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RESUMO – Os filmes são produzidos a partir de macromoléculas como os polissacarídeos, lipídeos e proteínas, 

e devido a suas características podem ser utilizados como embalagens.  As proteínas estão sendo largamente 

estudadas, pois possuem uma estrutura com 20 monômeros diferentes, que confere um amplo potencial de 

ligações intermoleculares importantes para a formação dos filmes. A incorporação de agentes ativos em filmes é 

uma alternativa como embalagem ativa, para inibir ou retardar a multiplicação de micro-organismos patogênicos 

e deteriorantes em alimentos. Em face disso, os objetivos do presente estudo foram avaliar as propriedades 

mecânicas e antimicrobianas contra Listeria monocytogenes, e Salmonella Enteritidis pelo método de difusão em 

discos de filmes de isolado protéico de anchoita (Engraulis anchoita) incorporados com 0, 0,75 ou 1,50% (p/v) 

de ácido benzóico. A maior atividade antimicrobiana frente à Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis 

foi verificada para filmes acrescidos de 1,50% de ácido benzóico. Por outro lado, os filmes controle não 

apresentaram efeito inibitório para as diferentes bactérias patogênicas testadas. O aumento da concentração de 

0% para 1,50% do ácido orgânico estudado resultou na diminuição da resistência à tração e aumento da 

elongação até a ruptura e na espessura dos filmes. Estes resultados sugerem que os filmes a base de isolado 

protéico de anchoita incorporados com ácido benzóico podem ser utilizados para promover a segurança e 

qualidade dos alimentos, embora as propriedades mecânicas devam ser melhoradas. 

Palavras-chave: Proteína, filmes, antimicrobianos. 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 O interesse em filmes biodegradáveis nas últimas décadas ocorre devido a preocupações com o meio 

ambiente e a necessidade de minimizar o uso de embalagens sintéticas, bem como a demanda dos consumidores 
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por produtos alimentares seguros e de vida útil prolongada (PIRES et al., 2013). Os filmes são produzidos 

basicamente a partir de macromoléculas capazes de formar matrizes contínuas e coesas. Proteínas, lipídeos e 

polissacarídeos foram utilizadas para a elaboração de filmes em diversos estudos (OJAGH et al., 2011; 

SAYANJALI et al., 2011; ROCHA et al., 2013).  

As proteínas possuem uma estrutura à base de 20 monômeros diferentes, o que lhes confere uma ampla 

capacidade de formar ligações intermoleculares em posições diferentes, oferecendo um potencial para a 

formação de numerosas ligações importantes na elaboração dos filmes (OU et al., 2005). Filmes de diversas 

fontes proteicas tais soro de leite, pescado e soja largamente estudados (EMIROGLU et al., 2010; RAMOS et al., 

2012). As proteínas miofibrilares de pescado despertam interesse devido a necessidade de uso de espécies de 

subutilizadas. A anchoita (Engraulis anchoita) é uma espécie pelágica pouco explorada no Brasil, que pode ser 

utilizada como fonte proteica para elaboração de filmes biodegradáveis. Os filmes protéicos oferecem barreira ao 

oxigênio, boas propriedades mecânicas e, além disso, com a adição de agentes antimicrobianos podem atuar 

como filmes ativos (ROCHA et al. 2013). 

O uso de filmes contendo agentes antimicrobianos possui vantagens em relação aos métodos 

tradicionais de adição direta de conservantes nos alimentos, pois podem ser liberados de maneira controlada, 

estando, portanto, em menor quantidade no alimento e atuando na superfície do mesmo. Também pode ocorrer a 

inibição ou redução da atividade do antimicrobiano, quando adicionado de forma tradicional, por diversas 

constituintes do alimento (KRISTO et al., 2008). Os ácidos orgânicos, tais como o ácido benzóico, são GRAS 

(geralmente reconhecidos como seguros) pela Food and Drug Administration (CAGRI et al., 2001). Segundo 

Maní-López et al. (2011) os ácidos orgânicos afetam a atividade microbiana por acidificação citoplasmática e 

acúmulo de ânions em níveis tóxicos. 

Manab et al. (2011) e Cagri et al. (2001) em seus estudos verificaram que filmes a base de isolado 

protéico de soro de leite, incorporados com ácido sórbico e ácido benzóico inibiram a multiplicação de Listeria 

monocytogenes e Eschericha coli O157:H7. Pesquisas têm demonstrado eficiência dos filmes também contra 

Staphylococcus aureus, Salmonellas, coliformes, bactérias psicrotróficas entre outras. O S. aureus é um micro-

organismo frequentemente envolvido em surtos de toxinose alimentar e está associado à manipulação 

inadequada dos alimentos, uma vez que é comumente encontrado na pele e mucosas do trato respiratório 

(WANG et al., 2007). A L. monocytogenes é um micro-organismo que tem capacidade de multiplicação em uma 

faixa ampla de temperatura, de 1 a 45 °C podendo sobreviver nos alimentos por um longo período (JAY, 2005). 

Segundo Rantsiou et al. (2011) ela passou a chamar a atenção como um patógeno veiculado por alimentos 

quando a refrigeração se estabeleceu como um processo de conservação em toda a cadeia de alimentos, com o 

objetivo de prolongar a vida útil dos alimentos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material  

 

 Foi utilizado um isolado protéico de anchoita contendo 88,8% de proteína, obtido pelo método de 

variação de pH segundo Rocha et al. (2013), a partir de carne mecanicamente separada de anchoita capturada em 

cruzeiros realizados pelo Navio Oceanográfico Atlântico Sul, na zona costeira do sul do Brasil. As linhagens 

bacterianas L. monocytogenes e S. Enteritidis foram cedidas da Coleção de Culturas do Laboratório de 

Microbiologia e Controle de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 

 

2.2 Elaboração dos filmes antimicrobianos 

 

Os filmes antimicrobianos foram obtidos por casting segundo metodologia descrita por Cagri et al. 

(2001) e Rocha et al. (2013). As soluções filmogênicas  foram obtidas pela dispersão de 3,0 g de IPA, 30 g de 

glicerol/ 100 g de IPA em 100 mL de água destilada em pH 11,5 a 74 °C durante 30 min. Após o arrefecimento, 

foram adicionados 0,75% ou 1,5% (p/v) de ácido benzóico (AB) e o pH ajustado para 5,2. Como controle foi 

utilizado filme sem adição de AB, solubilizado em pH 11,5. Aproximadamente 25 mL da solução filmogênica 

foi espalhada em placas de Petri e desidratada a 35°C durante 16 horas. Após os mesmos foram condicionadas 

em dessecadores contendo sílica durante 48 horas a 25 °C para posterior caracterização. 

 

2.3 Caracterização dos filmes antimicrobianos 

 

Foi determinada em micrômetro digital (Insize, IP54, São Paulo, Brasil). Foram realizadas dez medidas 

aleatórias sobre a superfície do filme e a média das mesmas foi utilizada para cálculo da resistência a tração. 

Foram determinadas em triplicata a resistência à tração e a elongação até a ruptura dos filmes, segundo 

metodologia da ASTM D882-91 (1996), utilizando um texturômetro TA.XTplus (Stable Micro Systems). As 

amostras foram cortadas em forma de retângulos (80 x 25 mm) e fixadas em garras com separação inicial de 50 

mm e velocidade de tração de 0,8 mm/s. A resistência a tração foi calculada dividindo-se a força máxima no 

rompimento do filme, pela área de secção transversal. A elongação até ruptura foi determinada dividindo-se a 

distância final de separação da “probe” pela distância inicial de separação das garras (50 mm), multiplicada por 

100. 

A avaliação da atividade antimicrobiana dos filmes de IPA incorporados com diferentes concentrações 

de ácido benzóico frente aos micro-organismos S. Enteritidis e L. monocytogenes foi realizada em triplicata 

através do método de difusão em discos segundo a CLSI (2003). A cultura de S. Enteritidis foi cultivada e 

inoculada em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e a da L. monocytogenes inoculadas em caldo BHI enriquecido 

com extrato de levedura 0,6% (p/v) (Yest Extract). Após 24 horas, as culturas foram padronizadas com uma 
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densidade de células de 1 a 2 x 108 UFC/ mL (McFarland 0,50). Um suabe estéril foi imerso na suspensão 

padronizada e brevemente espalhada sobre a superfície da placa de ágar Mueller-Hinton (MH). Os filmes foram 

assepticamente cortados em discos de 15 mm e adicionados à placa contendo o ágar MH inoculado com os 

diferentes micro-organismos. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C durante 24 horas. O halo total de 

inibição foi mensurado perpendicularmente, incluindo o diâmetro do disco, em mm e o resultado final foi 

expresso como a média de três medições. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Tabela 1 apresenta a espessura, resistência a tração e elongação até a ruptura dos diferentes filmes 

elaborados. Os filmes controle apresentaram uma resistência a tração maior e uma elongação menor quando 

comparados aos filmes com a adição de ácido benzóico. O acréscimo da adição de ácido benzóico de 0,75% para 

1,50% resultou em uma diminuição significativa (p < 0,05) na resistência a tração dos filmes. Entretanto, ocorreu 

um aumento significativo (p < 0,05) na elongação e na espessura dos respectivos filmes. 

 

Tabela 1 – Propriedades dos filmes com e sem adição de ácido benzóico 

Ácido benzóico (%) Espessura (mm) 
Resistência a tração 

(MPa) 

Elongação até a ruptura 

(%) 

0 0,150 ± 0,050c 3,90 ± 0.01a 9,00 ± 1,80c 

0,75 0,200 ± 0,001b 2,00 ± 0,01b 57,97 ± 0,11b 

1,50 0,217 ± 0,001a 1,21 ± 0,18c 97,66 ± 2,08a 

Média + desvio padrão. Letras iguais na mesma coluna indicam que não há diferença significativa (p< 0,05). 

 

Cagri et al. (2001) verificaram que a incorporação de diferentes ácidos orgânicos, reduziram a 

resistência a tração e aumentaram a elongação dos filmes. O ácido benzóico oferece maior mobilidade entre as 

cadeias de proteína, fazendo com que o filme apresente menor resistência a tração e maior flexibilidade quando 

comparado ao filme controle. Segundo Shimazu et al. (2007) com o aumento no teor de sólidos totais secos 

adicionados na solução filmogênica, tal como o aumento do conteúdo dos antimicrobianos, resulta em um 

acréscimo na espessura do filme. 

Os resultados da avaliação da atividade antimicrobiana dos filmes realizada pelo método disco difusão, 

com e sem incorporação de ácido benzóico são apresentados na Figura 1. Os resultados obtidos demonstraram 

que os filmes controle não promoveram inibição na multiplicação dos micro-organismos testados. Com o 

acréscimo da incorporação de ácido benzóico no filme de 0,75% para 1,50% houve um aumento significativo no 

halo total de inibição. A S. Enteritidis foi inibida pela maior concentração do ácido orgânico utilizado, mas não 

foi inibida pelo menor nível desse agente. A L. monocytogenes é um bactéria Gram-positiva, que possui uma 

parede celular composta por grossas camadas de peptidioglicano (20 a 80 nm) depositada sobre membrana 

citoplasmática. Essa substância é responsável pela morfologia das bactérias e também pela sua resistência a 
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fatores físicos como pressão, congelamento entre outros, mas sensíveis aos agentes químicos (JAY, 2005; 

TONDO e BARTZ, 2011). Segundo Jay (2005) alguns antibacterianos são inativos frente a cepas Gram-

negativas, pois não conseguem ultrapassar a membrana externa destas bactérias, pois estas dificultam a difusão 

destes para o seu alvo no interior celular ao qual se constitui em um fator primordial para ação desses. 

 

Figura 1- Atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de anchoita com ou sem incorporação de 

ácido benzóico. Letras minúsculas iguais para o mesmo micro-organismo indicam que não há diferença 

significativa, entre os diferentes tratamentos. 

 

 

Segundo Mani-López et al. (2011) a inibição da multiplicação dos micro-organismos por ácidos 

orgânicos, ocorre devido a liberação de prótons no citoplasma e o acúmulo de ânions, que fazem com que a 

velocidade da síntese de macromoléculas seja diminuída, afetando o transporte de nutrientes através da 

membrana celular. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

 Este estudo demonstrou que a incorporação de um agente antimicrobiano em diferentes concentrações, 

apresentou diferentes graus de eficácia frente aos micro-organismos alvo. As propriedades dos filmes a base de 

isolado protéico foram afetadas pela adição de diferentes concentrações de ácido benzóico. Os filmes com maior 

incorporação desse ácido orgânico apresentaram maior elongação até a ruptura e espessura quando comparados 

ao filme controle. Todavia, foi observada uma diminuição na resistência a tração com o acréscimo do agente 

antimicrobiano nos filmes. Os filmes controle não apresentaram efeito inibitório para as bactérias testadas. 

Contudo, a maior atividade antimicrobiana dos filmes foi demonstrada contra L. monocytrogenes e S. Enteritidis 

para filmes incorporados com o maior conteúdo de ácido benzóico.  
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