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RESUMO - Os filmes séo produzidos a partir de macromddéotomo os polissacarideos, lipideos e proteinas,
e devido a suas caracteristicas podem ser utilzadmo embalagens. As proteinas estdo sendo langam
estudadas, pois possuem uma estrutura com 20 moo®rdderentes, que confere um amplo potencial de
ligacBes intermoleculares importantes para a fofimalps filmes. A incorporacéo de agentes ativosileras é

uma alternativa como embalagem ativa, para inibiratardar a multiplicacdo de micro-organismos g@&aticos

e deteriorantes em alimentos. Em face disso, ostieb do presente estudo foram avaliar as proadiesl
mecanicas e antimicrobianas corltisteria monocytogenee SalmonellaEnteritidis pelo método de difusdo em
discos de filmes de isolado protéico de anchditegfaulis anchoitfincorporados com 0, 0,75 ou 1,50% (p/v)
de acido benzoico. A maior atividade antimicrobifmete alisteria monocytogenes SalmonellaEnteritidis

foi verificada para filmes acrescidos de 1,50% d&lcd benzédico. Por outro lado, os filmes controfo n
apresentaram efeito inibitério para as diferen@stdrias patogénicas testadas. O aumento da coagi@mtde

0% para 1,50% do acido orgénico estudado resultouliminuicdo da resisténcia a tracdo e aumento da
elongacdo até a ruptura e na espessura dos filEséss resultados sugerem que os filmes a baseoldeas
protéico de anchoita incorporados com acido beonzgwmdem ser utilizados para promover a seguranca e
qualidade dos alimentos, embora as propriedadednioas devam ser melhoradas.

Palavras-chave Proteina, filmes, antimicrobianos.

1 INTRODUCAO

O interesse em filmes biodegradaveis nas Ultinégadhs ocorre devido a preocupag¢des com 0 meio

ambiente e a necessidade de minimizar o uso delagelns sintéticas, bem como a demanda dos consgsido
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por produtos alimentares seguros e de vida Utilopgada (PIRES et al., 2013). Os filmes sédo prathsi
basicamente a partir de macromoléculas capazesrd®rf matrizes continuas e coesas. Proteinasedipid
polissacarideos foram utilizadas para a elaborat@dilmes em diversos estudos (OJAGH et al., 2011;
SAYANJALI et al., 2011; ROCHA et al., 2013).

As proteinas possuem uma estrutura a base de 2nmeoos diferentes, o que Ihes confere uma ampla
capacidade de formar ligacdes intermoleculares esicfies diferentes, oferecendo um potencial para a
formacdo de numerosas ligagBes importantes narelghm dos filmes (OU et al., 2005). Filmes de dizsr
fontes proteicas tais soro de leite, pescado eagjamente estudados (EMIROGLU et al., 2010; RAMDSE!.,
2012). As proteinas miofibrilares de pescado déspemteresse devido a necessidade de uso de espulci
subutilizadas. A anchoita&fgraulis anchoita &€ uma espécie pelagica pouco explorada no Brasl,pode ser
utilizada como fonte proteica para elaboracéoldef biodegradaveis. Os filmes protéicos oferecameba ao
oxigénio, boas propriedades mecénicas e, além,dissn a adicdo de agentes antimicrobianos podear atu
como filmes ativos (ROCHA et al. 2013).

O uso de filmes contendo agentes antimicrobianossiypovantagens em relagdo aos meétodos
tradicionais de adicdo direta de conservantes hoemtos, pois podem ser liberados de maneira claula,
estando, portanto, em menor quantidade no alineatoando na superficie do mesmo. Também podeeo@orr
inibicdo ou reducdo da atividade do antimicrobiagoando adicionado de forma tradicional, por diaers
constituintes do alimento (KRISTO et al., 2008). &8los organicos, tais como 0 acido benzéico,GRAS
(geralmente reconhecidos como seguros) pela Foddamng Administration (CAGRI et al., 2001). Segundo
Mani-Lopez et al. (2011) os acidos organicos afedaatividade microbiana por acidificacédo citoplascaae
acumulo de anions em niveis toxicos.

Manab et al. (2011) e Cagri et al. (2001) em seigdes verificaram que filmes a base de isolado
protéico de soro de leite, incorporados com Acdbiso e acido benzodico inibiram a multiplicagaoldsteria
monocytogenes Eschericha coliO157:H7. Pesquisas tém demonstrado eficiénciafithoss também contra
Staphylococcus aureuSalmonellascoliformes, bactérias psicrotréficas entre out@$. aureust um micro-
organismo frequentemente envolvido em surtos deéndeg alimentar e estd associado a manipulacdo
inadequada dos alimentos, uma vez que é comumextteado na pele e mucosas do trato respiratorio
(WANG et al., 2007). A.. monocytogenes um micro-organismo que tem capacidade de muokigio em uma
faixa ampla de temperatura, de 1 a 45 °C podenbi@gwer nos alimentos por um longo periodo (JAR0DS).
Segundo Rantsiou et al. (2011) ela passou a chansencdo como um patégeno veiculado por alimentos
guando a refrigeracéo se estabeleceu como um pmdesconservacdo em toda a cadeia de alimentmsp co

objetivo de prolongar a vida util dos alimentos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foi utilizado um isolado protéico de anchoita eonio 88,8% de proteina, obtido pelo método de
variacao deH segundo Rocha et al. (2013), a partir de carnenieamente separada de anchoita capturada em
cruzeiros realizados pelo Navio Oceanogréfico Ait@anSul, na zona costeira do sul do Brasil. Ahdigens
bacterianasL. monocytogene® S. Enteritidis foram cedidas da Colecdo de CulturasLdboratério de
Microbiologia e Controle de Alimentos da Universida=ederal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

2.2 Elaboracéo dos filmes antimicrobianos

Os filmes antimicrobianos foram obtidos prasting segundo metodologia descrita por Cagri et al.
(2001) e Rocha et al. (2013). As solucdes filmoegsi foram obtidas pela dispersdo de 3,0 g de 3RAy de
glicerol/ 100 g de IPA em 100 mL de agua destilwtepH 11,5 a 74 °C durante 30 min. Apds o arrefentm
foram adicionados 0,75% ou 1,5% (p/v) de acido 6e0z(AB) e o pH ajustado para 5,2. Como controle f
utilizado filme sem adicdo de AB, solubilizado ek p1,5. Aproximadamente 25 mL da solugéo filmogénic
foi espalhada em placas de Petri e desidratadd@ @frante 16 horas. Apds os mesmos foram condaides

em dessecadores contendo silica durante 48 h@&S8@ para posterior caracterizacao.

2.3 Caracterizacéao dos filmes antimicrobianos

Foi determinada em micrémetro digital (Insize, IPSdo Paulo, Brasil). Foram realizadas dez medidas
aleatérias sobre a superficie do filme e a médsantlssmas foi utilizada para calculo da resistémtiacao.

Foram determinadas em triplicata a resisténciagiitr e a elongacéo até a ruptura dos filmes, segund
metodologia da ASTM D882-91 (1996), utilizando uexttrometro TA.XTs (Stable Micro Systems). As
amostras foram cortadas em forma de retadngulog gmm) e fixadas em garras com separacéao irdei&0
mm e velocidade de tracdo de 0,8 mm/s. A resistémdracao foi calculada dividindo-se a forgca maximo
rompimento do filme, pela area de sec¢do transveksalongagdo até ruptura foi determinada dividisg a
distancia final de separacdo qadbé’ pela distancia inicial de separacéo das garr@sr{), multiplicada por
100.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filrdesIPA incorporados com diferentes concentracées
de &cido benzodico frente aos micro-organisiBog&nteritidis eL. monocytogenefoi realizada em triplicata
através do método de difusdo em discos segundoS R003). A cultura des. Enteritidis foi cultivada e
inoculada em caldo BHI (Brain Heart Infusion) eaald monocytogenegoculadas em caldo BHI enriquecido

com extrato de levedura 0,6% (p/v) (Yest Extradf)os 24 horas, as culturas foram padronizadas aomn u
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densidade de células de 1 a 2 X UFC/ mL (McFarland 0,50). Um suabe estéril foi istena suspenséo
padronizada e brevemente espalhada sobre a simediplaca de agar Mueller-Hinton (MH). Os filnfeam
assepticamente cortados em discos de 15 mm e malite a placa contendo o 4gar MH inoculado com os
diferentes micro-organismos. As placas foram indabanvertidas a 37 °C durante 24 horas. O hall ti#
inibicdo foi mensurado perpendicularmente, incloira didmetro do disco, em mm e o resultado final fo

expresso como a média de trés medicoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a espessura, resisténcigém teaelongacdo até a ruptura dos diferentes filmes
elaborados. Os filmes controle apresentaram umst&asia a tracdo maior e uma elongacdo menor guand
comparados aos filmes com a adi¢éo de acido benZdiacréscimo da adi¢do de acido benzdico de Opéseh
1,50% resultou em uma diminuicdo significativa (p,85) na resisténcia a tracao dos filmes. Entretacorreu

um aumento significativo (p < 0,05) na elongac@a espessura dos respectivos filmes.

Tabela 1 — Propriedades dos filmes com e sem adig@eido benzdico

Resisténcia atracdo  Elongacéo até a ruptura

Acido benzéico (%) Espessura (mm)
(MPa) (%)
0 0,150 + 0,050 3,90 £+ 0.01 9,00 + 1,80
0,75 0,200 *+ 0,001 2,00 + 0,01 57,97 + 0,11
1,50 0,217 + 0,001 1,21+0,18 97,66 + 2,08

Média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma adhdicam que ndo h4 diferencga significativa (359,

Cagri et al. (2001) verificaram que a incorporagh® diferentes acidos organicos, reduziram a
resisténcia a tracdo e aumentaram a elongacaadlmes.fO acido benzdico oferece maior mobilidadeecas
cadeias de proteina, fazendo com que o filme apieeseenor resisténcia a tracdo e maior flexibildgdando
comparado ao filme controle. Segundo Shimazu ef2807) com o aumento no teor de soélidos totaisssec
adicionados na solugdo filmogénica, tal como o ammelo conteddo dos antimicrobianos, resulta em um
acréscimo na espessura do filme.

Os resultados da avaliagdo da atividade antimiar@bdos filmes realizada pelo método disco difusao,
com e sem incorporagdo de acido benzdico sdo apeees na Figura 1. Os resultados obtidos demoasira
que os filmes controle ndo promoveram inibicdo natiplicacdo dos micro-organismos testados. Com o
acréscimo da incorporacédo de acido benzoico nefdm0,75% para 1,50% houve um aumento signifizatdy
halo total de inibicdo. A. Enteritidis foi inibida pela maior concentra¢cém dtido organico utilizado, mas néo
foi inibida pelo menor nivel desse agentelL. Amonocytogened um bactéria Gram-positiva, que possui uma
parede celular composta por grossas camadas dilipgitano (20 a 80 nm) depositada sobre membrana

citoplasmaética. Essa substéncia é responsavelmetifologia das bactérias e também pela sua resiatén
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fatores fisicos como pressdo, congelamento entt®spumas sensiveis aos agentes quimicos (JAY,; 2005
TONDO e BARTZ, 2011). Segundo Jay (2005) algunsbaoterianos séo inativos frente a cepas Gram-
negativas, pois ndo conseguem ultrapassar a membra@rna destas bactérias, pois estas dificultdifuséo

destes para o0 seu alvo no interior celular ao sgi@bnstitui em um fator primordial para acao desse

Figura 1- Atividade antimicrobiana de filmes a beeéasolado protéico de anchoita com ou sem incagém de
acido benzéico. Letras minuUsculas iguais para onmoemicro-organismo indicam que nao ha diferenca
significativa, entre os diferentes tratamentos.
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Segundo Mani-Lopez et al. (2011) a inibicdo da iplidacdo dos micro-organismos por acidos
orgéanicos, ocorre devido a liberacdo de prétonsitoplasma e o acimulo de &nions, que fazem comaque
velocidade da sintese de macromoléculas seja didsinwafetando o transporte de nutrientes através da

membrana celular.

4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a incorporacdo de ameagntimicrobiano em diferentes concentragdes,
apresentou diferentes graus de eficacia frentané@®-organismos alvoAs propriedades dos filmes a base de
isolado protéico foram afetadas pela adicao deatifes concentracdes de acido benzéico. Os filmesnsaior
incorporagdo desse acido organico apresentarant elaimgacao até a ruptura e espessura quando cachogar
ao filme controle. Todavia, foi observada uma dingéo na resisténcia a tracdo com o acréscimo dotag
antimicrobiano nos filmes. Os filmes controle ngweaentaram efeito inibitério para as bactériatades.
Contudo, a maior atividade antimicrobiana dos férf@ demonstrada contta monocytrogenes S. Enteritidis

para filmes incorporados com o maior contetdo i#odwenzéico.
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