, transformando-os em outros produtos da oxidacao.

Tabela 6 — Valores médios para taxa de Oxidacdo Lipidica ao longo dos dias e

diferentes tratamentos na composi¢ao do queijo

DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28
Tratamento C 0,1685"" 0,1852 "  0,4660"" 0,4751°"° 05756
Tratamento 10,0791 " 0,3389°"*° 0.2879%"® 0,5890*° 0,5651""°

Tratamento 2 0,1454°" 0,1579™" 0,3445**® 05751*° 0,4283°"°

B AB

06126*° 03614°"°

a,b,AB

Tratamento 30,1305 0,4526 """ 0,3295°

A

Tratamento 4 0,1074"" 0,3431°"" 04194°™® 05917*® 0,4060

B

Tratamento 50,0809 0,2105"*° 0,2046°**° 0,6320*°  0,3302""

Os valores estdo em mg malonaldeido/kg amostra.

4P| etras mintsculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para
um mesmo dia de armazenamento pelo teste de Tukey (p <0,05).

AB Letras mailisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao longo do
armazenamento para cada um dos tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

Os resultados encontrados foram similares aos obtidos por Dannenberg
et. al. (2016), que verificou a acdo anti oxidante do 6leo essencial da pimenta
brasileira nos queijos, encontrando valores entre 0 e 0,5mg de malonaldeido, com
uma reducdo expressiva tanto dos compostos primarios (peroxidos) quanto
secundarios (TBARS) da oxidacdo. Santos et. al.(2012) utilizou extrato alcoolico de

alecrim e de 6regano que diminuiu a producdo de malonaldeido, evidenciando que
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0S mesmos tem atividade antioxidante..

5.6 Andlise de perda de massa

Na Tabela 7, apresenta-se os resultados para a perda de massa, ao longo
do tempo de armazenamento da ricota. Os tratamentos tem diferenca significativa (p
< 0,05) quando comparados. E possivel identificar que o tratamento 3, é o que tem

maior perda de massa, e o tratamento 5 € 0 que possui menor perda.

Tabela 7 — Valores médios para perda de massa de amostras de ricota armazenada

a 5°C ao longo de 28 dias.

DIA1 DIA7Y DIA 14 DIA 21 DIA 28

Tratamento C =~ 24 11’47e’A 23,89d‘A’B 32,88 aBe 42,75 °e
Tratamento 1 o*% 15 18%*% 51 01°® 2825°%° 36,23°°
Tratamento 2 g% 19 )3%A® 58 57048 37 65 BC 54 55 PO
Tratamento 3 " 59 35**® 38 49" 4564 52,90

A b,A,B b,A,B b,B,C ,B,C
Tratamento 4 5** 19 g9 29 67 38,52 45,28°

Tratamento 5 g% 7 55" 1 35" 51 52 "5C 59 g6 "€
Os valores estdo em % de perda de massa do queijo.
b etras mintisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para
um mesmo dia de armazenamento pelo teste de Tukey(p <0,05).
AB. Letras mailisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao longo do
armazenamento para cada um dos tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

Verifica-se que o comportamento das amostras individualmente ao longo
da vida de prateleira da ricota oscilam entre os tratamentos. Sendo que os valores
médios para os tratamentos C, 1 e 5 durante o tempo de armazenamento
apresentaram-se de acordo com os valores exigido pela Legislacdo (BRASIL, 1996),
gue classifica o queijo Ricota fresca como um produto de alta umidade, ou seja, de
acordo com os padrdes estabelecidos devem apresentar valores acima de 55 %
umidade. Em estudos feitos por Myazaki (2018) verificou que ricotas com pelicula de

alginato e eritrosina perdeu 55% da massa ao longo do armazenamento.
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5.7 Anélise de acidez e pH

Na tabela 8, verifica-se os resultados para analise de acidez, onde entre
0os tratamentos quando comparados com o Tratamento C ndo houve diferenca
significativa (p<0,05), nos 21 dias de armazenamento. Dessa forma, pode-se
relacionar a perda de massa (Tabela 7) com o0 aumento na concentracdo de acidos

organicos, aumentando os valores de acidez.

Tabela 8 — Valores médios para analise de acidez de amostras de ricota

armazenada a 5°C ao longo de 28 dias.

DIA1 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28

a, A a,B a,B a,C a,D
Tratamento C 0,10 0,38 0,70 0,88 2,50
a,A a,B a,B a,C c,D
Tratamento 1 0,11 0,49 0,48 0,82 1,17
a,A a,AB a,B a,C c,D
Tratamento 2 0,10 0,38 0,48 0,91 1,57
a,A a,A a,B a,B b,c,C
Tratamento 3 0,11 0,27 0,64 0,86 1,35
a,A a,AB a,B a,C c,C
Tratamento 4 0,10 0,38 0,54 1,10 1,12
a,A a,AB a,B a,C b,c,D
Tratamento 5 0,10 0,39 0,41 0,96 1,26

Os valores estdo em % &cido latico (m/v).

b etras mintisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para
um mesmo dia de armazenamento pelo teste de Tukey (p <0,05).

AB Letras mailisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao longo do
armazenamento para cada um dos tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

Estudo realizado por Esper et al. (2007), encontrou valores de acidez
titulavel em ricotas, entre 0,13% e 1,25%, demonstrando a grande variacdo de
acidez entre as amostras analisadas. Ja Henning e Piola (2013), encontraram
valores de 0,47% de acidez para a ricota saborizada.

Os tratamentos tiveram praticamente o mesmo comportamento com
relacdo ao aumento da acidez, diferenciando principalmente a acidez no Tratamento

C, do dia 21 para o dia 28, que teve um aumento de aproximadamente 185%.
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Na Tabela 9, é possivel encontrar os valores para pH ao longo do tempo
de armazenamento (Tabela 9), verifica-se que ndo houve diferenga significativa em
seus valores no Tratamento C. Nos demais tratamentos (1, 2, 3, 4 e 5) verifica-se
que se diferenciaram significativamente entre o tempo de armazenamento (p<0,05).
Quando se compara os tratamentos ao longo dos dias, verifica-se que no dia 1, que
os tratamento C, 3, 4 e 5 ndo apresentaram diferenca entre si, porém nos demais

dias existe diferenca significativa entre as amostras.

Tabela 9 — Valores médios para andlise de pH de amostras de ricota armazenada a

5°C ao longo de 28 dias.

DIA1 DIA 7 DIA14 DIA21 DIA 28

a,A a,A dA a,A a,A

Tratamento C 6,70 6,83 6,41 6,72 6,74
c,A e,AB a,B b,A b,B

Tratamento 1 6,30 6,65 6,70 6,64 6,71
b,A,C d,A b,A c,C d,B

Tratamento 2 6,60 6,76 6,5 6,47 6,42
a,A,C b,C f,B e,AB f,A,B,C

Tratamento 3 6,70 6,8 6,15 6,28 6,34
c,AB,C

a,AB c,B eAC f,C ,
Tratamento 4 6,70 6,78 6,22 6,04 6,56

a,A f,A,B c,AB d,B eB
Tratamento 5 6,70 6,66 6,48 6,30 6,40

b etras mintisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos para
um mesmo dia de armazenamento pelo teste de Tukey (p <0,05).

AB Letras mailisculas sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao longo do
armazenamento para cada um dos tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

Utilizou-se o alginato para conservacdo de macgas, e o pH, das mesmas
nao apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Sendo que o valor de
pH é expresso pela quantidade de acido que esta dissociado (FONTES, 2005).

Na avaliacdo de pH, Freire (2019) encontrou valores similares em filmes

produzidos com fécula de mandioca, extrato de mandioca e cera de abelha.
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6 CONCLUSAO

A adicéo de &cido citrico as peliculas de alginato e eritrosina aumentou a
elongacdo, a espessura, a resisténcia a tracdo na ruptura, a rigidez das peliculas e
a permeabilidade ao vapor de agua. Mesmo com estas alteracbes foi possivel
produzir peliculas resistentes na presenca do acido citrico.

Apoés a analise in vitro, obteve-se a melhor opcdo para diminuicdo da
bactéria Escherichia Coli, foi a pelicula adicionada de é&cido citrico, que pode ser
facilmente obtido. Com isso, realizou diversas andlises, e pode se verificar que as
peliculas possuem poder de diminuicdo na contagem microbiolégica nos primeiros
dias de armazenamento, menor perda de massa, acidez e ph controlaveis. Também
€ possivel concluir que a oxidacéo lipidica manteve-se dentro do esperado utilizando
0 acido, possivelmente devido a degradacédo do malonaldeido.

A utilizacdo de cobertura de alginato com eritrosina, acido citrico
juntamente com a aplicagcdo da terapia fotodinAmica, € uma opcéo viavel para
conservacao de queijos frescos, por ser de facil aplicacdo, barata e sustentavel.

Contudo estudo mais aprofundados devem ser feitos para chegar no

melhor denominador e controle de todas as analises realizadas.
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