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RESUMO GERAL

Os filmes sao produzidos a partir de macromoléculas, que podem ser utilizados como
embalagem, como os polissacarideos, lipideos e proteinas. As proteinas se destacam
dos demais, pois possuem uma estrutura com 20 mondémeros diferentes, que confere
um amplo potencial de ligagdes intermoleculares. A incorporagdo de agentes ativos
em filmes é uma alternativa como embalagem, para inibir ou retardar a multiplicagao
de microrganismos patdgenos e deteriorantes em alimentos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de anchoita
(Engraulis anchoita) — IPA adicionados de acidos organicos. Para tanto, foi elaborado
o IPA, pela solubilizacdo alcalina da proteina e precipitacdo no ponto isoelétrico a
partir de carne mecanicamente separada. O IPA foi avaliado quanto a sua composicao
proximal, aminoacidica e por DSC. A solugao formadora dos filmes foi elaborada a
partir de IPA, agua, glicerol e hidréxido de sédio. As formulagdes dos filmes foram
elaboradas segundo um planejamento fatorial 2°. Foram avaliadas as propriedades
fisico-quimicas de resisténcia a tragao (RT) e elongacgéao (E); espessura, solubilidade e
permeabilidade ao vapor de agua (PVA); a diferenca de cor (AE*) e opacidade (Y) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV) de filmes a base de IPA. Os filmes com
diferentes concentracdes de acido sorbico (AS) ou acido benzéico (AB) foram
desenvolvidos a partir da condigdo cujo as propriedades fisico-quimicas foram as
melhores, sendo comparados aos filmes controles. Estes, foram avaliados quanto a
sua atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis pelo método
de difusdo em disco, além das propriedades fisico-quimicas, MEV e FT-IV. Os filmes
com maior atividade antimicrobiana e os filmes controle foram aplicados sobre carne
bovina, inoculados com os microrganismos inibidos no método de difusdo em disco e
armazenados a 5°C. Estes, foram avaliados a cada 2 dias durante 12 dias de
armazenamento, pela método de contagem em gotas. O IPA apresentou 88,8% de
proteina e 53,3% de aminoacidos polares e temperatura de desnaturacao de 62,2°C. A
espessura, PVA, AE* e Y dos filmes nao foram afetados pelas variaveis estudadas no
experimento. A menor solubilidade e maior RT dos fiimes ocorreram em baixa
concentracdo de IPA, glicerol e tratamento térmico, mas a E aumentou com o
acréscimo dessas variaveis. As MEV das superficies dos filmes foram homogéneas,
para aqueles com leve tratamento térmico. O aumento da concentragdo de AS e AB
na faixa de 0,50 a 1,50% resultou na diminuicdo da RT e aumento da E, solubilidade,
AE* e Y. Houve mudancga da organizagao molecular e interagbes intermoleculares
entre as moléculas de IPA e AB testados pela avaliagdo do FT-IV. As MEV revelaram
microporos em filmes com 1,50% de AS, o que resultou em filmes com menor
homogeneidade. A maior atividade antimicrobiana foi verificada nos filmes com 1,50%
de AS e AB frente a E. coli O157:H7, L. monocytogenes e S. Enteritidis. Estes filmes
foram aplicados sobre carne bovina inoculada com E. coli O157:H7 e L.
monocytogenes. Os filmes de AS frente a E. coli O157:H7 e L. monocytogenes
apresentaram uma reducdo de 5 e 4 log UFC.g", respectivamente, em relacdo ao
filme controle. O efeito do AB frente a estas bactérias, apresentou uma reducao de 6 e
5 log UFC.g™", ao final do 12° dia de armazenamento, respectivamente. Os filmes
elaborados a base de IPA, adicionados de AS ou AB podem ser eficazes contra os
patdgenos alimentares testados.

Palavras—chave: pescado, isolado protéico, microrganismos, agentes antimicrobianos.
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Evaluation of the antimicrobial activity of films based on Argentine Anchovy

(Engraulis anchoita) protein isolated added with organic acids

GENERAL ABSTRACT

The films are produced from macromolecules, which may be used as packaging, such
as polysaccharides, lipids and proteins. The proteins stand out from the others
because they have a structure with 20 different monomers, which confers broad
potential for intermolecular bonds. The incorporation of active agents in films is an
alternative for packaging, to inhibit or retard the multiplication of pathogens and
spoilage microorganisms in foods. The objective of this study was to evaluate the
antimicrobial activity of films based on Argentine anchovy (Engraulis anchoita) - API
protein isolate added organic acids. To that end we developed the API by protein
alkaline solubilization and precipitation at the isoelectric point from mechanically
recovered meat. The API was evaluated on their proximal and amino acid composition
and by DSC. The forming solution of the films was made from API, water, glycerol and
sodium hydroxide. The formulations of the films were prepared using a 2 factorial
design. We evaluated the physicochemical properties of tensile strength (TS) and
elongation (E), thickness, solubility and permeability to water vapor (WPV), the color
difference (AE*) and opacity (Y) and electron microscopy (SEM) of films based on API.
The films with different concentrations of sorbic acid (AS) or benzoic acid (BA) were
developed from the condition which the physicochemical properties were the best,
being compared to films controls. These were evaluated for their antimicrobial activity
against microorganisms Escherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus and Salmonella Enteritidis by disk diffusion method, and the
physicochemical properties, SEM and FT-IR. The films with higher antimicrobial activity
and control films were applied on beef, inoculated with microorganisms inhibited the
disk diffusion method and stored at 5 °C. These were evaluated every 2 days during 12
days storage, by drops counting method. API had 88.8% protein and 53.3% of polar
amino acids and denaturation temperature of 62.2 °C. The thickness, WPV, AE* and Y
of the films were not affected by variables in the experiment. The lower solubility and
higher TS of the films occurred in a low concentration of API, glycerol and heat
treatment, but E increased with the addition of these variables. The SEM of the
surfaces of the films were homogeneous, for those with mild heat treatment. Increasing
the concentration of AS and BA in the range 0.50 to 1.50% resulted in a decrease in
TS and increased E, Y and AE*. There was a change of the molecular organization and
intermolecular interactions between the molecules of API and BA tested by FT-IR
evaluation. The SEM revealed micropores in films with 1.50% of SA, which resulted in
films with less homogeneity. The greatest antimicrobial activity was observed for films
with 1.50% of SA and BA against E. coli O157:H7, L. monocytogenes and S.
Enteritidis. These films were applied on beef inoculated with E. coli O157:H7 and L.
monocytogenes. The SA films against E. coli O157:H7 and L. monocytogenes show a
reduction of 5 and 4 log CFU.g™, respectively, in relation to the control film. The effect
of AB against these bacteria showed a reduction of 6 and 5 log CFU.g™ at the end of
the 12th day of storage, respectively. The films based on APl added SA or BA can be
effective against foodborne pathogens tested.

Keywords: fish, protein isolate, microorganisms, antimicrobials agents.
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1. INTRODUGAO GERAL
Nos ultimos anos ha grande interesse na elaboragao de filmes a partir de

polimeros provenientes de fontes renovaveis e naturais, tais como polissacarideos,
proteinas e lipideos. Estes sdo destinados a minimizar o impacto das embalagens de
materiais sintéticos ao ambiente (BOURTOOM, 2009). O aumento no consumo € a
forte acumulagdo destes materiais no ambiente, que levam anos para se degradar,
hoje sdo considerados um problema em nivel mundial (BLACIDO, 2006).

Os filmes sao produzidos basicamente a partir de macromoléculas capazes de
formar matrizes continuas e coesas (TURBIANI, 2007). Dentre os diversos materiais
pesquisados para a producao de filmes, as proteinas se destacam dos demais, pois
possuem uma estrutura com 20 mondmeros diferentes, o que confere uma ampla
gama de propriedades funcionais, especialmente um potencial para ligagdes
intermoleculares. Filmes a base de proteinas podem formar ligagdes em posicoes
diferentes e oferecem grande potencial para a formacado de numerosas ligacdes (OU
et al., 2005).

As proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas do musculo do pescado foram
estudadas em varias pesquisas (SOBRAL et al, 2002; TANAKA et al, 2001; SOBRAL,
2000). As proteinas miofibrilares sdo insoluveis em agua, mas podem ser extraidas
através da variagao de pH da solugdo. A anchoita (Engraulis anchoita) € um pescado
pelagico pouco explorado, que desperta interesse para o desenvolvimento de produtos
com alto valor agregado, tal como os isolados protéicos (GOULAS e KONTOMINAS,
2005).

Os alimentos sdo normalmente susceptiveis a agentes fisicos, quimicos e
microbiolégicos que podem causar deterioragdo, veicular patdégenos durante o
armazenamento, distribuicao tanto como as condi¢gdes ambientais a que sdo expostos
(CHA e CHINNAN, 2004). Uma selegéo adequada de materiais de embalagem pode
minimizar a perda de qualidade dos alimentos, fornecendo barreira, ou nao, aos
mesmos recursos de protecdo (CAMPOS et al., 2011).

O uso de filmes contendo agentes antimicrobianos apresenta vantagens sobre
os métodos tradicionais de adicao direta de conservantes nos alimentos tais como o
acido soérbico e benzoico, visto que podem ser liberados de maneira controlada,
estando, portanto, em menor quantidade no alimento e atuando, principalmente, na
superficie do produto. Também pode ocorrer a inibicao ou redugdo da atividade do
antimicrobiano, quando adicionado de forma tradicional, por diversas substancias do
préprio alimento (KRISTO et al., 2008; QUINTAVALLA e VICINI, 2002).



Dentre os conservantes utilizados em alimentos, os acidos orgénicos merecem
destaque por possuirem baixa interferéncia no sabor e baixo nivel de toxicidade
(MORAES et al., 2007). Substancias como acido sorbico (LIMJAROEN et al., 2003),
acido benzdéico (SOARES et al., 2002) e seu sais (BUONOCORE et al., 2003) sao
considerados conservantes de alimentos Geralmente Reconhecidos como Seguros
(GRAS).

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 acido sérbico e
acido benzdico inibiram a multiplicagdo de Listeria monocytogenes e Eschericha coli
O157:H7. Pesquisas tém demonstrado eficiéncia dos filmes também contra

Staphylococcus aureus, Salmonellas, coliformes, bactérias psicrotréficas entre outras.

O Brasil é o maior pais exportador de carne bovina no mundo, a carne é um
excelente substrato na multiplicacdo de inumeros microrganismos, entre eles
encontram-se a E. coli O157:H7 e L. monocytogenes (ABIEC, 2011; TONDO e
BARTZ, 2011). A carne esta exposta a contaminagbes de natureza microbiana em
todas as fases do seu processamento, particularmente nas operagdes em que é muito
manipulada e sempre que ndo sejam tomados cuidados especiais em relagdo as Boas
Praticas de Fabricacdao (SOFOS et al., 2008; PARDI et al., 2001). A carne e os
produtos carneos sao um dos principais veiculos de doencgas de origem alimentar,
também sao propensos a deterioracao durante o armazenamento como todos os
alimentos protéicos (CARDENAS et al., 2008).

Uma das formas de controlar a multiplicagdo dos microrganismos nestes
produtos, com aumento da seguranga dos alimentos, € a aplicagcao de antimicrobianos
na superficie do produto (KERRY et al., 2006). Dentro desse contexto o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado
protéico de anchoita (Engraulis anchoita) incorporados com acido sérbico e acido

benzadico.



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de filmes elaborados a base de isolado
protéico de anchoita (Engraulis anchoita) adicionados de acido sorbico e acido

benzdico.

2.2 Objetivos especificos

Obter isolados protéicos a partir da carne mecanicamente separada de

anchoita (CMSA) e utiliza-los como base protéica para elaboracao de filmes;

Estudar as melhores condi¢cdes de concentragido de plastificante e proteina; e

temperatura para desenvolvimento de filmes;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes protéicos, incorporados com
diferentes concentragbes de acido sorbico e acido benzdico sobre o
desenvolvimento de Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus,

Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes;

Avaliar o efeito da incorporagao dos agentes antimicrobianos nas propriedades

fisico-quimicas dos filmes;

Aplicar os filmes ativos em carne bovina mantida sob refrigeracao, a partir da

formulacao que apresentar a maior atividade antimicrobiana.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pesca extrativa no Brasil

O Brasil possui cerca de 8.500 km de litoral € um numero razoavel de ilhas,
totalizando uma area de aproximadamente 3,5 milhdes de km? de Zona Econémica
Exclusiva (ZEE), que se estende desde o Cabo Orange (5°N) até o Chui (34°S).
Apesar disso, o pais € o 27° produtor mundial de pescados, atras de paises como
Chile, Peru e Argentina. A produgéo brasileira de pescado aumentou 25% nos ultimos
oito anos passando de 990.899 toneladas anuais para 1.240.813, toneladas segundo
dados estatisticos de 2008 e 2009 (BRASIL, 2010).

O estado do Rio Grande do Sul é responsavel por aproximadamente 25% do
pescado industrializado no pais. Até a década de 1990 o parque industrial pesqueiro
instalado em Rio Grande correspondia aproximadamente 50% da capacidade da
industria pesqueira do Brasil, atualmente estdo concentradas 80% das industrias
pesqueiras do estado nesta cidade (GARCIA, 2007).

O porto pesqueiro da cidade do Rio Grande é o maior centro pesqueiro do Rio
Grande do Sul. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), em 2008 o Rio
Grande do Sul apresentou um desembarque mensal de pesca industrial de 23.373.007
kg de diferentes espécimes (BRASIL, 2009). Espécies de pescado de baixo valor
comercial vém sendo amplamente estudadas com a finalidade de transformar essa

matéria-prima em produtos de alto valor agregado.

3.1.2 Anchoita (Engraulis anchoita)

A anchoita (Engraulis anchoita), apresentada na Figura 1, é uma espécie
pelagica que habita uma larga area na plataforma desde o Golfo de Sao Jorge na
Argentina, e no Brasil do Cabo Frio (Rio de Janeiro - RJ) até o Chui (Rio Grande do
Sul — RS) (CASTELLO e CASTELLO, 2003), entre outras plataformas. A espécie &
encontrada a uma profundidade entre 10 e 200 m, em uma amplitude de temperaturas
superficiais que variam de 8 a 23°C e salinidade de 14-35 ppt (HANSEN et al., 1984).
Esta espécie apresenta o comprimento padrao de 17 cm, entretanto pode chegar a 21
cm (FAO, 2011).



Figura 1 - Anchoita (Engraulis anchoita)

FONTE: Zero Hora — novembro de 2011.

O pico reprodutivo no sul do Brasil ocorre durante o inverno e a primavera.
Nesta época a regiao entre o Cabo de Santa Marta Grande e Rio Grande é ocupada
por anchoitas juvenis, que estdo proximas da costa. A regido entre Rio Grande e a
divisa com o Uruguai, é ocupada por adultos e, entre a costa e os 20 - 30m de
profundidade, por juvenis imaturos (SCHWINGEL e CASTELLO, 2000).

A anchoita é uma espécie essencialmente zooplantéfaga, mas ocasionalmente
e com baixa importancia volumétrica (< 2,5%), apresenta alimentagao fitoplantéfaga
filtrando diatomaceas céntricas e penadas e alguns flagelados. Pode-se dizer ainda,
de acordo com Schwingel (1991), que considerando todo o ciclo vital da espécie, a
anchoita tem um habitat tréfico-espaco-temporal diferenciado pelas caracteristicas de
temperatura, salinidade e diversidade de presas, propria de cada massa de agua em
que ocorre.

Segundo Yeannes e Casales (1995), a composi¢ao proximal da anchoita varia
em funcéo das diferentes estagdes do ano, apresentando oscila¢des de 69,5 a 79,6%
para o teor de umidade, de 15,8 a 19,28% para proteina, de 1,4 a 9,4% para lipideos,
e de 1,2 a 2,1% de cinzas entre os meses de maio e novembro, respectivamente.
Estas variagcdes podem ocorrer também devido a fatores como sexo, tamanho, ciclo
reprodutor e alimentagao como em outros pescados (BADOLATO et al., 1994).

Segundo Madureira et al. (2009), estima-se que até 135.000 toneladas de
anchoita poderiam ser exploradas de forma sustentavel ao longo do litoral sul
brasileiro. Entretanto apesar da sua abundancia, esta espécie ndo é capturada no



pais. Esta falta de exploragdo ocorre devido a falta de mercado para a espécie, de
introducdo de tecnologia adequada a pesca, inviabilizagdo econdmica do recurso e
sistema de armazenamento para preservar a qualidade ao longo da cadeia produtiva
(SCHWINGEL e CASTELLO, 2000).

Outro fator relevante pelo qual esta matéria-prima é descartada ou processada
como produto de baixo valor comercial, deve-se especialmente a ser um pescado de
carne escura, suscetivel a oxidagdo e com sabor residual (THIANSILAKUL et al.,
2007). Esses fatores decorrem em funcdo do alto conteudo de lipideos, proteinas
soluveis, bem como pigmentos e 6xido de trimetilamina. A busca de solugbes comuns
para melhorar a utilizagcdo dos anchoita deve evoluir a partir de uma forte interagao
técnico-cientifica e da colaboragdo mutua do governo (MADUREIRA et al., 2009).

Em outros paises, as formas de aproveitamento deste pequeno pelagico
variam desde produtos com alto valor agregado, tal como as espécimes européias
(Engraulis encrasilocus), até o caso da reducao em farinha de pescado como € o caso
da anchoveta peruana (Engraulis ringens) (HERRERA e CORREO, 1997). No Uruguai
e na Argentina, ela é comercializada na forma marinada, ou pescado fresco, entre
outros (SCHWINGEL e CASTELLO, 2000).

Segundo Sathivel e Bechtel (2006), pescados e subprodutos de espécies
marinhas, sdo fontes de proteinas de elevada qualidade. Varios estudos tém
destacado o uso de pescado de baixo valor comercial como fonte para obtengao de
produtos com maior valor agregado, dentre os quais se destacam os hidrolisados
protéicos e as proteinas modificadas enzimaticamente entre outros (KRISTINSSON e
RASCO, 2000).

3.1.3 Proteinas do pescado

As proteinas do pescado, dependendo de sua solubilidade podem ser divididas
em sarcoplasmaticas, miofibrilares e insoluveis ou do estroma. Estas ultimas tém
menos interesse no pescado do que na carne, destacando-se nos dois casos, O
colageno e a elastina (ORDONEZ, 2005). O musculo do pescado é rico em proteinas
miofibrilares e pobre em proteinas do estroma, sendo a conjugagéo das fibras menos
compacta, razdo por ser mais fragil que o musculo dos mamiferos (OGAWA e MAIA,
1999). Existe uma classificagdo que divide as proteinas musculares em proteinas

intracelulares e intercelulares, conforme apresenta a Figura 2.



As proteinas intracelulares incluem as proteinas sarcoplasmaticas (do plasma
celular) e as miofibrilares (da estrutura muscular). As proteinas intercelulares incluem
as proteinas do estroma (do tecido conectivo) e as proteinas insollveis (dos vasos
sanguineos, nervos) (SIKORSKI et al., 1994).

Proteinas Musculares

Intracelulares Intercelulares

Sarcoplasmaticas Miofibrilares Estroma Insoldvels

Figura 2- Classificagdo das proteinas musculares

Fonte: (OGAWA & MAIA, 1999)

As proteinas sarcoplasmaticas sao encontradas no citoplasma de células
musculares (OGAWA e MAIA, 1999). Elas compreendem cerca de 20 - 30% do total
das proteinas do musculo do pescado sdo soluveis em agua e solugcbes salinas
diluidas. Estas proteinas compreendem mais de 100 tipos diferentes, sendo as
principais: enzimas da glicolise, parvalbumina e mioglobina (SIKORSKI, 1994).
Segundo Paschoalick et al. (2003) as proteinas sarcoplasmaticas sédo facilmente
separadas através de um processo de lavagem do musculo de pescado.

As proteinas do estroma do musculo apresentam menor solubilidade, esta
fracdo contém as proteinas do sarcolema, do reticulo endoplasmatico assim como as
proteinas do tecido conjuntivo. As principais proteinas do tecido conjuntivo sdo o
colageno e a elastina, que representam mais de 50% das proteinas do estroma, esta
proporg¢ao varia de acordo com o musculo e com o animal (CHEFTEL et al., 1989).

O grupo de proteinas miofibrilares ocupa lugar de grande importancia do ponto

de vista nutritivo e também tecnolégico. No pescado, as proporgdes de proteinas
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miofibrilares correspondem a 65 — 75%, sendo superior a carne de animais de abate,
mas basicamente encontram-se os mesmos tipos de proteinas (ORDONEZ, 2005).

As proteinas miofibrilares conferem as células musculares sua propriedade
contractil, influenciando tecnologicamente nas qualidades dos mdusculos, pois sao
responsaveis pela capacidade de retencdo de agua, propriedades emulsificantes e
também pela brandura da carne, contendo ainda quantidades importantes de
aminoacidos essenciais, contribuindo assim em mais de 70% do suporte protéico
devido ao consumo de carne. Musculos brancos de pescado contém menos proteinas
miofibrilares do que os vermelhos (SIKORSKI, 1994; ISHIKAWA et al., 1974).

Em meados dos anos noventa, Cuq et al. (1997) em seus estudos com a
sardinha do Atlantico, demonstraram que as proteinas miofibrilares tinham a
capacidade de formar filmes transparentes e resistentes. Desde entdo, outros
trabalhos foram realizados com proteinas miofibrilares de pescado visando o uso

alternativo e agregando valor a estas.

3.2 Proteina e suas estruturas

As proteinas sdo polimeros de elevada massa molecular, cujas unidades
basicas sao os aminoacidos, ligados entre si por ligagdes peptidicas (BOBBIO e
BOBBIO, 2003). Elas também sdo chamadas de polipeptideos, pois os aminoacidos
que as compdem sao unidos por ligagdes peptidicas; estas ligagdes ocorrem através
da unido do grupo amino (-NH;) de um aminoacido com o grupo carboxila (-COOH) de
outro aminoacido, formando uma amida (FENNNEMA, 1993).

As proteinas sao formadas por 20 aminoacidos diferentes, cada um com uma
caracteristica quimica distinta. Cada aminoacido possui uma cadeia lateral diferente
ligada ao carbono alfa (Ca). As cadeias laterais (R; e Ry), Figura 3, conferem a cada
aminodacido suas caracteristicas quimicas proprias (ALBERTS et al., 2005).

As cadeias laterais podem diferir bastante em seu tamanho, forma e
propriedades quimicas, sendo comum agruparem-se 0Ss aminoacidos em quatro
classes, com base na sua polaridade: apolares, ou hidrofébicos, polares neutros,
carregados positivamente, ou basicos, e carregados negativamente, ou acidicos
(ALBERTS et al., 2005).
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Figura 3- Unidade basica da proteina formando o esqueleto polipeptidico

Fonte: (ALBERTS et al., 2005)

A sequéncia de aminoacidos que se repetem para formar uma proteina é
caracteristica para cada polipeptideo. Esta sequéncia € conhecida como estrutura
primaria, a qual determina a forma e a fungcdo da proteina, sem se preocupar com a
orientagdo espacial da molécula (LEHNINGER et al., 2000).

A estrutura secundaria se refere ao arranjo regular, repetitivo no espaco da
cadeia polipeptidica ao longo de uma dimensao, esta estrutura € evidente nas
proteinas fibrosas, na qual as cadeias de proteinas apresentam conformagao
estendida ou espiralada. Ela ocorre também em segmentos das cadeias polipeptidicas
nas proteinas globulares (LEHNINGER et al.,, 2000). A conformagao espacial é
mantida gracas as interagdes intermoleculares entre os hidrogénios dos grupos amino
e os atomos de oxigénio dos outros aminoacidos (FENNEMMA, 1993).

A estrutura terciaria refere-se a maneira pela qual a cadeia polipeptidica
encurva-se ou dobra-se em trés dimensdes, formando uma estrutura compacta
firmemente enovelada (LEHNINGER et al., 2000). A estrutura é estabilizada por
pontes de hidrogénio, interagbes eletrostaticas, hidrofébicas e em alguns casos
ligagdes covalentes como as pontes de sulfeto. Na proteina monomérica, ou seja,
aquela que apresenta apenas uma cadeia polipeptidica, a estrutura terciaria
correspondera ao maior nivel estrutural da proteina, além de conferir a estas proteinas
sua atividade biologica (ALBERTS et al., 2005).

As estruturas quaternarias podem ser definidas quando as proteinas
apresentam duas ou mais cadeias polipeptidicas. A estrutura quartenaria € o ultimo
nivel estrutural da proteina. Esta estrutura é caracterizada pela interacdo de cadeias

laterais de aminoacidos de cadeias polipeptidicas diferentes (ALBERTS et al., 2005).

3.2.1 Ponto isoelétrico da proteina

A carga elétrica total de uma proteina é dada pelo somatério das cargas dos

radicais (R) dos aminoacidos, as quais dependem, por sua vez, dos pKas e do pH do
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meio (BOBBIO e BOBBIO, 2003). No entanto, as cadeias laterais de proteina podem
assumir diferentes cargas eletrostaticas, dependendo das condigbes que as proteinas
do musculo de pescado, por exemplo, sao submetidos (GEHRING et al., 2011).

O ponto isoelétrico (pl) depende do tipo de matéria-prima, mas para um grande
numero de proteinas encontra-se entre pHs 3,5 e 6,5. No pl, as proteinas apresentam
um numero de R acidos desprotonados (COQO") igual ao numero de R basicos
protonados (NH3"), fazendo com que as proteinas formem agregados e precipitem.
Desta forma, as proteinas apresentarao carga liquida positiva em pH menor que o pl e
carga liquida negativa em pH maior que o pl (SGARBIERI, 1996).

A solubilidade das proteinas é uma propriedade fisica e funcional muito
importante. O pH afeta a densidade e a distribuicdo de cargas elétricas na molécula da
proteina na qual em determinado pH (ponto isoelétrico) a proteina apresentara um
minimo de solubilidade (SGARBIERI, 1996). A solubilidade da proteina depende néo
apenas das propriedades fisico-quimicas da molécula, mas também do pH, da forca
idnica, da temperatura e do tipo do solvente (ORDONEZ, 2005).

O conhecimento das caracteristicas da solubilidade protéica € muito util na
selecdo das condicoes otimas para extragdo das proteinas de fontes naturais. A
solubilidade, talvez, seja o indice mais pratico para a determinagdo da extenséo de
desnaturagdo de uma proteina (KINSELLA, 1976). A solubilidade das proteinas
aumenta com a temperatura (de 0 a 40°C). Acima disto, a maioria das proteinas

tendem & desnaturar o que implica na perda da solubilidade (ORDONEZ, 2005).

3.2.2 Isolamento das proteinas de pescado

A solubilizagdo e precipitagdo isoelétrica (SPI) das proteinas do musculo de
pescado, com a eliminagao simultdnea de lipideos foi proposto por Hultin e Kelleher
(1999). Como continuagao, juntando com trabalhos anteriores (MEINKE e MATTIL,
1973), varias instituicdes de pesquisa comegaram o estudo sobre IPP a partir destes
(GEHRING et al., 2011).

Os isolados protéicos, geralmente, sdo obtidos por extragdo por via quimica
(acida ou alcalina), a partir de subprodutos, musculo ou de pescado inteiro. Sathivel
(2003) estudou um procedimento para obtengéo de um isolado protéico de pescado,
através de um método de extragdo quimica alcalina com posterior precipitacdo
isoelétrica. Esse tipo de processo possui efeito primeiramente sobre as proteinas,

enquanto que para carboidratos e lipidios 0 mesmo nao exerce efeitos. Em condi¢des
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extremas de acidez ou alcalinidade, ocorrem excessos de cargas positivas ou
negativas na solugido, que podem leva-los a uma repulsao, e desta forma interagdes
entre a proteina e a agua, solubilizando-as (NOLSOE e HUNDELAND, 2008).

Segundo Kristinsson e Liang (2006), materiais indesejaveis como a pele,
0ss0s, microrganismos, lipideos de membrana, e outros residuos sao removidos
durante a primeira etapa de centrifugacdo, embora os ossos possam ser removidos
durante a desossa mecéanica. Nos processos de solubilizacdo acida ou alcalina,
quando o musculo é submetido a extremos de pH, as proteinas sao parcialmente
desdobradas. Desta forma, ocorrem alteragbes na parte estrutural e conformacional
das proteinas, as quais conduzem a diferentes propriedades quando recuperadas
(KRISTINSSON e HULTIN, 2003).

Estudos afirmam que o processamento do isolado protéico de pescado em pH
alcalino, permite a recuperacdo de proteinas com propriedades funcionais melhores,
entre elas textura, gelificagdo e cor (brancura). Apesar de a solubilizagdo acida
demonstrar um rendimento superior de recuperagao protéica, a solubilizagdo em pH
alcalino resulta em caracteristicas melhores (JAFARPOUR e GORCZYCA, 2008).

A recuperacao de proteinas em isolados protéicos é relatada na literatura em
teores entre 42 e 90%. Esta diferenca encontrada pode ser atribuida a diferentes
métodos utilizados para determinagdo de proteinas, temperatura, forga centrifuga
utilizada para separacdo e uma relativa concentracao de proteinas sarcoplasmaticas
soliuveis em 4agua entre outros. As proteinas sarcoplasmaticas sao apenas
parcialmente recuperadas no isolado protéico (NOLSOE e UNDELAND, 2009;
TASKAYA et al., 2009; CHEN et al., 2007).

A recuperagcao e alteracdo de proteinas presentes no musculo ou em
subproduto derivados da industrializagcdo de pescado possibilitam a utilizacdo destes
como inovacao tecnolégica. Estes processos sao uma alternativa de uso,
economicamente e ecologicamente viaveis, pois 0s mesmos nao serdo descartados
no meio ambiente (MARTINS, 2009).

3.3 Filmes e coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis

Nos ultimas décadas, coberturas e filmes comestiveis e/ou biodegradaveis tém
recebido interesse na industria de alimentos devido as vantagens que os diferenciam
das embalagens convencionais. Em adicdo a sua compatibilidade com o meio

ambiente e a maior seguranca dos alimentos, que pode ser alcangada pela
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incorporagao de agentes ativos no filme (BOTREL, 2007). O carater comestivel e/ou
biodegradavel e o aumento da segurangca dos alimentos sdo os trés principais
beneficios dos filmes. (LIMPAN et al., 2010).

Os filmes e coberturas de polimeros naturais podem ser definidos como
camadas finas e continuas formadas ou depositadas diretamente sobre os alimentos a
partir de materiais biodegradaveis e/ou comestiveis dependendo dos constituintes
utilizados para sua elaboracdo e do tipo e da concentragcdo dos componentes
empregados. Estes materiais, além de oferecer uma barreira seletiva contra a
transmissao de gases, vapores e solutos, agem promovendo protecdo mecanica. As
coberturas sao aplicadas diretamente sobre a superficie dos alimentos, enquanto os
filmes possuem a capacidade de formar estruturas proprias independentes e depois
aplicadas nos produtos como envoltério, entre outros (FAKHOURI et al., 2007;
FERREIRA, 2006) a Figura 4, apresenta um filme biodegradavel.

Figura 4 - Filme biodegradavel

Fonte: (BODINI, 2011)

A elaboragdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis deve incluir pelo
menos um componente capaz de formar uma matriz adequada, continua, coesa e
aderente. Tal formulagcdo €& constituida de um agente formador de filme
(macromolécula), solvente (agua, etanol, outros), plastificante (glicerol, sorbitol,
outros), agente ajustador de pH (acido acético, hidréxido de sddio, outros) (BERTAN,

2003). Um dos processos mais amplamente utilizados na elaboragcédo de filmes é o
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casting, que compreende o preparo de uma solucdo coloidal da macromolécula e
aditivos, a aplicacdo dessa solugdo num suporte adequado, seguida de secagem em
condicbes estritamente controladas (VICENTINI, 2003).

Os componentes macromoleculares podem ser classificados em:
polissacarideos, lipideos e proteinas. Entre os polissacarideos estudados destaca-se o
amido proveniente de diversas fontes (milho, amaranto, farelo de arroz, fécula de
mandioca), a celulose e seus derivados (metilcelulose) e os polissacarideos
secretados por microrganismos, alginatos, pectina e carragena (FERREIRA et al.,
2009). Entre os lipideos utilizados como componentes ou formadores de filmes e
coberturas estdao as ceras (abelha e carnauba) e os acidos graxos (palmitico,
estearico, oléico, linoléico) entre outros (BODINI, 2011; MORILLON, et al., 2002;
GARCIA et al.,, 2000). Entre as proteinas estudadas estdo o gliten do trigo, as
proteinas de soja, as proteinas de leite, como a caseina, e do soro de leite, a zeina de
milho, o colageno, a albumina de ovo, a gelatina e as proteinas miofibrilares de
pescado e carne bovina (GUERRERO et al., 2011; TONGNUANCHAN et al, 2011;
SOBRAL et al., 2001).

Longares et al., (2005) afirmaram que os polissacarideos (gomas vegetais,
amidos, celulose entre outros) apresentam boa propriedades para formagao dos
filmes. Filmes elaborados com esses componentes hidréfilos proporcionam eficiente
barreira a lipideos, mas suas propriedades como barreira a umidade sao pobres.

Filmes a base de lipidios tem baixa afinidade por agua, por isso sdo mais
efetivos como barreira ao vapor de agua. Os filmes a base de lipidios apresentam
diferentes propriedades de barreira ao vapor de agua, dependendo do potencial
eletrostatico que esta relacionado com os grupos quimicos contidos na molécula,
comprimento da cadeia alifatica e a presenca de insaturagao (MORILLON et al., 2002).

Os filmes protéicos apresentam propriedades mecanicas e de barreira ao vapor
de agua limitada, mas superiores aos formados a partir de polissacarideos. As
proteinas tém uma estrutura especifica (derivada de 20 diferentes monémeros —
aminoacidos) que conferem uma gama maior de propriedades funcionais e potenciais
por formar ligagbes intra e intermoleculares diferindo nas posigdes, tipos e energia
(CUQ et al., 1997), enquanto os polissacarideos possuem sequéncias repetidas de
somente um tipo de monémero.

Geralmente os filmes protéicos apresentam boas propriedades mecanicas,

sendo ideal seu uso para produtos que precisam manter a sua integridade como, por
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exemplo, embalar ou recobrir produtos mais frageis. Devido ao carater polar da
proteina, os filmes protéicos também apresentam alta barreira ao oxigénio, mas
reduzida barreira ao vapor de 4gua (HOQUE et al., 2011; GARCIA e SOBRAL, 2005;
KROCHTA et al., 1997).

Apesar das proteinas de origem vegetal serem amplamente estudadas,
provavelmente devido a sua abundancia e baixo custo nos paises desenvolvidos,
estudos indicam que as proteinas animais possuem excelente capacidade formagao
de filmes, especificamente as proteinas miofibrilares provenientes de carne bovina e
de pescado. De modo geral, os filmes formados com essas proteinas apresentam
propriedades funcionais interessantes (GARCiA e SOBRAL, 2005; SOBRAL et al.,
2004; SOUZA, 2001; MONTERREY e SOBRAL, 1998).

A probabilidade de formar ligagbes intermoleculares depende, principalmente,
da forma da proteina (fibrosa ou globular) e das condigbes fisico-quimicas do
processamento. A elevada massa molecular das proteinas fibrosas pode formar filmes
com boas propriedades mecanicas, enquanto proteinas globulares ou pseudoglobular
(G-actina) precisam ser desdobradas em primeiro lugar, antes da formagao do filme.
As proteinas miofibrilares sdo encontradas no musculo, compostas principalmente por
miosina e actina, independentemente da fonte de proteina (mamifero ou pescado)
(LACROIX e COOKSEY, 2005).

Os filmes obtidos a partir de proteinas e polissacarideos apresentam
geralmente baixa elasticidade e sado quebradicos, sendo necessario o uso de
plastificantes para minimizar este problema. Os plastificantes sdo substancias de alto
ponto de fusdo e baixa volatilidade, que devem ser compativeis com o biopolimero
para garantir sua eficiéncia. Interagem com a interface do polimero, enfraquecendo as
forcas intermoleculares, dando maior mobilidade as cadeias formadoras da matriz
polimérica e consequentemente, aumentando a flexibilidade dos filmes (AZEREDO et
al., 2010; MALI et al., 2010).

Os plastificantes mais empregados na producao de filmes a base de proteinas
e polissacarideos sdo os polidis, tais como o glicerol e o sorbitol, que possuem boa
interagdo com o polimero devido a sua estrutura e seu carater hidrofilo (SHIMAZU et
al., 2007). O aumento do teor de plastificantes pode levar ao aumento da
permeabilidade aos gases de filmes hidrofilos, pois diminui a densidade entre as suas
moléculas, facilitando a difusdo dos gases através do material (MALI et al., 2010). As

caracteristicas dos filmes podem ser avaliadas segundo suas propriedades funcionais
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elou fisicas, com destaque para as propriedades mecanicas, propriedades de barreira
(vapor de agua, O,, CO, e etileno), solubilidade em agua, cor, opacidade, entre outras
(CAGRI et al., 2004).

3.3.1 Propriedades de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
3.3.1.1 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos materiais determinam a resposta destes as
influéncias externas, estando associadas a capacidade de desenvolver deformacgoes
reversiveis e irreversiveis e de apresentar resisténcia a fratura. Os testes mais
utilizados para medir a forca mecéanica sao o teste de tragdo, onde podem ser
derivadas as propriedades de resisténcia a tragado, elongacdo, médulo de elasticidade
entre outros. A resisténcia a tragao e ruptura sdo medidas pela forga maxima de tragcao
e de perfuragao que o filme pode sustentar. A elongagéo é geralmente tirada do ponto
de quebra, no teste de tracdo, sendo expressa como percentual de aumento do
comprimento original da amostra (SARANTOPOULOS, 2002).

As propriedades mecanicas, resisténcia a ruptura e a abrasédo, dos filmes séo
caracteristicas determinantes para a sua utilizagdo como material de embalagem,
devido ao manuseio a que estdo sujeitos os produtos durante sua distribuicdo e
comercializacdo. Além disso, ele deve possuir flexibilidade para se adaptar a eventuais
deformacdes dos alimentos sem danos mecanicos (SOUZA, 2001). Segundo Gontard
et al.,, (1996) uma alta resisténcia a tensao € requerida, enquanto que o valor da
elongacao depende do tipo de aplicacéo do filme, pois para manter a sua integridade e
as propriedades de barreira, um filme deve tolerar a tensdo normal encontrada durante
a sua aplicacao, além do transporte e manuseio.

As propriedades mecanicas dos filmes ou coberturas dependem da natureza
da solucéao filmogénica, utilizada, bem como da coesao estrutural deste. Em filmes a
base de proteina, o grau de coesdo dependera da aptiddao da proteina para formar
fortes e/ou numerosas ligagdes a nivel molecular, das interagdes entre as proteinas e
os demais componentes (solvente, plastificantes, lipideos e outros aditivos dispersos
no meio da matriz); do processo de obtengéo e do processo de eliminagao do solvente
(secagem) (CHAMBI, 2004).
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3.3.1.2 Propriedades de barreira

Os filmes devem proteger o produto de danos fisicos e da acdo de gases,
luzes, vapor de agua e odores. Os filmes devem também constituir uma barreira que
impeca ou dificulte o contato entre o ambiente externo e o produto em seu interior
(SARANTOPOULOS, 2002). Dentre as propriedades de barreira, a permeabilidade ao
vapor de agua € a mais discutida na literatura. A migracédo de vapor de agua é um dos
principais fatores de alteracdo da qualidade sensorial, caracteristicas microbiolégicas,
fisico-quimicas e organolépticas bem como da estabilidade de estocagem dos
alimentos (CHEN, 1995).

A permeabilidade ao vapor de agua é definida pela como a taxa de transmissao
de vapor de agua por unidade de area através do filme, de espessura conhecida,
induzida por um gradiente de pressao entre duas superficies especificas, de
temperatura e umidade relativa especificada (ASTM, 1995). Em filmes elaborados a
base de polimeros hidrofilos, essa propriedade sera influenciada pelas caracteristicas
intrinsecas do material, pelo teor do plastificante e pelas condicbes ambientais de
umidade relativa e temperatura as quais se encontram expostos (MULLER et al.,
2008). Todavia, a caracteristica hidréfila € responsavel pela baixa permeabilidade a
gases (O, e CO,), quando estes filmes sdo acondicionados a baixa umidade relativa
(VICENTINI, 2003).

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) das proteinas miofibrilares de
pescado é relativamente alta devido a sua natureza hidréfila (CUQ et al.,1997).
Contudo, a maioria possui menor PVA em comparacgao a filmes de outros materiais.
Um material pode ser considerado de alta barreira ao vapor de agua, quando
apresenta uma taxa de permeabilidade menor que 8 g mm (kPa m?dia)™ e de altissima
barreira, quando menor que 0,8 gmm (kPa m? dia)' (GARCIA et al., 1989). Muitos
compostos utilizados para formar filmes, entre eles polissacarideos e proteinas
apresentam baixa barreira a umidade (KOWALCZYK e BARANIAK, 2011; GONTARD
e GUILBERT, 1996).

A permeabilidade ao oxigénio da proteina miofibrilar & altamente depende da
umidade relativa (UR) e atividade de agua (Ay). Em condi¢gdes de umidade acentuada
o filme perde sua eficiéncia em relagdo a barreira ao oxigénio. Esta € uma
consideragado importante, pois os filmes sdo normalmente utilizados em condi¢des
umidas (LACROIX e COOKSEY, 2005). Materiais sintéticos geralmente apresentam

baixa permeabilidade a gases, tal como o polietieno de baixa densidade, que
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apresentava valores de 2,16.10™"" para 0 O, e 9,45.10"" (cm*®* m's™" Pa™) para CO,
(CUQ et al., 1995).

3.3.1.3 Propriedades opticas: cor e opacidade

Dentre as propriedades O6pticas dos filmes para aplicacdo em embalagem,
destacam-se a cor e a transparéncia (opacidade). A cor pode ser considerada um
importante parametro de caracterizacdo dos filmes, pois estd associada com a
matéria-prima utilizada e processo de elaboragdo dos mesmos (VICENTINI, 2003).
Oliveira et al. (1996) afirmaram que é desejavel que as embalagens apresentem
elevado brilho e alta transparéncia, para a apresentagao dos produtos. Contudo, para
o acondicionamento de produtos sensiveis a rea¢des de deterioragao catalisadas pela
luz a protegdo contra incidéncia de luz se faz necessaria. Portanto, a cor deve ser
determinada, mas néo é fator limitante para o uso. Um objeto & dito transparente
quando a luz incidente o atravessa com o minimo de absorgéo ou reflexdo. Todavia,
um objeto opaco, absorve e/ou reflete toda a luz incidente nele, sem que ocorra
alguma transmisséo (VICENTINI, 2003).

3.3.1.4 Solubilidade

A solubilidade em agua €é uma propriedade importante dos filmes
biodegradaveis em relacao ao seu emprego, pois algumas aplicagdes requerem
insolubilidade em &gua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO e
KROCHTA, 2001). A obtengao de filmes com boas propriedades de barreira ao vapor
de agua, isto é, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de umidade
relativa, implica na utilizacdo de um material de baixa solubilidade em agua, ou seja,
de carater mais hidrofébico (MANAB et al., 2011).

3.3.1.5 Espessura

A espessura do filme é caracteristica fisica importante, pois ao utiliza-lo como
embalagem deve se considerar o tipo, volume e peso do alimento a armazenado. A
espessura do filme, independentemente da técnica de elaboracdo, deve ser
homogénea, pois pode acarretar problemas de conservacdo e mecanicos (PEREZ-
GAGO e KROCHTA, 2001). Segundo Embuscado e Huber (2009), geralmente os

filmes biodegradaveis apresentam espessura menores ou iguais que 0,300 mm.
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3.4 Filmes antimicrobianos

Devido a constante preocupacdo em se prevenir da deterioragao quimica e,
principalmente, microbiolégica dos alimentos (CHEN et al., 1995), o interesse em
embalagens ativas tem aumentado, pois além da preservacao de alimentos, este tipo
de sistema pode apresentar funcionalidade adicional como suporte de substancias
antioxidantes e antimicrobianas. Desta forma, a incorporagdo de compostos
antimicrobianos em filmes biodegradaveis promoveria um novo meio para a melhoria
da seguranca e da vida util dos alimentos (CAGRI et al., 2001).

Os filmes antimicrobianos sdo uma forma de embalagem ativa que pode
aumentar a vida util dos produtos e fornecer seguranga aos consumidores. Este tipo
de embalagem visa reduzir, inibir ou retardar a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes em alimentos (OJAGH et al., 2010).

O requisito necessario para o funcionamento da embalagem antimicrobiana é o
intenso contato com o alimento, o que restringe o numero de compostos a serem
utilizados para sua elaboragdo, pois o contato ndo pode causar contaminagao ou
deixar residuos no alimento. As embalagens antimicrobianas podem ser divididas em
dois grupos: no primeiro, o agente antimicrobiano migra da embalagem para a
superficie do produto. No segundo, os agentes sao efetivos contra a multiplicagéo
microbiana superficial sem a necessidade de migragao para o produto (VERMEIREN
et al., 2002).

Deve-se considerar na selegdo do agente antimicrobiano seu mecanismo de
inibicdo, caracteristicas fisico-quimicas, cinéticas de migracéo e de difusdo do agente
no alimento, tipo e populagdo de microrganismos, fisiologia do microrganismo-alvo,
processo de fabricagdo do material de embalagem, processabilidade do material de
embalagem e aspectos relacionados a legislagcao (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004). Os
agentes antimicrobianos podem ser compostos naturais ou sintéticos e sao
incorporados aos mais diferentes tipos de materiais como o plastico, papel, filme,
fibras téxteis entre outros.

Vém sendo realizadas pesquisas com o objetivo de incorporar diferentes
substancias antimicrobianas a diferentes suportes poliméricos (RAMOS et al., 2012;
BROUMAND et al., 2011; MANAB et al., 2011; ZINOVIADOU et al., 2010; GROWER
et al., 2004) para obter filmes ativos. As substancias antimicrobianas utilizadas no
desenvolvimento de filmes ativos devem estar aprovadas para o contato com os

alimentos. Assim, substancias Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS) tem
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sido incorporadas em polimeros para a producdo de embalagens antimicrobianas,
como a nisina (MELO, 2003), o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(GUCBILMEZ et al., 2007), o acido sorbico (MANAB et al., 2011; CAGRI et al., 2001),
acido benzéico e acido propiénico (MANAB et al., 2011), sorbato de potassio (TURE et
al., 2012) entre outros.

Os acidos organicos merecem destaque, por possuirem maior solubilidade,
baixa interferéncia no sabor e baixos niveis de toxicidade. Desta forma, acidos
organicos de cadeia curta, tais como acido acético, benzdico, citrico, propidnico e
sorbico sdo largamente utilizados como conservantes ou acidulantes (RAMOS et al.,
2012; MANI-LOPEZ et al., 2011; CAGRI et al., 2004; CAGRI et al., 2001).

Limjaroen et al., (2003) observaram o efeito antimicrobiano do &cido sorbico
sobre a Listeria monocytogenes em filmes de copolimero de cloreto de polivinilideno,
assim como a melhor distribuicdo desta substancia na estrutura polimérica em relagao
ao sorbato de potassio e nisina. Estudos de Cagri et al. (2001) verificaram que a
adigao do acido para-aminobenzdico (1,50%) em filmes a base de isolado protéico de
soro de leite possuia efeito antimicrobiano sobre Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7 e Salmonella Typhimurium.

Ao serem incorporadas substancias antimicrobianas, em materiais poliméricos,
podem-se afetar as propriedades fisicas (QUINTAVALA e VICINI, 2002) e mecanicas
(HAN, 2000) dos filmes obtidos. Segundo Appendini e Hotchkiss (2003), as mudangas
nestas propriedades sado especificas para cada combinagao antimicrobiano-polimero.
Quando filmes a base de isolado protéico de soro de leite foram incorporados com
0,50%, 0,75%, 1,00% e 1,50% de acido sorbico ou de acido para-aminobenzdico,
houve decréscimo na propriedade de resisténcia a tracao, porém nao houve mudanca
significativa na espessura em relacao ao filme controle (CAGRI et al., 2001) .

Os filmes ativos estdo sdo sendo utilizados em produtos carneos, queijos,
massas frescas e paes entre outros (PINTADO et al., 2012; ZINOVIADOU et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2007; SARANTOPOULOS et al.,1996). Cada alimento tem seu
préprio mecanismo de degradagdo, que varia em fungdo da sua composigdo e
processamento. Portanto, diversos processos podem ser observados no interior das
embalagens que vao depender das caracteristicas intrinsecas do alimento e da forma

como ele interage com o ambiente que o cerca.
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3.4.1 Mecanismo de a¢ao dos antimicrobianos

De maneira geral, certas caracteristicas da célula podem sugerir possiveis
locais de agcdo de um agente antimicrobiano. A célula dos microrganismos contém
muitas enzimas responsaveis pelos processos metabdlicos; uma membrana
semipermeavel (membrana citoplasmatica) que mantém a integridade do conteudo
celular, controlando seletivamente o transporte de substancias entre a célula e seu
meio, além de ser, o local de algumas reacbes enzimaticas. A parede celular
proporciona uma cobertura a bactéria, participando de certos processos fisioldgicos.
Uma lesdo em qualquer desses niveis pode iniciar alteragcdes que levam a morte da
célula (MANI-LOPEZ et al., 2011; JAY, 2005).

A parede celular protege a integridade fisiolégica da bactéria e suporta a
pressdo osmotica interna (maior nas bactérias Gram-positiva). A auséncia desta
estrutura proporcionaria a destruicdo do microrganismo, induzida pelo gradiente
osmotico acentuado entre 0 meio e o citoplasma bacteriano. Existe muitos sitios
possiveis de lesdao celular, podendo esta ser causada por um ou mais entre uma
variedade de agentes (PELCZAR et al., 1980). Em bactérias Gram-negativas, a lise
osmotica ocasionada pela inibicdo da sintese da parede é lenta, devido a menor
pressdo osmotica nestes microrganismos e a diferenga nos constituintes da parede
celular (FLUHR e DEGITZ, 2010).

A composigcdo quimica da parede celular das bactérias Gram-positivas inclui
peptoglicano, carboidratos, acido tecético e ribonucleato de magnésio. Os processos
de sintese e de lise da parede celular das bactérias em crescimento estao
continuamente em equilibrio. A inibicdo de algum constituinte da parede celular faz
com que ocorra um desequilibrio e a acdo das autolisinas destroem as bactérias
(HARRIS e THORARENSEN, 2004).

Os antimicrobianos podem agir sobre bactérias patogénicas susceptiveis a
partir da interrupgao de sua multiplicagcao (efeito bacteriostatico) e/ou indugéo da morte
bacteriana (efeito bactericida, bacteriolitico) (HARRIS e THORARENSEN, 2004).
Estes efeitos ocorrem através da interferéncia sobre as vias metabdlicas desses
agentes de toxinfecgdes que podem alterar desde a permeabilidade (membrana
externa) até os processos de sintese (parede celular, acido folico, DNA, RNA e
proteinas) das bactérias (FLUHR e DEGITZ, 2010).

Alguns antibacterianos sao inativos frente a cepas Gram-negativas, pois nao

conseguem ultrapassar a membrana externa destas bactérias, pois estas dificultam a
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difusdo destes para o seu alvo no interior celular ao qual se constitui em um fator
primordial para a acdo de antibidticos, sanitizantes, entre outros. A composi¢cao da
parede celular depende do tipo de bactéria e origina diferencas de permeabilidade aos
compostos, influenciando diretamente na agédo do antibacteriano. A estrutura quimica
e o tamanho molecular do antibacteriano também determinam e influenciam seu modo
de agdo (BOMONO e SZABO, 2006).

A membrana citoplasmatica preserva a integridade dos constituintes celulares,
além de garantir o transporte seletivo de nutrientes para o interior da bactéria. A lesédo
na mesma resulta na inibicdo da multiplicacdo ou morte bacteriana. A atividade
antimicrobiana de alguns detergentes sintéticos, compostos quaternario de amdnio
entre outros é atribuida ao seu efeito sobre a permeabilidade celular. Estes compostos
destroem a permeabilidade seletiva da membrana possibilitando o vazamento de
constituintes celulares (PELCZAR et al., 1980).

Os microrganismos Gram-positivos apresentam uma membrana celular similar
a dos eucariontes cuja unica diferenga € a auséncia de colesterol em sua constituigao.
Neste microrganismo, a membrana fica situada logo abaixo da parede celular, criando
um espago na face externa da membrana, denominado espago periplasmatico. Nos
microrganismos Gram-negativos existem duas membranas, uma na face externa da
parede celular e outra na face interna. Assim drogas com baixa lipossolubilidade tém
maior dificuldade em agir sobre as bactérias Gram-negativas por causa da membrana
externa. Contudo, existem proteinas na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, denominadas porinas, que podem facilitar a passagem de substancias para
0 espacgo periplasmatico (FLUHR e DEGITZ, 2010). Alguns antibacterianos podem
comprometer o metabolismo da célula, pois estes se ligam aos constituintes normais
da membrana causando uma desorganizacdo funcional que alteram sua
permeabilidade (BOMONO e SZABO, 2006).

A atividade antimicrobiana dos acidos organicos (acético, benzdico, soérbico) é
atribuida a sua forma n&o dissociada, portanto, o pKa ¢é utilizado na predi¢gao de sua
eficiéncia no alimento em determinado pH. Os valores do pKa (pH no qual 50% da
molécula se encontra na forma dissociada) da maioria dos acidos encontram-se na
faixa de pH entre 3,0 e 5,0, portanto a concentragédo da forma nao dissociada aumenta
com a elevagdo da acidez do alimento (ARAUJO, 1995). A fragdo nao dissociada de
certos acidos organicos (sérbico, benzdico e propiénico) afeta os microrganismos por

ser rapidamente solubilizada na membrana celular, que é um fluido lipoprotéico. Esses
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acidos, difundidos através da membrana, ionizam no interior da célula, acidificando o
meio intracelular.

Como os demais acidos organicos, o acido soérbico apresenta atividade
antimicrobiana em forma né&o dissociada, sendo geralmente ineficaz em alimentos com
pH > 6,5. O pKa do acido sorbico é 4,80, e em pH 4,0 cerca de 86% do composto nao
esta dissociado, enquanto que em pH 6,0 somente 6,0% encontra-se nessa forma
(JAY, 2005). Segundo Jay (2005), em pH 4,0; 60% do acido benzdico estdo na forma
nao dissociada e, em pH 6,0, apenas 1,50%, restringindo a atuagdo em produtos de
elevada acidez. Ao entrar na célula viva por transporte passivo, devido a
permeabilidade da membrana dos microrganismos ao conservador, o acido nao
dissociado termina se dissociando (RCOO™ + HY) devido o pH interno da célula ser
mais elevado que o pKa do &cido. A diminuicdo do pH intracelular resulta no
enfraquecimento do gradiente da membrana, que representa o potencial eletroquimico
empregado pela célula para transporte ativo de certos compostos como os

aminoacidos, o que afeta o transporte de nutrientes (BRUL e COOTE, 1999).

3.5 Microrganismos associados a doengas transmitidas por alimentos

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um dos problemas de
saude publica mais frequentes do mundo contemporaneo. Sao causadas por agentes
etioldgicos, principalmente microrganismos, os quais penetram no organismo humano
pela ingestao de agua e de alimentos contaminados (AMSON et al.,2006).

Algumas bactérias sdo preocupacgdes constantes para a industria de alimentos,
pois veiculam as DTA e afetam as propriedades organolépticas dos alimentos,
tornando-os desagradaveis ao consumo. Entre elas podemos citar as Gram-positivas e
Gram-negativas que se diferenciam pela composicao da parede celular. A parede
celular das bactérias € responsavel pela manutencdo da forma bacteriana,
desempenhando papel importante na divisao celular. As bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas apresentam diferengas marcantes quanto a composi¢cao da parede
celular. A camada composta de peptidioglicano confere rigidez a parede celular, nas
bactérias Gram-positivas atinge de 15 a 50 % da massa seca da célula e nas Gram-
negativas nao ultrapassa 5% (RANG et al., 1997).

O perfil epidemiolégico das DTA no Brasil € pouco conhecido. Apenas alguns
estados ou municipios dispdem de estatisticas e dados publicados sobre os agentes

etiolégicos mais comuns, alimentos mais frequentemente implicados, populagéo de
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maior risco e fatores contribuintes. De acordo com os dados disponiveis de surtos,
esses apontam como agentes mais freqlentes os de origem bacteriana e dentre eles,
Salmonella spp, E. coli, S. aureus entre outros (BRASIL, 2010).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) a respeito dos surtos
registrados, entre 1999 a 2008, demonstraram que 6.062 surtos de DTA foram
registrados, com acometimento de 117.330 pessoas (mediana de sete doentes por
surto) e 64 obitos. Verificou-se que a Salmonella spp. foi responsavel por 1.275 surtos,

seguida pelo S. aureus responsavel por 600 surtos (BRASIL, 2010).

3.5.1 Escherichia coli O157:H7

As bactérias do género Escherichia sao microrganismos que pertencem a
familia Enterobacteriaceae. Sao bastonetes Gram-negativos, habitam o trato intestinal
dos animais e do homem, modveis, ndo formadores de enddsporos, anaerdbios
facultativos, capazes de fermentar a lactose com produgao de acido e gas em caldo
EC, em 24 horas a 44,5°C. As principais caracteristicas que distinguem a E. coli
0157:H7 dos demais sorovares de E. coli sdo o crescimento pobre ou nulo a 44°C. a
temperatura maxima de crescimento em caldo EC de aproximadamente 42°C, além de
tolerar menores concentragdes de sais biliares (JAY, 2005).

Ha uma ampla variedade de alimentos envolvidos nos surtos causados por E.
coli O157:H7 como a carne bovina mal cozida, produtos derivados a base de carne,
leite cru e vegetais entre outros. Porém, o principal deles é a carne bovina, uma vez
que o trato gastrointestinal do bovino funciona como reservatério desses
microrganismos. O bovino excreta o patégeno pelas fezes e desta forma contamina o
ambiente, agua e alimentos. Este microrganismo pode ser disseminado através do
contato direto pessoa-pessoa, através da transmissao fecal-oral e pelo contato direto
com bovinos (RIVAS et al., 2008). A dose infectante, segundo dados de surtos, pode
ser tdo baixa quanto 10 células e a maioria dos surtos infecciosos relatados causados
por E. coli entero-hemorragica foi causada pela linhagem 0O157:H7 (FORSYTHE,
2002).

3.5.2 Listeria monocytogenes

Os microrganismos do género Listeria sdo bastonetes gram-positivos, néo

esporulados, anaerobios facultativos, méveis a temperatura de 10 a 25°C. O género
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Listeria é vastamente distribuido na natureza e pode ser encontrado no solo, fezes de
animais, vegetacao e agua entre outros (JAY, 2005).

De todas as espécies de Listeria, a Listeria monocytogenes é a de maior
importancia para a microbiologia de alimentos, pois € patdgena. Acredita-se que a
dose requerida para causar doencas nos individuos seja de 100-1000 células
(WARRIENER e NAMVAR, 2009). A importancia de L. monocytogenes para 0s
alimentos é devida a sua capacidade de multiplicagdo em uma faixa ampla de
temperatura, de 1 a 45°C, e de pH 4,1 a 9,6 podendo sobreviver nos alimentos por um
longo periodo (JAY, 2005).

Rantsiou et al. (2011) ressaltaram que a L. monocytogenes passou a chamar a
atencdo como um patdgeno veiculado por alimentos quando a refrigeragdo se
estabeleceu como um processo de conservagdo em toda a cadeia de alimentos, com o
objetivo de prolongar a vida util dos alimentos. Os principais alimentos envolvidos em
surtos de listeriose sdo os produtos carneos e frutos do mar prontos para o consumo e
0s queijos pastosos, o que € atribuido a suas caracteristicas intrinsecas, como o alto
teor protéico, moderada atividade de agua e poucos microrganismos competidores
(WARRINER e NAMVAR, 2009).

3.5.3 Salmonella Enteritidis

O género Salmonella pertence a familia das enterobactérias, € um bacilo gram-
negativo, aerébio e anaerébio facultativo, ndo formador de esporo e moébvel. A
temperatura 6tima para a multiplicagdo € de 37°C, mas se multiplicam entre 5 e 45°C.
O pH ideal para a multiplicagao € 7,0 mas se multiolica entre 4 e 9 (JAY, 2005).

A Salmonella é responsavel por sérios problemas de saude publica e
significativas perdas econémicas, sendo reconhecida como um dos principais agentes
de infeccdo de origem alimentar em diversos paises (LACONHA et al., 2000). Nas
ultimas décadas, aumentou a incidéncia de salmonelose humana causada pelo
sorovar Enteritidis. Os veiculos mais freqlentes de contaminagao tém sido os ovos e a
carne de aves e seus derivados. Em geral, a manipulagdo inadequada durante o
preparo de alimentos é um fator importante de contaminagdo cruzada (TEO, 2002).
Segundo Okamura et al. (2001), a capacidade de transmissao transovariana e
horizontal de S. Enteritidis para ovos resultou em ampla disseminagao e persisténcia

desse sorovar na industria avicola.
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3.5.4 Staphylococcus aureus

Os microrganismos do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcaceae, apresentam forma de coco e tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva. Sao bactérias Gram-positivas, com didmetro entre 0,50
a 1,5 uym, imoveis e nao formam esporos (FRANCO e LADGRAF, 2008).

O Staphylococcus spp. possui uma distribuicdo ubiquitaria, sendo seu
reservatorio primario a pele e membranas mucosas, especialmente a regiao
nasofaringea de mamiferos e aves (ATANASSOVA et al., 2001). Este género é
composto por 38 espécies e 24 subespécies, sendo algumas frequentemente
associadas a uma ampla variedade de infecgbes de carater oportunista, tanto em
seres humanos como em animais (TRABULSI e ALTERTHUM, 2004). Dentre estas
espécies, destaca-se Staphylococcus aureus como a mais envolvida em doengas em
seres humanos.

O S. aureus tem sido um microrganismo frequentemente envolvido em surtos
de toxinose alimentar, esta muito associado a manipulagao inadequada dos alimentos,
uma vez que é comumente encontrado na pele, mucosas do trato respiratorio superior
e no intestino de humanos (WANG et al., 2007). Diversas cepas de S. aureus podem
produzir enterotoxinas, desde que ocorram condi¢cdes apropriadas, como por exemplo,
temperaturas entre 10 e 46°C. Essas enterotoxinas sdo termorresistentes, ou seja,
podem resistir aos processos de aquecimento, ao contrario das células bacterianas
vegetativas que sao eliminadas quando aquecidas acima de 60° C (JAY, 2005).

Este patdgeno pode se multiplicar sob condigbes de alta pressao osmotica e
baixa umidade, sua temperatura étima esta entre 30 a 37 °C, mas pode se multiplicar
de 7 a 48,5°C, seu pH 6timo é de 7 a 7,5, mas é estavel de 4,2 a 9,3 o que permite
seu desenvolvimento em uma variedade de alimentos. A formagcao de biofiime deste
microrganismo € um das principais causas de infec¢cdes associadas a biomateriais
como catéteres, préteses, valvulas cardiacas e lentes de contato, entre outras. Este
tipo de infecgdes geralmente nao responde a antibiéticos convencionais, o que requer

a remogdao do material infectado (LOIR et al., 2003).

3.6 Carne bovina

O Brasil € o segundo maior produtor e lidera o ranking dos paises exportadores

mundiais de carne bovina (ABIEC, 2011). A carne bovina € um dos principais veiculos
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de doencas de origem alimentar, também é sujeita a deterioragdo durante o
armazenamento como todos os alimentos (CARDENAS et al., 2008). O Brasil é o
quarto maior consumidor per capita de carne bovina, com consumo médio de 37 quilos
por pessoa/ano nos ultimos 15 anos, atras dos Estados unidos, Argentina e Uruguai
(ABIEC, 2011). Devido a estes fatores, a qualidade sensorial e, principalmente,
microbiolégica desperta interesse, pois a carne bovina possui grande importancia no
cenario mundial.

Nenhum alimento é isento totalmente de microrganismos, a nao ser que tenha
sido esterilizado, como é o caso de alimentos enlatados ou em formulagbes especiais.
Alimentos crus de origem animal estdo naturalmente contaminados com
microrganismos, alguns dos quais podem causar doenga no homem, caso o alimento
ndo seja apropriadamente tratado antes de seu consumo (FRANCO et al., 2010).

Devido as suas caracteristicas intrinsecas, a carne é um excelente substrato
para a multiplicagdo de inumeros microrganismos, sendo muitos os fatores que podem
favorecer esse desenvolvimento microbiano. A carne esta exposta as contaminagoes
de natureza microbiana em todas as fases de seu processamento, particularmente nas
operagdes de maior manipulacdo e sempre que nao sao tomados os cuidados
especiais em relagdo as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) (SOFOS et al., 2008;
JAY, 2005; PARDI et al., 2001).

Entre os microrganismos patogénicos encontrados na carne bovina,
encontram- se Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Campylobacter entre outros (FRANCO et al., 2010). O grande rebanho bovino
nacional, a importagdo de animais para melhoramento genético (de paises com
ocorréncia do sorotipo O157:H7), assim como o habito de consumo de carne, leite e
derivados de origem bovina sem tratamento térmico adequado, sdo um dos fatores
que favorecem a manutengcdo de animais infectados e a veiculagdo de doenca
transmitidas por alimentos por E. coli O157:H7 na pais (RIBEIRO et al., 1999).

Umas das alternativas para reduzir o numero desses patégenos nos alimentos,
€ a aplicacao de filmes ativos como embalagens. Emiroglu et al. (2010) verificaram
que os filmes a base de isolado protéico de soja incorporados com 6leos essenciais,
possuiam atividade antimicrobiana frente a E. coli O157:H7, E. coli e S. aureus.
Zinoviadou et al. (2009) em seus estudos com filmes a base de isolado protéico de
soro de leite contendo 6leo de orégano, verificaram que o uso deste filme como

embalagem de carne bovina fresca reduziu significativamente a contagem de
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Pseudomonas spp. Estes estudos despertaram o interesse no uso de filmes a base de
isolado protéico de pescado incorporado com agente antimicrobiano, como

embalagem ativa da carne bovina.
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi dividido em dois artigos:
1. Efeito do Tratamento Térmico, Concentragdo de Plastificante e de Proteina nas
Propriedades Fisico-quimicas de Filmes a Base de lIsolado Protéico de anchoita

(Engraulis anchoita);

2. Propriedades Fisico-quimicas dos Filmes a Base de Isolado Protéico de Pescado,
Incorporados com Acidos Organicos e sua Agdo Antimicrobiana contra Patégenos

Alimentares.
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ARTIGO 1
EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO, CONCENTRAGAO DE PLASTIFICANTE E

DE PROTEINA NAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE FILMES A BASE DE
ISOLADOS PROTEICOS DE ANCHOITA (Engraulis anchoita)
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Efeito do Tratamento Térmico, Concentracao de Plastificante e de Proteina nas
Propriedades Fisico-quimicas de Filmes a Base de Isolados Protéicos de

anchoita (Engraulis anchoita)

RESUMO

Foi avaliado o efeito dos parametros: tratamento térmico (74, 82 e 90°C durante 30
minutos), concentracao de glicerol (30, 35 e 40 g de glicerol.100 g™ de isolado protéico
de anchoita - IPA) e concentragéo de isolado protéico (3,0; 3,5 e 4,0 g IPA.100 g
solucao filmogénica - SF) sobre a espessura, a solubilidade, PVA, RT, AE*, Y e MEV
dos filmes a base de IPA. O IPA foi avaliado quanto a sua composigao proximal,
aminoacidica e por calorimetria diferencial de varredura (DSC). O IPA apresentou
88,8% de proteinas e 53,3% de aminoacidos polares. Na curva de DSC foi observada
a temperatura maxima de desnaturacdo de 62,2°C e a AH de 6,4 J.g"'. A espessura,
PVA, AE* e Y dos filmes ndo foram afetados pelos parametros estudados nos
experimentos. A menor solubilidade e maior RT dos filmes ocorreram em baixa
concentracao de IPA, glicerol e tratamento térmico. O comportamento oposto foi
observado para E, onde um acréscimo nessas variaveis resultou em maior E. As
superficies dos filmes foram homogéneas, nos filmes com leve tratamento térmico.

Palavras-chave: filme, pescado, isolado protéico, propriedades e avaliagao.

ABSTRACT

The effect of the parameters: heat treatment (74, 82 and 90°C for 30 minutes), the
glycerol concentration (30, 35 and 40 g of glicerol.100 g anchovy protein isolate - API)
and concentration protein isolate (3.0, 3.5 and 4.0 g API.100 g™ filmogenic solution -
FS) on the thickness, solubility, WPV, TS, AE*, Y and SEM of films based on API. The
APl was evaluated on their proximal and amino acid composition and by differential
scanning calorimetry (DSC). API had 88.8% protein and 53.3% of polar amino acids. In
the DSC curve was observed the maximum temperature of denaturation 62.2 °C and
AH 6.4 J.g'1. The thickness, WPV, AE* and Y of the films were not affected by the
parameters studied in the experiments. The lower solubility and higher TS of the films
occurred in a low concentration of API, glycerol and heat treatment, but E increased
with the addition of these variables. The opposite behavior is observed for E, where an
increase these variables resulted in higher E. The SEM of the surfaces of the films
were homogeneous, for those with mild heat treatment.

Keywords: Film, fish, protein isolate, properties and evaluation.
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1. INTRODUGAO
Devido a preocupagdo mundial com a oferta de recursos naturais limitados e o

impacto ambiental causado pelo uso de polimeros sintéticos, ha um grande interesse
no desenvolvimento de filmes biodegradaveis que atuem na fungdo de embalagem.
Estes filmes podem ser utilizados como embalagens de alimentos, reduzindo a perda
de umidade, restringindo a absorgédo de oxigénio, diminuindo a migracdo de lipideos,
além de fornecer uma protecao fisica e ser uma alternativa para os materiais de
embalagem comerciais (BOURTOOM, 2009; FERREIRA et al., 2009).

Embora os filmes possam ser desenvolvidos a partir de polissacarideos,
lipideos e/ou proteinas, as pesquisas mais recentes destacam o desenvolvimento de
filmes a base de proteina (BOURTOOM, 2009). A proteina tem sido estudada devido a
sua abundancia, ou a capacidade de formagado de filmes (KROCHTA, 2002). As
proteinas possuem uma estrutura a base de 20 mondmeros diferentes, o que lhes
confere uma ampla capacidade de formar ligagdes intermoleculares (CUQ et al.,
1995). Estas podem formar ligagdes em posicdes diferentes, oferecendo um potencial
para a formagao de numerosas ligacdes (OU et al., 2005).

O uso de proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas do musculo do pescado
foram estudados em varias pesquisas (SOBRAL et al., 2002; TANAKA et al., 2001;
SOBRAL, 2000). As proteinas miofibrilares séo insoliveis em agua, mas tornam-se
soluveis a partir da mudanca do pH da solugdo. Estas proteinas sdo capazes de
formar uma matriz continua e coesa apds a secagem da solugao filmogénica (CUQ et
al.,, 1995). A anchoita (Engraulis anchoita) € uma espécie pelagica pertencente a
familia Engraulidae do género Engraulis, que € pouco explorada no Brasil
(MADUREIRA et al, 2009; GOULAS e KONTOMINAS, 2005). Sdo espécimes
pequenos, com habitos costeiros, amplamente distribuidos a partir da Argentina até o
Rio de Janeiro, no Brasil (CASTELLO e CASTELLO, 2003).

A formacgao dos filmes envolve uma série de ligagbes quimicas complexas, que
sdo influenciadas por condigdes experimentais, tais como: tamanho da
macromolécula, plastificante, solvente e temperatura utilizada na formagao dos filmes
(CHO e RHEE, 2004). A adigao de agentes plastificantes é essencial na elaboragao
dos filmes. Eles sdo pequenas moléculas de baixa volatilidade, que quando
adicionados a materiais poliméricos, modificam a estrutura tridimensional, diminuindo
as forcas de atracdo intermoleculares o0 que aumenta o volume livre e
consequentemente a mobilidade da cadeia. Como resultado dessas mudancgas, em

nivel de organizacdo molecular, ocorre um aumento da extensibilidade e flexibilidade
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do filme. Os plastificantes largamente utilizados em alimentos séo glicerol e sorbitol
(VIEIRA et al., 2011; SWAIN et al., 2004). O tratamento térmico modifica a estrutura
das proteinas, causando exposi¢cdes dos grupos SH e, consequentemente, produz
ligacbes intra e intermoleculares, promovendo a exposicdo de grupos hidrofobicos
durante a secagem (PEREZ-GAGO e KROCHTA 2001).

O uso de filmes em aplicagdes alimentares é condicionado por caracteristicas
como custo, disponibilidade, atributos funcionais da macromolécula e propriedades
mecanicas (tensao, flexibilidade), propriedades épticas (brilho e opacidade), efeito de
barreira contra o fluxo de gases, resisténcia a agua e aceitabilidade sensorial dos
filmes (FALGUERA et al.,, 2011). O objetivo deste estudo foi investigar o efeito de
concentragdes de plastificante e de isolado protéico, assim como a temperatura do
tratamento térmico utilizados na solugao filmogénica sobre as propriedades de filmes a
base de isolado protéico de carne separada mecanicamente de um pescado de baixo

valor comercial, a anchoita (Engraulis anchoita).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

A matéria-prima utilizada foi anchoita, espécie pelagica capturada em cruzeiros
realizados pelo Navio Oceanografico Atlantico Sul da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), na zona costeira do sul do Brasil. Esta foi armazenada a bordo do
navio em gelo e agua do mar (1:1) em caixas de poliestireno (GARCIA, 2007). Logo
apos, foi transportada para uma industria pesqueira da cidade do Rio Grande, onde foi
higienizada com agua clorada a 5ppm em tambor rotativo, eviscerada e descabecgada.
A partir desta, foi obtida a carne mecanicamente separada, processada em
despolpadeira (HIGH TECH, HT250, Chapecd, Brasil), separando carne dos ossos e
pele, na Unidade de Processamento de Pescado. A carne mecanicamente separada
de anchoita (CMSA) foi armazenada a -18°C no Laboratério de Tecnologia de

Alimentos (LTA) da FURG, até processamento e analise.

2.2 Obtencgéo do isolado protéico de anchoita

O isolado protéico de anchoita (IPA) foi obtido por solubilizagao alcalina das
proteinas e posterior precipitacdo isoelétrica segundo metodologia adaptada de
Nolsoe e Undeland (2009). A Figura 5 apresenta o fluxograma de obtencgao do isolado
protéico de anchoita. Como agente alcalinizante foi utilizado o NaOH (1 mol L") e
acidificante o HCI (1mol L™).

Segundo o fluxograma a carne mecanicamente separada de anchoita foi
homogeneizada em agua destilada (1:9 p/v), em reator de ago inoxidavel acoplado
com banho ultratermostatico (QUIMIS, 214 D2) a 4°C. Ap¢s, foi realizada a
solubilizagdo alcalina em pH 11,2 a 4°C durante 20 minutos sob agitagdo constante
com agitador eixo-hélice (IKA, modelo RW 20DZM.n). Em seguida, foi realizada a
centrifugacdo a 9000 x g durante 20 minutos em centrifuga (BIOSYSTEMS, MPW
350/350-R), para separagdo em trés fases: lipideos neutros, proteinas soluveis e
insoluveis.

A fase intermediaria, proteinas soluveis, foi submetida a precipitacao isoelétrica
das proteinas em pH 5,0 a 4°C sob agitacdo constante durante 20 minutos. Entéo, foi
realizada nova centrifugagcdo a 9000 x g durante 20 minutos para obtencdo das
proteinas precipitadas, reservando a fase sélida precipitada que foi desidratada em
estufa com circulagao de ar (QUIMIS, Q342, Sao Paulo, Brasil) durante 16 horas a
40°C.
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Figura 5 - Fluxograma do processo de obtenc¢ao do isolado protéico de anchoita.

O isolado protéico de anchoita assim obtido, foi triturado em moinho de facas

(TECNAL, TE-645, Brasil). Entao, a granulometria deste foi padronizada para 0,35 mm

empregando peneiras de 42 mesh (BERTEL, Caieiras, Sao Paulo). Este produto foi

utilizado como base na elaboragéo dos filmes protéicos.
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2.3 Caracterizagao da carne mecanicamente separada e do isolado protéico de

anchoita (Engraulis anchoita)
2.3.1 Composic¢ao proximal

A composigdo proximal da carne mecanicamente separada e dos isolados
protéicos de anchoita foi determinado segundo métodos analiticos recomendados pela
AOAC (2000), com n° de 992,15; 923,03; 960,39; e 925,30; para determinagédo de

proteina, cinzas, umidade e lipideos, respectivamente.

2.3.2 Composigao de aminoacidos

A composicao de aminoacidos do isolado protéico de anchoita foi determinada
segundo a metodologia proposta por Bidlingmeyer et al. (1984), utilizada na Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP, Ribeirao Preto, Sdo Paulo, Brasil). As amostras

foram previamente hidrolisadas com HCI 6 mol I"', durante 22 horas & 110 + 1°C.

2.3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (Differential Scanning Calorimetry) do
IPA foi realizada segundo metodologia proposta por Thorarinsdottir et al. (2002) com
modificagbes. A DSC foi realizada em calorimetro (TA Instruments, DSC-Q20, New
Castle, DE, EUA) para verificar a desnaturagéo de proteina. Foi pesado 2,00 £ 0,01
mg de isolado protéico de anchoita em capsulas de aluminio herméticas (TA
Instruments), logo foram seladas. Como referéncia foi utilizada uma capsula de
aluminio hermética fechada sem amostra. A varredura foi realizada em um intervalo de
15 a 110°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min"'. A entalpia de desnaturagao

(AH) foi calculada a partir da area do pico endotérmico observado no termograma.

2.4 Elaboragao dos filmes a base de isolado protéico de anchoita

Foi realizado um planejamento fatorial de delineamento composto central
(DCC) 2° com trés pontos centrais para elaboracéo dos filmes. Os niveis das variaveis
independentes foram obtidos com base em testes preliminares. Foi estudada a melhor
condigdo de elaboragdo da solugdo filmogénica (SF) através das variaveis:
concentragao de isolado protéico (IPA), concentragdo de glicerol e temperatura de

tratamento térmico, segundo apresenta a Tabela 1.
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Tabela 1 - Niveis codificados das variavéis para a elaboragédo dos filmea a base de

isolado protéico de pescado (IPA)

Niveis
Variaveis
-1 0 +1
IPA (g.100 g SF) 3,0 3,5 4.0
Glicerol (g.100 g IPA") 30,0 35,0 40,0
Tratamento Térmico (°C) 74,0 82,0 90,0

*SF: solucéo filmogénica; **IPA: isolado protéico de anchoita.

Os filmes de IPA foram elaborados pela técnica de casting em condigdes

alcalinas, como apresenta o fluoxograma da Figura 6.

Izolado Protéico de anchoita (IPA)

[}

Agua Destilada

Homogeneizagao

100mL 500 rorn { 25 rin
: ¥ Agente
Ajuste de pH Alcalinizante
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¥
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¥

Homogeneizagao
Ultra-turrax 10.000 rpm £ 24 min

¥
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30 mind 200ram

¥

Filtragao

¥
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Solidos Insaldweis

Adicao nas Placas de Petri
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¥

Filmes & base de Isolado Frotéico de anchoita

(Engraulls anchoifa)

Figura 6 - Fluxograma do processo de elaboracao de filmes a base de IPA
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Os diferentes conteudos de IPA foram adicionados, em reator de vidro (500
mL) acoplado com banho ultratermostatico (QUIMIS, 214 D2), em 100 mL de agua
destilada e homogeneizados a 500 rpm com agitador de eixo-hélice (IKA, modelo RW
20DZM.n) durante 25 minutos a 25°C. Em seguida, o pH da solugao filmogénica foi
ajustado para 11,5 com solucdo de NaOH (1 mol”). Entdo foram adicionadas
diferentes concentragdes de glicerol a SF e homogeneizadas em Ultra-turrax (IKA, T25
digital, Werke, Alemanha) a 10.000 rpm durante 20 minutos. A solucao foi aquecida
em diferentes temperaturas durante 30 min, sob agitacdo de 500 rpm, para desnaturar
a proteina isolada da CMSA. A SF obtida foi filtrada através de um filtro de nylon para
remocgao de alguns constituintes ndo dissolvidos. Foram adicionadas 25 mL das
solugdes filmogénicos em placas de Petri acrilicas (9 cm de didmetro) e logo
desidratadas a 35 °C durante 16 h em estufa com circulagéo de ar (FANEM, 520, Sao
Paulo, Brasil). Os filmes foram armazenados durante 48 horas a 25°C, para posterior

avaliacdo dos mesmos.

2.5 Caracterizacao dos filmes
2.5.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com micrémetro digital (Insize,
IP54, Sao Paulo, Brasil, resolugdo 0,0001 mm) foi determinada. A espessura final foi
calculada pela média aritmética de dez medidas aleatdrias sobre a superficie do filme
(GONTARD et al., 1994).

2.5.2 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos fiimes foi determinada segundo metodologia
proposta e adaptada Gontard et al., (1994). Trés discos de cada amostra de filme, com
2 cm de didmetro, foram previamente pesados e imersos em 50 mL de agua destilada.
O sistema foi mantido sob agitacao a 100 rpm em incubadora shaker refrigerada
(Cientec, CT-712RNT, Sao Paulo, Brasil) a 25°C durante 24 horas. A quantidade de
matéria seca inicial e final foi determinada em estufa a 105°C até peso constante. A
solubilidade do filme representou o total de matéria soluvel dissolvida em agua,
incluindo proteinas soluveis, agua e glicerol. A solubilidade em agua foi calculada pela

a Equacao 1:
S (%) = (mi - mf) .100 (1)

mf
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Onde: S é a solubilidade em agua (%); mi é a massa inicial da amostra (g) e mf é a

massa final da amostra (g).
5.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada em triplicata pelo método
gravimétrico da ASTM E96-95 (1995) a 25°C. O filme foi selado em uma célula com
1,58.10° m? de area de permeagéo, contendo cloreto de célcio anidro (0% UR). A
célula foi acondicionada em um dessecador, com solugao saturada de cloreto de sddio
(75% UR). A massa da célula foi verificada em intervalos de 24 horas, durante 48

horas. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada através da Equacao 2.

pyaAV_L )
¢t AAP

Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.mm) (m?.d.kPa); L é a espessura
inicial do filme (mm); AW é o ganho de massa pela célula (g); t é o tempo de
incubacdo (dia); A é a area exposta do filme (m?) e AP é a diferenca de presséo

parcial (kPa).

2.5.4 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacao dos filmes foram determinadas, em
triplicata, segundo metodologia da ASTM D-882-91 (1996), utilizando um texturbmetro
TA XTpus (Stable Micro Systems). As amostras foram cortadas em forma de retangulos
(80 x 25 mm) e fixadas em garras com separacao inicial de 50 mm e velocidade de
tracdo de 0,8 mm s™. A resisténcia a tragdo foi calculada através da Equagdo 3 e a

elongacdo com a Equacéo 4.

F _
RT == (3) E:d’ d 100 (4)
A d,

Onde: RT é a resisténcia a tragao (MPa); F,, € a forga maxima no momento da ruptura
(N); A é a area da segado transversal do filme (m?); E é a elongagdo (%); d, é a
separacgao inicial entre as garras (cm) e d,é a separagao entre as garras no momento

da ruptura (cm).
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2.5.6 Cor e opacidade

A cor dos filmes foi expressa como diferenca de cor (AE*) utilizando colorimetro
(Minolta, CR-400, Osaka, Japao), operando com Dg (luz do dia) usando os
parametros de cor CIELab, segundo Sobral et al., (2001). Os parametros a*, b* e L*
dos filmes foram determinados sobrepondo-se os filmes sobre um padrao branco e a

diferencga de cor foi expressa segundo a Equagao 5.

AE* = [(AL*)*+ (Aa*)* + (Ab*)**° ()

Onde AL* = L* padrao - L™ amostra; A@* = @* padrao = 8% amostra; AD* = D™ pagrao = B amostra

A opacidade foi determinada segundo Sobral (2000) utilizando-se o programa
do equipamento. Segundo este método, a opacidade é calculada como a relagéo entre
a opacidade do filme sobreposto sobre o padrdo preto (Y,) e sobre o padréo branco

(Yyp), segundo a Equacgao 6.

Y=" (6)

2.5.7 Microestrutura dos filmes

Os estudos da microestrutura dos filmes foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, através da
microscopia eletrénica de varredura, utilizando um microscoépio eletrénico de varredura
(JEOL, JSM-6060, Japao) operado a 10 kV. As amostras dos filmes foram colocadas
em suporte de aluminio (stubs) e recobertas com ouro (Sputter Coater, SCDO50) para

melhorar a condutibilidade. As fotografias foram tiradas com 2000x de ampliagao.

2.6 Planejamento Experimental

Os experimentos foram realizados utilizando um planejamento fatorial de
delineamento composto central (DCC) 2° com trés pontos centrais. As variaveis
estudadas foram concentragdo de isolado protéico de anchoita, de glicerol e
tratamento térmico. Os experimentos (1 a 11) foram analisados pela Metodologia de
Superficie de Contorno utilizando o Programa Statistica (versao 6.0, por StatSoft, Inc.,
Tulsa, EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao da carne mecanicamente separada e do isolado protéico de
anchoita
3.1.2 Composic¢ao proximal

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos experimentalmente da composig¢ao

proximal da carne mecanicamente separada e do isolado protéico de anchoita.

Tabela 2 - Composi¢cao proximal da carne mecanicamente separada de anchoita

(CMSA) e a composic¢ao proximal do isolado protéico de anchoita (IPA) seco a 40°C

CMSA (b.u) CMSA (b.s) IPA seco a
Constituintes
(%) (%) 40°C (%)
Umidade 78,2+0,3 - 55+0,0
Proteinas 17,4+ 0,2 79,8 +0,2 88,8+ 0,8
Lipideos 22+0,4 10,2+ 0,4 1,3+0,7
Cinzas 1,5+0,7 6,9 £0,7 1,0+ 0,5

*Média + desvio padrao;

Os resultados apresentados obtidos para CMSA (b.u) sdo semelhantes aos
encontrados por Yeannes e Casales (2008) que capturaram anchoita no més de
setembro (primavera) a qual apresentou a composi¢ao proximal do musculo de 78,6%
de umidade, 17,9% de proteina, 2,9% de lipideos e 1,1% de cinzas. Freitas (2011)
elaborou isolado protéico a partir do musculo de anchoita com 76,8% de umidade,
17,6% de proteina, 2,8% de lipideos e 1,1% de cinzas. A composi¢ao proximal do
pescado depende da espécie, idade, estado fisiolégico, época e regido da captura.
Dependendo desta, podem-se obter produtos com diferentes teores protéicos
(ORDONEZ, 2005). Segundo YEANNES e CASALES (1995) a composigéo proximal
da anchoita possui grande variagdo em fungdo das diferentes estagdes do ano,
inverno e primavera, resultando em produtos com diferente teor protéico. Devido a
este fato, a captura da anchoita citada por de Freitas (2011) pode ter ocorrido em
diferentes estagbes do ano, resultando nas diferencas anteriormente citadas.

O isolado protéico de anchoita, seco a 40°C, apresentou 88,8% de proteina,
1,3% de lipideos e 1,0% de cinzas. Este conteudo de proteina foi superior ao obtido

por Garcia e Sobral (2005), na qual elaboraram filmes com 86,0% de proteinas
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isoladas de Tilapia da Tailandia liofilizada. Também foi superior a 80,0% de proteina
isolada de Tilapia do Nilo, extraida por Paschoalick et al. (2003) para a elaboracao de
filmes a base de isolado protéico. Neste trabalho o método utilizado para extragao,
temperatura, secagem, forca centrifuga utilizada para separacdo e uma relativa
concentracao de proteinas sarcoplasmaticas sollveis em agua, entre outros, podem
ter contribuido para os diferentes teores de isolados protéicos (NOLSOE e
UNDELAND, 2009; TASKAYA et al., 2009).

3.1.3 Composicao de aminoacidos
A composicdo de aminoacidos presentes no isolado protéico de anchoita se
apresenta na Tabela 3. Os aminoacidos presentes em maior concentracdo no IPA

foram o acido glutamico, lisina, leucina e acido aspartico.

Tabela 3 - Composicdo de aminoacidos (mg aminoacidos.100 g~ IPA) do isolado

protéico de anchoita

Aminoacido (g aminoacido.100 g” de IPA)
Alanina (Hidrofébico) 5,55+0,42
Arginina (Hidrdfilo) 4,14 £ 0,20
Acido aspartico (Hidréfilo) 9,20 + 1,70
Cisteina (Hidrofilo) 0,32+£1,12
Acido glutamico (Hidréfilo) 14,42 + 0,60
Glicina (Hidrofébico) 4,30 + 0,08
Histidina (Hidrdfilo) 3,02 £ 0,06
Isoleucina (Hidrofobico) 6,43 + 0,95
Leucina (Hidrofébico) 10,18 + 0,37
Lisina (Hidrofilo) 11,36 £ 0,77
Metionina (Hidrofdbico) 3,95+ 0,04
Fenilalanina (Hidrofébico) 511 +0,53
Prolina (Hidrofébico) 4,15+ 2,99
Serina (Hidrofébico) 2,99 £ 5,01
Treonina (Hidrofdbico) 4,76 + 2,82
Tirosina (Hidrofébico) 411 +0,89

Valina (Hidrofébico) 6,00 + 0,50
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Os aminoacidos polares corresponderam a 53,3% do total de aminoacidos do
isolado protéico de anchoita. Os aminoacidos polares que estdo em maior
concentracao sdo o acido aspartico, acido glutdmico e lisina, tais como no isolado
protéico do musculo de Tilapia do Nilo obtido por Paschoalick et al. (2003). O grande
numero de aminoacidos hidrofilos aumenta a proporcéo de residuos de aminoacidos
de cadeias laterais polares, as quais interagem com a molécula de agua (SOUZA,
2001).

O baixo conteudo de cisteina implica em uma baixa densidade de ligagdes
covalentes, dissulfeto (-S-S-), que sucedem em nivel intra e intermolecular de alta
energia de interagdo. Entretanto, esta baixa densidade de energia de ligacao
dissulfidrica torna a proteina mais soluvel (OKAMOTO, 1978). Devido a isto, os filmes
elaborados a base de IPA possuem caracteristica hidréfila, o que resulta em filmes

com maior solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua.

3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A Figura 7 apresenta o termograma do IPA. A calorimetria diferencial de
varredura (DSC) é utilizada para caracterizar as propriedades térmicas das proteinas,
incluindo a desnaturagdo (YONGSAWATDIGUL e PARK, 2003).

O pico de desnaturagao endotérmico do IPA foi observado na temperatura de
62,2°C, temperatura de desnaturagao superior a encontrada para a miosina, 35,0°C
por Yongsawatdigul e Park (2003). O pico endotérmico do termograma do DSC das
proteinas esta relacionado a ruptura de ligacdes de hidrogénio (YIN et al., 2011).

A entalpia de desnaturagao foi de 6,4 J.g™" para o IPA, extraido a partir de uma
solubilizagao alcalina em pH 11,2, sendo este valor inferior ao encontrado por Lee et
al. (2007) em isolado protéico de lentilha, onde eles verificaram que o mesmo
apresentou uma AH de 9,2 J.g"', para o isolado obtido através de uma extracdo
alcalina (pH 9,5) a 22°C. Segundo estes, a entalpia diminui com o acréscimo do pH da
solugdo, porque a estrutura da proteina desenrola com o distanciamento do pH do

ponto isoelétrico durante o processo de solubilizagéo (pH alcalino).
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Figura 7 - Termograma apresentado pelo isolado protéico de anchoita.

O processo de desnaturacdo € uma mudancga intramolecular, envolvendo a
mudancas de ordem interna, e, em alguns casos, o completo desdobramento de
cadeias peptidicas (GUERRERO e CABA, 2010). O AH representa a proporgao de
proteina ndo desnaturada em uma amostra e esta correlacionada com a extensio da
estrutura ordenada da proteina (YIN et al., 2011). Segundo Wang et al. (1999) quando
AH apresenta valores proximos a zero, indica que as proteinas estdo completamente
desnaturadas. Neste trabalho, o IPA se apresentou mais desnhaturado quando

comparado ao de Lee et al. (2007).

3.4 Caracterizacao dos filmes a base de isolado protéico de anchoita

A Tabela 4 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos filmes elaborados a
base de isolado protéico de anchoita, segundo planejamento fatorial 2°. Os filmes
apresentaram-se manuaseaveis e de facil remogao das placas de Petri em todos os

diferentes experimentos realizados.



Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas apresentadas por filmes elaborados a base de isolados protéicos de anchoita
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Experimento IPA G T(°C) AE* Y (%) RT (MPa) E (%) ES (mm) S(%) PVA
1 3,0(-1) 30(-1) 74(-1) 64,7+03 15,7+0,3 3,9+0,0 9,1+1,1 0,172+0,010 27,3+0,8 8,2+0,3
2 4,0 (+1) 30(-1) 74(-1) 66,2+0,0 151%0,2 29+0/1 15,3+0,2 0,176 +0,030 29,8+0,4 8,3+0,1
3 3,0 (-1) 40(+1) 74(1) 606+03 155+0,3 1,8 0,1 17,0+£13 0,136 +0,020 353+0,9 10,5+ 0,8
4 4,0 (+1) 40(+1) 74(-1) 676+02 15601 1,1+00 295+0,8 0,166+0,000 41,3+1,0 12,2+ 0,7
5 3,0(-1) 30(-1) 90(+1) 695+03 17,3+0,8 1,604 14,5+01 0,142+0,030 37,5+0,2 8,5+0,2
6 4,0 (+1) 30(-1) 90(+1) 70402 18,1%0,6 14+00 20,0+05 0,139+0,010 40,4+0,5 8,6 +0,1
7 3,0 (-1) 40(+1) 90(+1) 62,4+0,1 17,5+0,4 06+05 278+11 0,113+£0,010 45,2+0,2 11,6 £0,6
8 4,0 (+1) 40(+1) 90(+1) 71,4+02 16,6+0,2 06+02 352+1,2 0,140+0,010 50,1+0,8 11,8+ 0,7
9 35(0) 35(0) 820 536+04 13,0x04 1,5+0,7 238+08 0,130+0,000 34,0+0,9 94+0,9
10 3,5(0) 35(0) 82(0) 53,2%0,1 13,3+ 0,0 1,5+0,1 240+0,5 0,149+0,010 35,7+0,1 9,6+0,3
11 35(0) 35(0) 820) 532+02 13,5+0,6 1,5+0,2 247+0,3 0,138+0,010 334+1,2 10,5+0,2

IPA: isolado protéico de anchoita (9.100 g™ SF); G: glicerol (g glicerol.100 g IPA); AE*: diferenga de cor; Y: opacidade (%); RT: resisténcia a tragdo (MPa); E:

elongacgéo (%); ES: espessura (mm); S: solubilidade (%); PVA: permeabilidade ao vapor de agua g.mm.(kPa d m2)'1; Média + desvio padrao.
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3.4.1 Espessura

Os filmes elaborados com isolado protéico de anchoita foram facilmente
manuseaveis e homogéneos. A espessura dos filmes a base de IPA é apresentada na
Tabela 4. A espessura apresentou um modelo estatisticamente significativo, devido a
coeficiente de correlagdo R? 0,89 (p<0,05). Entretanto, na analise de variancia o
mesmo apresentou um Fgicuiado d€ 0,16 sendo menor que 0 Fiapeado de 4,53. Portanto, o
modelo nao é preditivo e as superficies de contorno ndo poderao ser apresentadas. A
maior espessura observada foi de 0,176 mm em filmes elaborados com 4,0 g de IPA |
30 g de glicerol.100g™ IPA e tratamento térmico de 74°C, comparado com os filmes
contendo 3,0 g de IPA , 30 g.100g™" IPA e 74°C. A espessura aumentou linearmente
com o aumento no conteudo de solidos totais secos (IPA) na matriz polimérica apds a
secagem, para o mesmo contetido de glicerol e temperatura (GARCIA e SOBRAL,
2005).

Filmes preparados com a mesma concentracdo de isolado protéico de
anchoita, mas com propor¢ao diferente de plastificante, mostraram diferentes valores
de espessura, possivelmente pelo efeito de diluicado deste (GOUNGA et al, 2007). Os
filmes elaborados com IPA apresentaram maior espessura do que os elaborados com
proteinas de outros pescados, como o isolado protéico de tilapia vermelha
(TONGNUANCHAN et al, 2011). Segundo Tongnuanchan et al. (2011) o filme foi
elaborado com 2,0% (p/v) de isolado protéico e 50% (g glicerol.100 g isolado
protéico) apresentou 0,034 mm. Os resultados obtidos sugerem que os filmes
elaborados com IPA apresentaram maior espessura devido ao maior conteudo de
sélidos soluveis secos, e 0 menor conteudo de glicerol adicionado resultando em

menor diluicdo e maior espessura.

3.4.2 Solubilidade dos filmes

Os filmes de IPA permaneceram integros, apds a imersao em agua durante 24
horas sob agitagdo constante indicando que a rede de proteinas permaneceu intacta,
em vista que a solubilidade em agua € um fator importante para a determinagao de
possiveis aplicacbes de filmes compostos de agropolimeros concordando com
Embuscado e Ruber (2009). O coeficiente de determinagao para a solubilidade foi de
R?0,90 com 95% de confianga, portanto o modelo foi significativo e preditivo, pois o
Feacuiado fOi 5,7 vezes maior que 0 Fipeado- Os efeitos estimados, coeficientes de
regressao e analise de variancia (ANOVA) para a resposta solubilidade do processo

de elaboragédo dos filmes a base de isolado protéico de anchoita (IPA) séo
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apresentados nos Apéndices 1, 2 e 3 respectivamente. As curvas de contorno
poderam ser apresentadas € o modelo que descreve a curva de contorno para a
solubilidade é apresentados na Tabela 5. A solubilidade dos filmes aumentou de
27,3% para 50,1%, conforme mostrado na Tabela 4. Tongnuanchan et al. (2011)
observaram que o filme baseado em isolado protéico de musculo de tilapia obtiveram
solubilidades que variaram de 21,4% a 56,0%, valores semelhantes ao presente
estudo. Hoque et al. (2011) verificaram maior solubilidade 81,5%, em isolados
protéicos de feijao. A solubilidade dos filmes foi influenciada positivamente pelo
conteudo de isolado protéico de anchoita, glicerol e temperatura de tratamento térmico
que pode ser observado na Tabela 5. Entretanto, ndo houve uma interacéo
significativa entre as diferentes variaveis (IPA, glicerol e temperatura de tratamento

térmico).

Tabela 5 - Modelos da curva de contorno de regressao para os parametros de e

solubilidade (S), resisténcia a tracao (RT) e elongacao (E)

Parametros Equacdo R?
S Y=37,30 + 2,04 X1+ 4,61 X, + 4,94 X; 0,90
RT Y=1,68-0,22 X; — 0,30 X, — 0,70 X3+ 0,19 X; X3 + 0,25 X, X3 0,98
E Y=21,90 + 3,96 X; + 6,30 X, + 3,33 X5 + 1,02 X4X, — 0,73 X; X3+ 0,79 X, X3 0,96

Y: resposta; Xi: IPA (g.100g™" SF); X,: glicerol (g.100g”" IPA); Xs: tratamento térmico; R?:
coeficiente de determinacao (p<0,05).

O aumento na temperatura de tratamento térmico e do conteido de IPA
favoreceu o aumento na solubilidade dos filmes, conforme apresenta a Figura 8a, pois
pode causar a exposicdo de mondmeros e peptideos de pequena massa molecular,
além de material nao-protéico, ocasionando um aumento na solubilidade desses filmes
(STUCHELL e KROCHTA, 1994; PEREZ-GAGO et al, 1999). Os resultados
mostraram grande influéncia da concentracao do IPA nesta propriedade. Os filmes de
proteinas de pescado tém grande afinidade pela agua, devido ao carater hidréfilo dos
aminoacidos constituintes no isolado protéico de pescado (Paschoalick et al., 2003).
Neste estudo, os aminoacidos polares correspondem cerca de 53,3% do total de
aminoacidos do IPA, conforme apresentado na Tabela 3, resultando em maior

solubilidade do filme em agua.
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Figura 8 — Curva de contorno da resposta solubilidade: (a) conteudo de isolado
protéico de anchoita versus tratamento térmico (b) tratamento térmico versus

concentracao de glicerol.

A solubilidade em agua dos filmes aumentou com a concentracéo de glicerol e
do tratamento térmico como apresenta a Figura 8b. Os resultados mostraram grande
influéncia do plastificante sobre esta propriedade. O aumento do teor de glicerol
resultou em um aumento na solubilidade em agua dos filmes, devido ao carater
hidrofilo do glicerol (VIEIRA et al., 2011).

3.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua - PVA

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes a base de IPA sao
demonstrados na Tabela 4. No presente estudo, segundo a analise de varidncia, o
modelo nao foi significativo para permeabilidade ao vapor de agua, devido ao baixo
coeficiente de determinagdo R? de 0,06.

O PVA dos filmes variaram de 8,2 a 12,2 g.mm (kPa d m?)" esses sdo menos
permeaveis que os filmes a base de isolado protéico de ervilha, que variaram de 10 a
30 g.mm (kPa d m?)" (KOWALCZYK e BARANIAK, 2011). Segundo Garcia et al.
(1989) um material pode ser considerado de alta barreira ao vapor de agua, quando
apresenta uma taxa de permeabilidade menor ou igual que 8 g.mm (kPa d m?)". Os
filmes elaborados com o menor conteudo de IPA, glicerol e tratamento térmico
apresentaram uma permeabilidade ao vapor de agua de 8,2 g mm (kPa d m?)™, sendo
este considerado um filme com alta barreira a PVA.

[ X
[
]

[ K
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3.4.4 Propriedades mecanicas

Os filmes devem ter uma resisténcia mecanica suficiente para garantir a
integridade dos mesmos quando utilizado como embalagem. As propriedades
mecanicas de resisténcia a tragcdo e elongagao dos filmes elaborados com IPA séo
apresentadas na Tabela 4. O coeficiente de determinacao para a resisténcia a tragcao
(RT) e elongacao (E) foram 0,98 e 0,96 com o de Fcacuado 18,42 € de Feacuiado 2,53
vezes maior que 0 Fipeado respectivamente, com nivel de confianga de 95%. O modelo
linear matematico que descreve a curva de contorno para a RT e E é demonstrado na
Tabela 4. Os efeitos estimados, coeficientes de regressdo e analise de variancia
(ANOVA) para a resposta resisténcia a tracdo - RT (MPa) e E do processo de
elaboracgao dos filmes a base de isolado protéico de anchoita (IPA) sao apresentados
nos Apéndices 4, 5, 6, 7, 8 e 9 respectivamente.

A (RT) e E dos filmes variaram de 0,6 a 3,9 MPa, e de 9,1 a 35,2%,
respectivamente. Os filmes com IPA apresentaram maior RT, que o filme elaborado
com isolado protéico de feijao, o qual apresentou um de resisténcia a tragéo de 1,1
MPa (HOQUE et al., 2011). Denavi et al. (2009) observaram que filmes a base de
isolado protéico de soja obtiveram uma elongagdo de 13,0%. Portanto, como
apresenta a Tabela 4, a E do filme de IPA foi maior que os filmes a base de isolado
protéico de soja.

A RT dos filmes foi influenciada negativamente pelo conteudo de IPA, glicerol e
temperatura do tratamento térmico o que pode ser observado na Tabela 5. Os
experimentos 1 e 2 com 3,0 e 4,0 g.100 g de SF e 30 g.100" de IPA a 74 °C,
valores de RT de 3,9 e 2,9 MPa, respectivamente, elevados em comparagdo aos
demais experimentos. A influéncia do teor de glicerol e temperatura sobre a RT do
filme a base de IPA é apresentada na Figura 9a.

Assim, verificou-se que a RT diminuiu significativamente com o aumento de
glicerol. O glicerol reduz a densidade das interagbes proteina-proteina, aumentando a
mobilidade de cadeias poliméricas e, consequientemente, tornando os filmes menos
resistentes. Contudo, a adicdo de um agente plastificante € necessaria, a fim de
superar a caracteristica quebradica dos filmes sem adicdo de plastificante e,
conseqlentemente, melhorar a flexibilidade deste concordando com Cao et al. (2007).
Foi semelhante a Guerrero et al. (2010) que observaram que, com o0 aumento da
adicao de glicerol em filmes de isolado protéico de soja, ocorreu um decréscimo na
RT.
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Figura 9 — Curva de contorno da resposta resisténcia a tragéo: (a) tratamento térmico
versus conteudo glicerol; (b) tratamento térmico versus conteudo de isolado protéico

de anchoita.

Neste estudo, foi observado que com o aumento da temperatura do tratamento
térmico, entre 74 a 90 °C ocorreu um decréscimo na resisténcia a tragao, conforme
demonstrado na Figura 9b. A RT aumentou de 1,6 a 3,9 MPa, com a reducédo da
temperatura do tratamento térmico de 90 para 74°C para o mesmo contetudo de IPA e
glicerol. Pérez-Gago e Krochta (2001) estudaram o efeito do tratamento térmico sobre
as propriedades mecanicas de filmes a base de isolados protéicos de soro de leite,
onde observaram que o0 aumento da temperatura do tratamento térmico de 80 para 90
°C, resultou em uma reducgao na RT dos filmes de 14 a 9 MPa, respectivamente. Estes
dados comprovam que com o aumento do tratamento térmico ha uma redugéo na RT
dos filmes, o que faz com que os mesmos oferecam menor resisténcia mecanica,
resultando em filmes frageis que poderao ter aplicagdes em alimentos que n&o exijam
elevada RT.

No trabalho de Hoque et al. (2011), eles concluiram que o aumento do
temperatura de 70 para 90 °C contribui para a reducdo de RT de 8,9 a 5,0 MPa , em
filmes de gelatina de pele de pescado. Esse comportamento foi observado para
temperaturas maiores que 70°C, pois causam a desnaturacdo de proteinas e,
consequentemente, as ligagcbes — SH de grupos hidrofébicos, podem ficar
indisponiveis para a formagao de ligagdo de dissulfeto concordando com Garcia e
Sobral (2005). O termograma do IPA, apresentado na Figura 7, indica que em 75,2 °C
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ocorre o fim da desnaturagdo, temperaturas maiores que esta pode prejudicar as
ligagdes — SH de grupos hidrofébicos, fazendo com que fiquem indisponiveis para a
formacgao de ligagao de dissulfeto. Nao obstante, o impacto do aquecimento sobre as
propriedades dos filmes pode variar com as fontes de proteina (HOQUE et al., 2010).

A Figura 9b apresentou a influéncia da concentracao de IPA sobre a resisténcia
a tracao dos filmes. A resisténcia a tracao diminuiu significativamente com o aumento
de concentragdo de IPA. lwata et al. (2000) tinham observado que a reducido da
concentracao de proteinas sarcoplasmaticas de 4% para 2% na solugéo filmogénica
ocasionou um aumento na resisténcia a tracdo dos filmes. Todavia, Pérez-Gago e
Krochta (2001), Choi e Han (2002) observaram, que com o aumento na concentragao
de proteina ocorre um acréscimo na RT.

A interacao entre a concentracao de glicerol e IPA mostrou um efeito positivo
sobre a elongacao do filme. O aumento na concentracado de IPA e plastificante na

solugao filmogénica (SF), contribui para o0 aumento na elongagao dos filmes, conforme

verificado na Figura 10a.
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Figura 10 — Curva de contorno da resposta elongacgao: (a) contetido de glicerol
versus conteudo de isolado protéico de anchoita; (b) tratamento térmico versus
conteudo de glicerol.

Isto pode foi observado quando houve um aumentou de 3,0 a 4,0 g.IPA 100g™

SF e na concentragdo de plastificante de 30,0 a 40,0 g de glicerol 100.g”" IPA. Isto ja
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tinha sido observado por Cao et al. (2007), que aumentaram a concentragao de
glicerol de 10 para 40% na formulagdo dos filmes, aumentando a elongagéo. Desta
forma, a adicéo de glicerol na SF aumentou de extensibilidade do filme, muito embora
se reduzisse a resisténcia a tracdo. Em filmes sem plastificante, os filmes eram
quebradicos e dificeis de manusear.

A elongacgao dos filmes foi afetada positivamente por todos os parametros do
processo e a interagdo entre eles, exceto pela interagdo entre concentracédo de IPA e
tratamento térmico, o que pdde ser observado pelo modelo matematico (Tabela 5).
Pérez-Gago e Krochta (2001) observaram que a elongacao de filmes a base de
isolado protéico de soro de leite aumentou com o acréscimo na temperatura de
solugcado filmogénica. O mesmo comportamento foi observado no presente estudo,
houve um aumento na elongacao de 9,1% para 35,2% em temperaturas de 74 a 90
°C, conforme mostra a Figura 10b. De acordo com Hoque et al. (2010), o aumento na
E do filme, com temperatura maior que 70°C, em temperaturas elevadas resultou na

formacao de um filme com uma rede de menor rigidez.

3.4.5 Cor e Opacidade

Os valores de diferenga de cor (AE*) e a opacidade (Y) dos filmes a base de
IPA, apresentados pelos filmes submetidos ao planejamento podem ser observadas
na Tabela 4. A cor é um parametro importante na caracterizagao dos filmes ela esta
realacionada as caracteriscas da matéria-prima utilizada para elaborar o filme. A
diferenca de cor (AE*) dos filmes variou de 53,2 a 71,4 e isso foi observado quando as
concentracdes de IPA e glicerol aumentaram de 3,5 para 4,0 g de IPA.100g" SF e de
35 para 40 g de glicerol.100g™" IPA e também com o aumento do tratamento térmico
de 82 para 90°C. Entretanto eles ndo apresentaram um bom coeficiente de correlagao
R?0,21 (p<0,05).

Os filmes obtidos no presente estudo mostraram maiores AE* do que os filmes
obtidos por Sobral (2000), elaborados a base de proteinas musculares do Tilapia do
Nilo tratada a 40 °C durante 30 minutos, onde a diferenca de cor variou de 7 para 8 .
Como a anchoita € um pescado que tem musculo escuro, resulta em um acréscimo de
cor no filme, ou seja, tornando-o mais escuro quando comparado a filmes elaborados
com isolado protéicos de Tilapia do Nilo, por exemplo.

A opacidade dos filmes a base de IPA variou de 18,1 para 13,0%, quando
houve uma diminuigéo de 4,0 para 3,5 g IPA.100g™ SF, e com uma concentragéo de

plastificante de 30 e 35 g de glicerol.100g™" IPA, respectivamente, e diminuigdo do
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tratamento térmico de 90 para 82°C; entretanto, ndo houve um modelo
estatisticamente significativo, devido ao baixo coeficiente de correlagdo R? 0,02
(p<0,05). Paschoalick et al. (2003), em seus estudos com filmes formulados com 1 g
de isolado protéico de Tilapia do Nilo 100 g SF , tratada a 40 e 65°C durante 30
minutos, observaram uma opacidade variando entre 2 e 7%, sendo estes filmes menos
opacos que os elaborados no presente trabalho. Isto sugere que a de cor e
concentracao de IPA, além do tratam ento térmico mais elevado utilizado neste
trabalho, pode ter contribuido para elaboragado de filmes mais opacos. A opacidade é
desejada para produtos, que a luz seja fator de deterioragéo, pois em filme opaco nao
ocorre transmissao de luz (VICENTINI, 2003).

3.5 Microestrutura dos filmes

A Figura 11 apresenta as microstruturas dos filmesa base de IPA.

igku X2, BE8 Bl i 1@kl
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Figura 11 - Micrografias da superficie dos filmes a base de isolado protéico de
anchoita em magnificagdo de 2000x - (a) 3,0 g IPA 100 g”' SF com 30 g de glicerol
100g™" IPA e (b) 3,0 g IPA 100g™ SF com 40 g de glicerol 100 g IPA e tratamento
térmico de 74 °C; (c) 3,0 g IPA 100g™" SF com 30 de glicerol 100 g™ IPA; (d) 3,0 g IPA
100g™ SF com 40 g de glicerol 100 g™ IPA e tratamento térmico de 90 °C.
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As microestruturas das superficies dos filmes, com diferentes concentragbes
plastificantes e de tratamento térmico foram apresentados, pois mostraram maior
efeito sobre a elongagéo, RT e na solubilidade, conforme descrito pela Tabela 4. Os
experimentos selecionados para apresentar a morfologia da superficie foram 1 e 3 (3,0
g IPA.100g™" SF com 30 e 40 g de glicerol.100g™" IPA e tratamento térmico de 74 °C)
sdo0 mostrados na Figura 11a e 11b, respectivamente; 5 e 7 (3,0 g IPA.100g™ SF com
30 e 40 de glicerol.100g™ IPA e tratamento térmico de 90 °C) sdo mostrados na Figura
11c e 11d.

A superficie dos filmes mostradas na Figura 11a e 11b apresentaram elevada
homogeneidade, o que pode estar relacionado a melhor compatibilidade entre as
variaveis, isto €, uma melhor interacdo entre as concentragdes de glicerol, IPA e
tratamento térmico. Isto resultou em melhores propriedades mecénicas dos filmes. No
entanto, a Figura 9d mostrou maior rugosidade em comparagdo com a superficie dos
demais experimentos. As rachaduras sobre a superficie do filme nas Figuras 11c e
11d, resultaram em uma diminuigdo da RT do filme. Este trabalho concordou com
Monterrey-Quintero e Sobral (2000), pois uma superficie rugosa ou mais aspera

sugere, que os filmes sao frageis.
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4. CONCLUSAO
O isolado protéico elaborado a partir de um pescado com baixo valor agregado,

anchoita pode ser uma fonte alternativa como polimero para a elaboracao de filmes
homogéneos. A espessura, a permeabilidade ao vapor de agua, a diferenga de cor e a
opacidade dos filmes nao foram afetados pelas variaveis estudadas (concentragao de
isolado protéico de anchoita, glicerol e tratamento térmico) devido ao baixo coeficiente
de determinagéao.

Os filmes foram menos soluveis em agua, com o menor conteudo de isolado
protéico de anchoita e tratamento térmico. No entanto, os filmes foram mais sollveis
em agua, quando a concentragdo de glicerol variava de 30 & 40 glicerol.100g™" IPA. Os
filmes elaborados com menor conteudo de IPA, de concentragdo de glicerol e
tratamento térmico foram mais resistentes. Nao obstante, o aumento na concentragao
de glicerol resultou em um filme com maior elongagcdo. O aumento do tratamento
térmico da solucao filmogénica resultou em um filme com uma superficie aspera e
menos homogénea. Em geral, os isolados protéicos elaborados a partir de carne
mecanicamente separada de anchoita, um pescado com baixo valor agregado, podem
ser uma fonte alternativa de polimeros de interesse para elaboragdo de filmes com

boas propriedades fisico-quimicas.
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ARTIGO 2
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS FILMES A BASE DE ISOLADO

PROTEICO DE PESCADO INCORPORADOS COM ACIDOS ORGANICOS E SUA
ACAO ANTIMICROBIANA CONTRA PATOGENOS ALIMENTARES
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Propriedades Fisico-quimicas dos Filmes a Base de Isolado Protéico de
Pescado Incorporados com Acidos Organicos e sua Agiao Antimicrobiana contra

Patégenos Alimentares

RESUMO

Foi avaliada a atividade antimicrobiana de filmes de isolado protéico de anchoita (IPA)
incorporados com 0,50 ou 0,75 ou 1,50% (p/v) de acido sérbico (AS) ou &acido
benzdico (AB), contra Escherichia coli 0O157:H7, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis pelo método de difusdao em discos. O
efeito do filme de IPA contendo 1,50% de AB ou AS foi testado em carne bovina
inoculada com E.coli O157:H7 e L. monocytogenes durante o armazenamento a 5°C e
também foi examinado o impacto dos agentes antimicrobianos sobre as propriedades
fisico-quimicas dos filmes. A maior atividade antimicrobiana foi verificada com 1,50%
de AS e AB frente a E. coli O157:H7, L. monocytogenes e S. Enteritidis. Os filmes com
1,50% de AS ou AB aplicados em carne bovina apresentaram a maior inibicdo da
multiplicacdo da L. monocytogenes e E. coli O157:H7 em relagcéo ao filme controle. O
aumento da concentracdao de 0,50 a 1,50% de AS e AB resultou na diminuicdo da
resisténcia a tragdo e aumento da elongacgéo, permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
solubilidade, diferenca de cor e opacidade. Conforme determinado pela
espectroscopia no infravermelho (FT-IV), houve mudanga da organizagao molecular e
interacdes intermoleculares entre as moléculas de isolado protéico e acido sorbico e
benzodico. As imagens de microscopia eletrénica de varredura na superficie do filme
revelaram microporos em filmes contendo 1,50% de acido sorbico, resultando em
filmes com menor homogeneidade.

Palavras-chave: filmes, antimicrobianos, microrganismos.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of anchovy protein isolate (API) film incorporated with 0.50 or
0.75 or 1.50% (w/v) of sorbic acid (SA) benzoic acid or (BA) was assessed against
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and
Salmonella Enteritidis by disc diffusion method. The effect of the API film containing
1.50% BA or SA was tested in meat inoculated with E. coli O157:H7 and L.
monocytogenes during storage at 5°C and was also assessed the impact of
antimicrobial agents on the physicochemical properties of the films. The greatest
antimicrobial activity was observed with 1.50% of SA and BA against E. coli O157:H7,
L. monocytogenes and S. Enteritidis. Films with 1.50% SA or BA applied in beef
showed the greatest inhibition of multiplication of L. monocytogenes and E. coli O157:
H7 in relation to the control film. The increased concentration of 0.50 to 1.50% of SA
and BA resulted in decreased tensile strength and increase elongation, water vapor
permeability (WVP), solubility, difference in color and opacity. There was a change of
the molecular organization and intermolecular interactions between the molecules of
APl and BA tested by FT-IR evaluation. The images of scanning electron microscopy
revealed micropores on surface in films containing 1.50% sorbic acid, resulting in films
with less homogeneity.

Keywords: Films, antimicrobials, microorganisms
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1. INTRODUGAO
A demanda por alimentos seguros impulsiona a busca por mecanismos de

controle sobre a segurangca dos mesmos. Surtos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) criaram a necessidade pela busca de métodos alternativos para o
controle da multiplicagdo microbiana nos alimentos (APPENDINI e HOTCHKISS,
2002). Entre estes métodos, encontram-se a incorporagao de agentes antimicrobianos
em filmes biodegradaveis, que podem ser utilizados como embalagens ativas
(FALGUERA et al., 2011; GUILLARD et al., 2009; SIVAROOBAN et al., 2008; CAGRI
et al., 2004).

O uso de filmes contendo agentes antimicrobianos apresenta vantagens sobre
os métodos tradicionais de adi¢cao direta de conservantes nos alimentos, visto que
podem ser liberados de maneira controlada, estando, portanto, em menor quantidade
no alimento e atuando, principalmente, na superficie do produto. Também pode
ocorrer a inibigcdo ou reducédo da atividade do antimicrobiano, quando adicionado de
forma tradicional, por diversas substancias do préprio alimento (KRISTO et al., 2008;
QUINTAVALLA e VICINI, 2002).

Em geral, os filmes antimicrobianos devem ser eficazes contra um amplo
espectro de microrganismos, eficientes em baixas concentragdes dos compostos
incorporados, nao causar alteragdes nas caracteristicas sensoriais do produto, ter um
custo compativel, e cumprir com a legislacao vigente (BRODY, 2001). Substancias
antimicrobianas utilizadas no desenvolvimento de filmes ativos devem ser aprovadas
pela Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitatia (ANVISA) para serem utilizadas, pois
entram em contato com o alimento devido a migracdo destas para o alimento
(SILVEIRA et al., 2007). Dentre os conservantes utilizados em alimentos, os acidos
organicos merecem destaque por possuirem baixa interferéncia no sabor e baixo nivel
de toxicidade (MORAES et al., 2007). Substancias como acido sérbico (LIMJAROEN
et al., 2003), acido benzéico (SOARES et al., 2002) e seu sais (BUONOCORE et al.,
2003) sao conservantes de alimentos “Geralmente Reconhecidos como Seguros”
(GRAS).

As substancias antimicrobianas ao serem incorporadas em material de
embalagem, podem afetar as propriedades fisicas (QUINTAVALLA e VICINI, 2002;
HAN, 2000) e mecénicas (HAN, 2000) do filme obtido. Limjaroen et al. (2003)
observaram um decréscimo na transparéncia do filme com adicdo de sorbato de

potassio, porém nao houve mudancgas nas propriedades de tenséo.



68

Cagri et al. (2001) verificaram que filmes a base de isolado protéicos de soro
de leite, incorporados com acido sorbico, inibiram a multiplicagdo de Listeria
monocytogenes e Escherichia coli O157:H7. Pesquisas tem demonstrado eficiéncia
dos conservantes frente a Staphylococcus aureus, Salmonella, coliformes, bactérias
psicrotréficas, entre outras (JAY, 2005). Manab et al. (2011) incorporaram acido
benzéico em filmes elaborados a base de isolado protéico de soro de leite, o qual
inibiu significativamente E.coli e Salmonella sp.. As bactérias Escherichia coli
0O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus sao
agentes causadores de doencas transmitidas por alimentos, que despertam o
interesse pelo desenvolvimento de filmes biodegradaveis incorporados com
antimicrobianos que atuam sobre a multiplicagido e lise destes, minimizando a
ocorréncia de surtos de origem alimentar.

Hoje o Brasil € o segundo maior produtor de carne bovina e lidera o ranking
dos paises exportadores mundiais de carne bovina (ABIEC, 2011). Devido a suas
caracteristicas intrinsecas, a carne € um excelente substrato para multiplicacdo de
inUmeros microrganismos, dentre eles encontram-se a E. coli O157:H7, L.
monocytogenes (TONDO e BARTZ, 2011). A carne esta exposta a contaminagbes de
natureza microbiana em todas as fases do seu processamento, particularmente nas
operagdes em que € mais manipulada e sempre que nao sdo tomados cuidados
especiais em relagao as Boas Praticas de Fabricagdo (SOFOS et al., 2008; PARDI et
al., 2001). A carne e os produtos carneos sdo um dos principais veiculos de DTA,
também sdo propensos a deterioragdo durante o armazenamento como todos os
alimentos protéicos (CARDENAS et al.,, 2008). Uma das formas de controlar a
multiplicagdo de microrganismos nestes produtos, aumentando a seguranga dos
alimentos, é a aplicagdo de antimicrobianos na superficie do produto (KERRY et al.,
2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana de
filmes elaborados a base IPA incorporados com acido soérbico e benzéico, em
diferentes concentragbes, frente aos microrganismos Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus. Foi aplicado
o filme de maior inibicdo em carne bovina inoculada com os microrganismos que foram
inibidos, para avaliar o efeito antimicrobiano em um alimento e também foi avaliado o

efeito da adigao dos antimicrobianos sobre as fisico-quimicas dos filmes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

A carne mecanicamente separada foi processada na Unidade de
Processamento de Pescado da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Esta foi
obtida a partir de anchoita (Engraulis anchoita) capturada em cruzeiros realizados pelo
Navio Oceanografico Atlantico Sul da FURG, na zona costeira do sul do Brasil.
Também foram utilizadas amostras de carne bovina refrigerada, obtidas em um

supermercado local da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

2.1.2 Reagentes
Todos os reagentes utilizados neste trabalho sao de grau analitico. Os meios e

materiais foram esterilizados em autoclave vertical (Prismatec, CS-50, Brasil).

2.1.3 Cepas bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas foram cedidas da Cole¢ao de Culturas do
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande (UFRGS).
Foram utilizadas cepas dos microrganismos Gram-negativos: Escherichia coli
0157:H7 isolada de surtos na Argentina proveniente do Instituto Nacional do Ministério
da Saude da Argentina (INEI - ANLIS). A Salmonella Enteritidis SE86 isolada de surtos
de origem alimentar no Rio Grande do Sul foi cedida pelo Laboratério Central de
Saude Publica do Rio Grande do Sul - LACEN/RS, sendo esta a grande causadora de
surtos de origem alimentar no RS. Os microrganismos Gram-positivos utilizados foram
Listeria monocytogenes, isolada de carcaca bovina e Staphylococcus aureus cedido

pelo banco de cepas de microrganismos do mesmo laboratorio.

2.2 Obtencao do isolado protéico de anchoita

A Figura 5 mostra o fluxograma de obtengéo do isolado protéico de anchoita
(IPA), segundo metodologia descrita por Nolsoe e Undeland (2009) adaptada. O IPA
foi obtido por solubilizagéo alcalina (pH 11,2) e posterior precipitagéo isoelétrica (pH
5,0). O isolado protéico foi desidratado em estufa com circulagédo de ar (QUIMIS,
Q342, Sao Paulo, Brasil) durante 16 horas a 40°C. O isolado protéico de anchoita foi
homogeneizado em moinho de facas (Tecnal, TE-645, Brasil) e a granulometria deste

foi padronizada para 0,35 mm empregando peneiras de 42 mesh (Bertel, Caieiras, Sao
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Paulo). Assim foi utilizado como base na elaboragéo dos filmes. O isolado protéico de

anchoita foi caracterizado quanto a sua composigao proximal segundo AOAC (2000).

2.3 Elaboracgao dos filmes antimicrobianos

A Figura 12 apresenta o fluxograma do processo de obtencdo dos filmes
antimicrobianos. A elaboragao dos filmes provenientes de isolado protéico de anchoita
(IPA) foi realizada segundo metodologia descrita por Limpan et al. (2010) e Cagri et
al., (2003) adaptada. Os filmes foram elaborados segundo as melhores condigdes
estudadas no artigo citado anteriormente que foram 3,0 g.IPA.100g"'SF, 30g
glicerol.100g™" IPA e 74°C.

P A
3.0g IPA 100 mL H O
¥
Homogeneizagao

(25°C) 20 min
L
Agente Ajuste de pH
Alcalinizante (pH 11,5
¥
Adicio do Plastificante

(30g gliceral 100g™" de IPA)

¥
Homogeneizacio Ultra-

Gliceraol ~

turras
L

Tratamento Térmico

(74°C 30 minutos)
¥
Filtracao e Resfriamento
(23 +£2°C)
¥
Adicao dos Agentes Antimicrobianos

ASeAB (0,50%, 0,75% 1 50% (piv)

¥
Homogeneizagao e Ajuste Agente
de pH Acidificante
¥
Acondicionamento em placas de Petri

Secagem a 35,00°C /16 horas

Figura 12 - Fluxograma da elaboragéo dos filmes antimicrobianos
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Os filmes de IPA foram preparados pela técnica de casting, sob condigdes
alcalinas. As solugdes filmogénicas (SF) foram obtidas pela dispersao de 3,0 g IPA em
100 mL de agua destilada, em reator de vidro acoplado com banho ultratermostatico
(QUIMIS, modelo 214D2) e foram homogeneizados sob agitagdo constante a 25°C,
durante 25 minutos.

Posteriormente, o pH da solugdo filmogénica foi ajustado para 11,5 com
solugdo de NaOH (1mol L), para solubilizagdo das proteinas. Entéo, foi adicionado 30
g glicerol 100g™" de IPA & solugdo filmogénica e homogeneizado a 10.000 rpm durante
20 minutos em homogeneizador Ultra-turrax (IKA, T25 digital, Werke, Alemanha). Esta
solugao foi aquecida a temperatura de 74°C, em reator de vidro acoplado com banho
ultratermostatico sob agitagdo constante durante 30 minutos. A SF foi filtrada (para
remogao de residuos nao dissolvidos) e resfriada em banho de agua a 23 + 2°C.
Como controle foram utilizados os filmes sem adicdo dos agentes antimicrobianos,
solubilizados em pH 1,5 e em pH 5,2. Sendo este o pH utilizado para a elaboragéo dos
filmes antimicrobianos.

Os agentes antimicrobianos utilizados foram &acido soérbico ou benzdico em
diferentes concentragbes 0,50%, 0,75% ou 1,50% (p/v), e estes foram adicionados nas
solugdes filmogénicas apds o resfriamento. Em seguida, foram homogeneizados sob
agitagao constante durante 20 minutos e o pH ajustado para 5,2 com solugao de HCI
(1mol L7"). As SF foram espalhadas em placas de Petri de acrilico estéreis (9 cm) e
desidratadas em estufa com circulagéo de ar (FANEM, modelo 520, Sdo Paulo, Brasil)
a 35°C durante 16 horas. Entao, os filmes foram acondicionados a 25°C durante 48

horas, sendo entdo submetidos aos diferentes testes.

2.3.1 Caracterizagao dos filmes antimicrobianos
2.3.1.2 Analise microbiolégica dos filmes antimicrobianos

Foram realizadas analises microbioldgicas em triplicata nos filmes de IPA com
e sem incorporagdo de agentes antimicrobianos para contagem total de
microrganismos aerobios psicrotréficos, mesofilos e bolores e leveduras, segundo
metodologia descrita pela APHA (2001). Foram homogeneizados 5 g de amostra em
45 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) e homogeneizados por agitagdo a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Entado, foi retirada a aliquota de 1 mL desta, e foram
realizadas sucessivas diluicdes, até 10*. Para contagem de microrganismos aerébios
psicrotréficos foi retirada uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo e inoculada na

superficie da placa de Petri estéril, contendo o agar Padrdo de Contagem (PCA)
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solidificado. O in6culo foi espalhado com auxilio de uma alga de Drigalski por toda a
superficie do agar. As placas foram incubadas invertidas, a 7°C, durante 7 dias. Para
contagem de microrganismos aerdbios mesdfilos foi retirada uma aliquota de 1 mL de
cada diluicdo e inoculada na superficie da placa de Petri estéril. Entdo, foram
adicionados 15 a 20 mL de PCA a 45°C (fundido) e homogeneizados. As placas foram
incubadas invertidas a 35°C, durante 48 horas. Para contagem de bolores e leveduras
foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e inoculada na superficie da placa de Petri estéril,
com o agar Batata Dextrose solidificado acidificado com uma solugdo de acido
tartarico 10%. O indculo foi espalhado com auxilio de uma alga de Drigalski por toda a

superficie do agar. As placas foram incubadas a 25°C, durante 3 a 5 dias.

2.3.1.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com micrédmetro digital (Insize,
resolugao 0,0001 mm). A espessura final foi calculada pela média aritmética de dez
medidas aleatérias sobre a superficie do filme (GONTARD et al., 1994).

2.3.1.3 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada segundo metodologia
proposta e adaptada Gontard et al., (1994). Trés discos de cada amostra de filme, com
2 cm de didmetro, foram previamente pesados e imersos em 50 mL de agua destilada.
O sistema foi mantido sob agitagdo a 100 rpm em incubadora shaker refrigerada
(Cientec, CT-712RNT, S&o Paulo, Brasil) a 25°C durante 24 horas. A quantidade de
matéria seca inicial e final foi determinada em estufa a 105°C até peso constante. A
solubilidade do filme representou o total de matéria soluvel dissolvida em agua,
incluindo proteinas soluveis, agua e glicerol. A solubilidade em agua foi calculada pela
a Equacao 1:

S (%) = (mi - mf) .100 (1)

mf
Onde: S é a solubilidade em agua (%); mi é a massa inicial da amostra (g) e mf é a

massa final da amostra (g).

2.3.1.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada em triplicata pelo método
gravimétrico da ASTM E96-95 (1995) a 25°C. O filme foi selado em uma célula com

1,58.10° m? de area de permeagdo, contendo cloreto de célcio anidro (0% UR). A
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célula foi acondicionada em um dessecador, com solucao saturada de cloreto de sddio
(75% UR). A massa da célula foi verificada em intervalos de 24 horas, durante 48

horas. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada através da Equagao 2.

pra=t"_L_ (2)
t AAP

Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.mm) (m®d.kPa); L é a espessura
inicial do filme (mm); AW é o ganho de massa pela célula (g); t € o tempo de
incubacdo (dia); A é a area exposta do fime (m?) e AP é a diferenca de pressdo

parcial (kPa).

2.3.1.5 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacao dos filmes foram determinadas, em
triplicata, segundo metodologia da ASTM D-882-91 (1996), utilizando um texturémetro
TA XTpus (Stable Micro Systems). As amostras foram cortadas em forma de retangulos
(80 x 25 mm) e fixadas em garras com separacao inicial de 50 mm e velocidade de
tracdo de 0,8 mm s™. A resisténcia a tracdo foi calculada através da Equagdo 3 e a

elongacdo com a Equacao 4.

RT:i (3) E= d, —d,

100 (4)
A d,

Onde: RT é a resisténcia a tragao (MPa); F,, é a forca maxima no momento da ruptura
(N); A é a area da segdo transversal do fime (m?); E é a elongagdo (%); d, é a
separacgao inicial entre as garras (cm) e d,é a separagao entre as garras no momento

da ruptura (cm).

2.3.1.6 Cor e opacidade

A cor dos filmes foi expressa como diferenca de cor (AE*) utilizando colorimetro
(Minolta, CR-400, Osaka, Japao), operando com Dg (luz do dia) usando os
parametros de cor CIELab, segundo Sobral et al., (2001). Os parametros a*, b* e L*
dos filmes foram determinados sobrepondo-se os filmes sobre um padrao branco e a

diferenga de cor foi expressa segundo a Equagéo 5.

AE* = [(AL*+ (Aa") + (b")°® (5)
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Onde AL* = L* padrdo ~ L* amostra; AQ@* = a* padrao - a” amostra; Ab* = b* padréo ~ b* amostra

A opacidade foi determinada segundo Sobral (2000) utilizando-se o programa
do equipamento. Segundo este método, a opacidade é calculada como a relagao entre
a opacidade do filme sobreposto sobre o padrao preto (Y,) e sobre o padréo branco

(Ys), segundo a Equacao 6.

y=2P (6)

2.3.1.7 Microestrutura dos filmes

Os estudos da microestrutura dos filmes foram realizados em filmes controle
(pH 11,5) e com maior conteudo de antimicrobianos, através da microscopia eletrénica
de varredura, utilizando um microscoépio eletrénico de varredura (JEOL, JSM-6060,
Japao) operando a 10 kV. As amostras dos filmes foram colocadas em suporte de
aluminio (stubs) e recobertas com ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a

condutibilidade, as fotografias foram tiradas com 2000x de ampliagao.

2.3.1.8 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT- V)

Os estudos da espectroscopia no infravermelho foram realizados em filmes
controle (pH 11,5) e com maior conteldo de antimicrobianos. Os filmes foram cortados
em discos de 1 cm de didmetro e analisados em equipamento espectrofotométrico na

regido espectral de 400 a 4000 cm™, segundo Hoque et al. (2011).

2.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com os
acidos organicos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes de IPA incorporados com
diferentes concentracdes de acido soérbico e benzodico frente aos microrganismos E.
coli O157:H7, S. Enteritidis, L. monocytogenes e S. aureus foi realizada em friplicata
através do método de difusdo em discos segundo a CLSI (2003). As culturas de E. coli
0157:H7, S. Enteritidis e S. aureus foram cultivadas e inoculadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e a Listeria monocytogenes inoculadas em caldo BHI enriquecido com
extrato de levedura 0,6% (p/v) (Yest Extract). Apdés 24 horas, as culturas foram
padronizadas com uma densidade de células de 1 a 2.10° UFC mL™" (McFarland 0,50).
Um suabe estéril foi imerso na suspensao padronizada e brevemente espalhada sobre

a superficie da placa de agar Mueller-Hinton (MH).
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Os filmes foram assepticamente cortados com tesouras estéréis em discos de
15 mm, entdo foram expostos a luz ultravioleta (UV) em capela de fluxo laminar
(Labconco, Estados Unidos) durante 30 minutos, segundo metodologia descrita e
adaptada de Cagri et al. (2001). Os discos foram adicionados a placa contendo o agar
MH inoculado com os diferentes microrganismos, com auxilio de uma pinca estéril.
Como controle foram utilizados filmes de IPA elaborados em pH 5,2 e 11,5 para avaliar
o efeito do pH sobre os microrganismos. As placas foram incubadas invertidas a 37°C
durante 24 horas. Os didmetros do halo de inibicho foram medidos
perpendicularmente em mm e o resultado final foi expresso como a média de trés

medicdes.

2.5 Aplicacao dos filmes de maior atividade antimicrobiana em carne bovina

Com base nos resultados obtidos no teste da atividade antimicrobiana, e
considerando uma possivel difusdo dos agentes antimicrobianos a partir do filme
elaborado a base de IPA, os filmes com maior capacidade de inibicdo foram aplicados
em carne bovina inoculada com os microrganismos que foram inibidos neste teste.

A carne bovina foi cortada em pequenos pedagos (2,1 x 2,5 x 1,0 cm) de 5,0 +
0,2 g utilizando uma faca de ago inoxidavel estéril. Em seguida, cada pedacgo foi
imerso em solugdo de agua peptonada 0,1% (p/v) contendo os inoculos dos
microrganismos que foram inibidos pelos filmes incorporados com os diferentes
agentes antimicrobianos, sendo homogeneizado a temperatura, ambiente durante 1
minuto. Estes foram envoltos assepticamente, em forma de cruz, pelos filmes
antimicrobianos cobrindo toda a superficie da carne. As amostras controle foram
embaladas em filmes de polietileno. As amostras de carne foram colocadas em placas
de Petri estéreis e armazenadas a 5,0 + 2,0°C. Todas as amostras foram avaliadas
microbiologicamente periodicamente (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias), segundo
metodologias adaptadas de EMIROGIU, et al. (2010); ZINOVIADOU et al. (2010) e
ZINOVIADOU et al. (2009). A carne bovina foi caracterizada quanto sua composigao
proximal, segundo AOAC (2000) e quanto a sua qualidade microbiolégica, segundo
APHA (2001).

2.5.1 Analises microbioldgicas da carne bovina embalada com os diferentes
filmes
Durante o armazenamento, foram realizadas contagens dos microrganismos

pelo método de plaqueamento em gotas, segundo Silva et al. (2001) com adaptagodes.
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Os filmes foram removidos assepticamente das amostras de carne (5,0 £ 0,2 g) e
foram adicionados em 45 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) estéril juntamente com a
carne bovina e homogeneizadas durante 1 minuto a temperatura ambiente. Em
seguida, foram realizadas diluicdes em série (10'-107). As placas contendo os meios,
foram divididas quatro setores (quadrante) e armazenadas durante 24 horas a 30-35°C
antes de serem utilizadas para garantir a secagem rigorosa das placas. Em seguida
0,03 mL de cada diluicdo foram inoculados em cada quadrante, em ftriplicata. As
placas foram mantidas em uma superficie plana, para absor¢do do indculo pelo meio
de cultura, durante 30 minutos. Entdo, foram incubadas invertidas durante 24 horas a

37°C. Os resultados foram expressos pela média da triplicata em UFC.g™".

2.6 Analise estatistica

Os resultados das determinacgéaoe fisico-quimicas, atividade antimicrobiana e o
efeito dos filmes antimicrobianos (p/v na solugéo filmogénica) sobre a muiltiplicagéo de
E. coli O157:H7 e L. monocytogenes em carne bovina dos filmes com e sem
incorporagao dos agentes antimicrobianos, foram analisados utilizando o teste de

Tukey para comparagao das médias.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagao do isolado protéico

O isolado protéico de anchoita seco a 40°C apresentou 88,8% de proteina,
1,3% de lipideos e 1,0% de cinzas. Segundo Yeannes e Casales (1995) a composigao
proximal da anchoita varia em fungdo das diferentes estagdes do ano, inverno e
primavera, resultando em produtos com diferente teor protéico. Devido a este fato, a
captura das anchoitas pode ter ocorrido em diferentes estagdes do ano, resultando
nas diferengas anteriormente citadas. O método utilizado para extracao, temperatura,
forca centrifuga utilizada para separagao e uma relativa concentracdo de proteinas
sarcoplasmaticas soluveis em agua, entre outros podem ter contribuido para estes
diferentes teores de isolado protéico encontrados (NOLSOE e UNDELAND, 2009;
TASKAYA et al., 2009).

3.2 Caracterizagao dos filmes antimicrobianos

Os filmes a base de isolado protéico de anchoita incorporados com os
diferentes acidos organicos e sem adigcdo de antimicrobianos (pH 11,5) (controle)
apresentaram-se homogéneos e de facil manuseio. Exceto, os fiimes sem
antimicrobianos solubilizados em pH 11,5 e formados em pH 5,2. Neste pH, ocorreu
problema quanto a formagéo de ligagdes S-S na matriz protéica, enfraquecendo desta
forma a estrutura dos filmes (MCHUGH e KROCHTA, 1994) . A Tabela 6, apresenta as
propriedades mecanicas e fisico-quimicas dos filmes a base de IPA incorporados com

diferentes antimicrobianos e sem adi¢éo destes em pH 11,5 e 5,2 (controles).

3.2.1 Analises microbiolégicas

Nao foram detectados nas analises microbiolégicas os microrganismos
aerobios mesdfilos e psicrotréficos nas amostras dos filmes com e sem incorporacéo
de antimicrobianos. Em relacdo a bolores e leveduras, foi observado 15 UFC.g™" e 32
UFC.g"'(estimada), respectivamente. A elaboragdo dos filmes com e sem adicdo de
agentes antimicrobianos € um processo no qual a solucao filmogénica é exposta a
condi¢des extremas de pH. A grande maioria dos microrganismos se multiplica melhor
em valores de pH em torno de 7,0 sendo as bactérias mais exigentes que bolores e
leveduras (JAY, 2005). Este fato foi verificado no presente estudo, no qual houve
multiplicagdo apenas para bolores e leveduras. Os filmes contendo os agentes
antimicrobianos apresentaram menor multiplicagdo de bolores e leveduras

comparados aos filmes controle, indicando o efeito de inibigao destes nos filmes.
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3.2.2 Espessura

A Tabela 6 apresenta a espessura dos filmes elaborados com e sem adigao
dos agentes antimicrobianos. Os filmes elaborados apresentaram aumento na
espessura, na medida em que ocorreu aumento na concentragcdo do agente

antimicrobiano adicionado (p<0,05).

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas de filmes a base de isolado protéico de

anchoita com e sem a adi¢do de antimicrobianos

AM (%) Espessura Solubilidade PVA Resisténciaa Elongacgao
(p/v) (mm) (%) (gmm.m?dkPa™) tragdo (MPa) (%)
pH 11,5 0,150+ 0,050° 27,7 +1,9° 84+0,1° 3,9+0,0° 9,0+1,8

AS 0,50 0,155+0,000° 31,5+05%  14,9+0,8" 2,6+0,1° 28,3 +0,3°
AS0,75 0,1772+0,030° 350+0,1*  153+0,9° 1,4+0,0° 43,2+ 0,7°
AS 1,50 0,185+0,040° 65,3 +0,7 19,3 £0,9° 1,1+0,1° 121,3 +2,0°
AB0,50 0,153+0,000° 348+12*  159+0,6" 3,8+0,1° 28,7 +0,2°
AB 0,75 0,202+0,230° 39,9+200° 19,104 2,0+£0,3° 57,9 +0,8°
AB 1,50 0,212+0,340° 46,7+0,0° 21,013 1,2+0,0° 97,0+ 2,9°

AM — antimicrobianos; AS — acido sérbico; AB — acido benzoico; Média + desvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que

ndo ha diferenga significativa (p< 0,05).

Filmes elaborados com 0,50 e 1,50% de acido sorbico apresentaram um
aumento na espessura de 0,155 a 0,185 mm, diferindo significativamente (p<0,05), o
mesmo comportamento foi observado para os filmes elaborados com acido benzéico.
Segundo Shimazu et al. (2007) com o aumento no teor de sodlidos totais secos
adicionados na solugdo filmogénica, tal como o aumento do conteudo dos
antimicrobianos, resulta em um acréscimo na espessura do filme. Segundo
Embuscado e Huber (2009) os filmes biodegradaveis, geralmente, apresentam
espessura menores ou iguais que 0,300 mm, sendo valores inferiores a estes

encontrados no presente estudo.

3.2.3 Solubilidade em agua

Os filmes de isolado protéico de anchoita com e sem adicdo dos agentes
antimicrobianos, permaneceram integros apos a imersao em agua durante 24 horas,
devido a estabilidade da rede protéica destas formulacbes. A Tabela 6 apresenta a

solubilidade dos filmes a base de IPA com e sem adigao de antimicrobianos.
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Estes dados indicam que a incorporagdo dos diferentes acidos organicos
apresentou efeito significativo sobre a solubilidade dos filmes a base de isolado
protéico de anchoita (p<0,05). Segundo Baird-Parker (1980) os acidos orgéanicos de
cadeira curta, tais como o0 benzdico e sorbico, possuem maior solubilidade, o que foi
verificado no presente estudo, no qual os filmes contendo o maior teor de acido
sérbico (AS) e &cido benzdico (AB) apresentaram maior solubilidade 65,3 e 46,7%,
respectivamente, em relacdo aos demais filmes elaborados. Manab et al. (2007) em
seus estudos, verificaram que filmes de isolado protéico de soro de leite incorporados
com acido propidnico (AP) e AB apresentaram 44,4% e 40,2% de solubilidade em
agua. Ozdemir e Floros (2008) elaboraram filme de isolado protéico de soro de leite
incorporado com diferentes concentragbes de sorbato de potassio. Eles verificaram
que o maior teor de antimicrobiano adicionado, resultou em 50,8% de solubilidade em
agua.

O filme elaborado sem adigdo dos agentes antimicrobianos (pH 11,5),
apresentou solubilidade de 27,7%, devido as caracteristicas hidrofilas da proteina
isolada de anchoita e do plastificante adicionado. Tongnuanchan et al. (2011)
observaram que os filmes a base de isolado protéico do musculo de tilapia tinham
solubilidades entre 21,4% e 56,0%. O isolado protéico de anchoita é caracterizado por
apresentar um maior conteudo de aminoacidos polares, o que foi verificado na Tabela
3 (Artigo 1), contribuindo para esta solubilidade acentuada.

O uso de filmes a base de isolado protéico de anchoita incorporados com os
acidos orgéanicos em alimentos depende das caracteristicas do mesmo, pois, em
alguns casos, a resisténcia de filmes antimicrobianos a agua €& desejavel. A
solubilidade elevada faz com que aumente a difusdo do agente antimicrobiano para a
totalidade do alimento, resultando em baixa concentragdo deste na superficie do
mesmo (OZDEMIR e FLOROS, 2008). Em geral a maior solubilidade dos filmes, indica
menor resisténcia a agua e maior permeabilidade ao vapor de agua. Entretanto, a
elevada solubilidade e/ou permeabilidade ao vapor de agua do filme pode ser uma

vantagem para aplicagdes especificas (RAMOS et al., 2012).

3.2.4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os filmes contendo 0,50%, 0,75% e 1,50% de AS apresentaram valores
médios de PVA de 14,9, 153 e 19,3 g.mm (m? d kPa)”, como demosntrado pela
Tabela 6. O aumento da concentragdo de AS de 0,50% para 0,75% ndo apresentou

diferenca significativa da PVA, mas o aumento para 1,50% de AS resultou em
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diferenga significativa quando comparado aos demais (p<0,05). Os filmes contendo
0,50%, 0,75% e 1,50% de AB apresentaram valores médios de PVA de 15,5, 19,0 e
21,0 g.mm (m? d kPa)'. O acréscimo de 0,50 para 0,75% apresentou diferenga
significativa na PVA (p<0,05), contudo ndo houve diferenca significativa entre os
conteudos de 0,75 e 1,50% de AB.

Todos os filmes elaborados com antimicrobianos diferiram significativamente
do controle (pH 11,5) o qual apresentou PVA de 8,4 g.mm (m?d kPa)". Cagri et al.
(2001) elaboraram filmes de isolado protéico de soro de leite incorporados com acido
sérbico, no qual verificaram que a adi¢do de 1,50% de AS resultou em 44,4 g.mm (m?
d kPa)”" de PVA, sendo esse valor superior a 19,3 g.mm (m?d kPa)" encontrado no
presente estudo. Os filmes a base de isolado protéico de soro de leite adicionados de
acido soérbico podem ser facilmente penetrados pelo vapor de agua, quando
comparados aos filmes a base de IPA contendo o mesmo agente antimicrobiano.

Geralmente, os filmes a base de proteinas de pescado, tendem a ser
permeaveis devido ao elevado numero de aminoacidos polares em sua constituicao,
que contribuem pela afinidade entre filme e o vapor de agua (GARCIA e SOBRAL
2005). A elaboragao de filmes a base de isolado protéico de anchoita incorporados
com acidos organicos, resulta em filmes de maior permeabilidade ao vapor de agua,
quando comparada aos filmes sem adi¢cao destes. A incorporagao de acidos organicos
pode aumentar a permeabilidade ao vapor de agua, pois enfraquece a estrutura do
filme, o que aumenta a mobilidade da agua (MANAB et al., 2011; CAGRI et al., 2001).

3.2.5 Propriedades mecanicas

A Tabela 6 apresenta as propriedades mecanicas, resisténcia a tracado e
elongacao, dos filmes de IPA incorporados com agentes antimicrobianos. Com o
acréscimo nas concentragdes dos agentes antimicrobianos de 0,50% para 1,50%
ocorreu um aumento significativo (p<0,05) na elongacao de 28,3% para 121,3% e de
28,7% para 97,0% para os filmes incorporados com AS e AB, respectivamente.
Contudo, a resisténcia a tracdo (RT) dos filmes diminui significativamente com os
niveis crescentes de AS e AB (p<0,05). A RT dos filmes contendo 0,50% de AB (3,8
MPa) nao apresentou diferenca significativa do filme elaborado sem a adigdo dos
agentes antimicrobianos em pH 11,5 (3,9 MPa) (p<0,05). Estes resultados estao de
acordo com Cagri et al. (2004), que afirmaram que a incorporagéo de diferentes

aditivos, geralmente reduz a RT dos filmes. Segundo Zhong et al. (2011), as
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caracteristicas das solugdes acidas, tais como forga ibnica e grau de dissociagéao,
influenciam as propriedades dos filmes.

Dentre as propriedades estudadas em filmes, a resisténcia a tragcdo e a
elongacdo sdo as respostas comumente relatadas para descrever as propriedades
mecanicas dos filmes, pois estas sdo determinantes na aplicagdo do mesmo. Devido a
estes fatores, estas serdo estudadas no presente trabalho. Estas propriedades sao
influenciadas pela interagdo da proteina, agua, plastificante e agente antimicrobiano
(SIVAROOBAN et al., 2008).

Os filmes contendo 0,50 e 0,75% de AS apresentaram menor resisténcia a
tracao (2,6 e 1,4 MPa) e maior elongacao para 1,50% de AS, comparados aos filmes
contendo os mesmos conteudos de AB. Este fato se deve porque o acido soérbico
possui a estrutura de uma cadeia linear, penetrando faciimente nas cadeias de
proteina, em comparagcao ao acido benzdico que possui um anel de benzeno.
Consequentemente, o AS oferece maior mobilidade entre as cadeias de proteina,
fazendo com que o filme apresente menor RT e maior flexibilidade (CAGRI et al.,
2001).

Ramos et al. (2012) em seus estudos com filmes elaborados a base de isolado
protéico de soro de leite, incorporados com acido propiénico (PRO), verificaram que a
adicdo deste na solugédo filmogénica resulta em filmes com maior variagdo nas
propriedades mecanicas, sendo maior para a elongagao (93%) e menor para
resisténcia a tragéo (0,1 MPa). Estes resultados s&o inferiores, aos encontrados no
presente estudo no qual filmes incorporados com 1,50% de AS e AB apresentaram
valores de 1,1 MPa e 1,2 MPa para RT, 121,3% e 97,0% para elongacéo,
respectivamente. A reducdo significativa na resisténcia a tracdo em filmes
incorporados com antimicrobianos também foi observada por Chana-Thaworn et al.
(2011); Rojas-Grau et al. (2007) e Fang et al. (2002).

3.2.6 Cor e Opacidade

A cor do filme pode influenciar a aceitabilidade de um produto pelo consumidor
(SIVAROOBAN et al., 2008). Neste estudo, a cor foi representada como diferenca de
cor (AE*). A Figura 13 apresenta a diferenca de cor e a opacidade dos filmes de IPA

com e sem agentes antimicrobianos.
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Figura 13 - Diferencga de cor (AE*) e opacidade (Y) dos filmes elaborados com e sem

agentes antimicrobianos

Letras minusculas iguais indicam que nédo ha diferenca significativa, entre os diferentes antimicrobianos utilizados. 5,2 - pH 5,2 (controle sem adigao de agente

antimicrobiano); 11,5 -pH 11,5 (controle sem adigdo de agente antimicrobiano); 0,50S, 0,75S, 1,5S — 0,50%, 0,75% e 1,50% de acido sorbico (AS); 0,508,
0,75B, 1,5B — 0,50%, 0,75% e 1,50% de &cido benzdico (AB); (AE*) (E) valores referentes a diferenga de cor apresentada no eixo Y esquerdo; Opacidade

(D) valores referentes a opacidade apresentada no eixo Y direito.

Os valores de diferenca de cor e de opacidade dos filmes controle (pH 5,2 € pH
11,5) e dos filmes contendo 0,50% e 0,75% de acido benzdico, ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05), foram mais claros (menor AE*), que os demais filmes
elaborados. A diferenga de cor dos filmes elaborados com 0,50%, 0,75%, 1,50% de
AS e 0,75% e 1,50% de AB nao foi significativamente diferente (p<0,05), entretanto
estes filmes apresentaram mais escuros (maior valor AE*), em relacdo aos demais
filmes elaborados. Ramos et al. (2012) elaboraram filmes a base de isolado protéico
de soro de leite (IPSL) incorporados com acido latico e acido propiénico com AE* de
6,4 e 9,4. Estes filmes foram mais claros, que os fiimes elaborados com isolado
protéico de anchoita incorporados com os acidos organicos 0os quais apresentaram

uma variagao AE* de 64,1 a 72,9 para o controle (pH 11,5) 1,50% de AS neste estudo.
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Além disso, o musculo da anchoita apresenta uma coloragdo escura, resultando em
aumento do parametro AE*.

Em algumas aplicagbes de embalagens em alimentos, a transparéncia é uma
caracteristica importante (YOSHIDA e ANTUNES, 2009). A adicdo de agentes
antimicrobianos na solugao filmogénica reduziu a transparéncia dos filmes (Figura 11),
pois eles bloquearam a passagem da luz através do filme de uma forma mais eficaz,
aumentando a opacidade. Han e Floros (1997) observaram um decréscimo na
transparéncia do filme de polietileno de baixa densidade com a adi¢gao de sorbato de
potassio. Segundo Flores et al. (2007) o maior acréscimo de sorbato, sal do acido
sérbico, resultou em acréscimo de cor e reduziu o grau de transparéncia em filmes a

base de amido de tapioca.

3.2.7 Microestrutura dos filmes

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) foi utilizada para examinar as
superficies dos filmes controle (pH 11,5) e com maior conteudo de agentes
antimicrobianos, acido sorbico e acido benzoéico, para melhor elucidar a relacdo entre
as caracteristicas de superficie e as propriedades dos filmes. O filme controle,
apresentado na Figura 14a, apresentou uma superficie compacta e lisa, sugerindo que
foi formada uma matriz ordenada, comparavel aos filmes elaborados a partir de
isolado protéico de soro de leite e gelatina (JIANG et al., 2010).

O filme contendo 1,50% de acido sérbico, Figura 14b, apresentou pequenos
poros uniformemente distribuidos ao longo do filme. Estas descontinuidades, na
estrutura do filme, possivelmente, proporcionaram a formagao de vias preferenciais
para difusdo do vapor de agua, durante a secagem para eliminacéo do ar incorporado
durante a agitacdo no processo de elaboracido dos filmes, o que explicaria a maior
PVA do filme, quando comparado ao filme controle (pH 11,5) (BENAVIDES et al.,
2011; BODINI, 2011).
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Figura 14 - Micrografias da superficie dos filmes (a) controle (pH 11,5); (b) 1,50% de

acido sérbico; (c) 1,50% de acido benzadico.

O filme contendo 1,50% de acido benzodico, Figura 14c, apresentou uma
superficie rugosa, a qual proporciona facilidade na permeagao do vapor de agua,
resultando em um acréscimo na PVA. O efeito da incorporagdo de agentes ativos na
matriz polimérica € influenciado por diversos fatores, tais como tipo e tamanho da
molécula, além da interacdo com a macromolécula. Desta forma, os estudos
relacionados a avaliagdo da microestrutura dos filmes biodegradaveis em fungéo da
incorporacao de agentes ativos apresentam diferentes resultados (BENAVIDES et al.,
2011; ALTIOK et al., 2010).

3.2.8 Analise de espectroscopia de infravermelho (FT-IV)

Através da analise espectroscopica, pbde-se observar as principais
caracteristicas estruturais dos filmes elaborados e as interacdes entre o IPA e os
antimicrobianos. Os espectros FT-IV dos filmes controle (pH 11,5) e dos filmes
incorporados com os agentes antimicrobianos acido sorbico e acido benzdéico sao

apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Espectros de absorgéo da regiao do infravermelho dos filmes de isolado
protéico de anchoita incorporados com acido sérbico (1,50%), acido benzéico (1,50%)

e o controle (pH 11,5).

Nos espectros de todos os filmes foram observadas bandas relacionadas com
o estiramento C=0 entre 1600-1610 cm™ (amida 1), que esta de acordo com AEWSIRI
et al. (2009). A banda em 1550 cm™ corresponde a NH (amida Il) e 1250 cm™ (amida
[ll) representa as vibragdes do plano C-N e grupos N-H da banda amida. O pico
situado em torno de 1000 cm™ pode estar relacionado com as interagdes entre o
plastificante (grupo OH do glicerol) e a estrutura do filme (BERGO e SOBRAL, 2007).
A amplitude do pico amida | e Il aumentou com a adicao do acido sérbico no filme
(absorbancia 0,37), comparada com o controle (absorbancia 0,29-0,30) e o filme
contendo acido benzéico (absorbancia 0,30-0,29). Em geral, o filme contendo AS
apresentou amplitude do pico maior que os demais filmes elaborados. Estes
resultados sugerem que houve uma interagcéo entre o acido benzdico e proteina, pois
as amplitudes dos picos foram semelhantes devido a interacao entre eles.

Segundo Chen et al. (1996) as diferentes interagdes entre as macromoléculas

e os antimicrobianos, resultam em taxas de difusdo, graus de inibicao e resultados
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diferentes. O espectro da regido do infravermelho do filme controle e incorporado com
AB indicam uma interagdo entre eles. Esta interacdo, pode ter influenciado no
potencial antimicrobiano do acido benzdico o qual diminui em 2 e 1 log a multiplicagdo
da Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 ao longo dos 12 dias de

armazenamento, sempre em relagdo ao tempo zero de inoculacéo.

3.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com os

acidos organicos

Os resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes realizada
pelo método disco difusao, com e sem incorporagao de acido sérbico e acido benzéico

sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Atividade antimicrobiana de filmes a base de isolado protéico de anchoita
com ou sem incorporagdo de agentes antimicrobianos.
Letras minusculas iguais para o mesmo microrganismos indicam que nao ha diferenca significativa, entre os diferentes antimicrobianos

utilizados. 5,2 - pH 5,2 (controle sem adi¢do de agente antimicrobiano); 11,5 -pH 11,5 (controle sem adigdo de agente antimicrobiano);
0,508, 0,758, 1,58 — 0,50%, 0,75% e 1,50% de acido sorbico (AS); 0,50B, 0,75B, 1,5B — 0,50%, 0,75% e 1,50% de acido benzéico (AB).
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Os resultados obtidos demonstraram que os filmes controle ndo promoveram
inibicdo na multiplicagdo dos microrganismos testados. Indicando, que somente o pH
destes filmes, sem adigao de agente antimicrobiano, nao é efetivo para a inibigdo da
multiplicagdo dos microrganismos testados. O mesmo comportamento foi verificado no
estudo de Pérez et al. (2011), onde filmes controle pH 5,2 e 6,0 sem adicdo de
agentes antimicrobianos n&o apresentaram efeito inibitério.

O AS e o AB sao acidos organicos mais eficazes na forma nao-dissociada,
devido a sua maior capacidade de penetrar na membrana citoplasmatica das bactérias
(CAGRI et al., 2001). Em pH 5,0 cerca de 30,0% do acido sorbico e 12,8% do acido
benzéico estdo na forma nao-dissociada (MASSAGUER, 2006). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os filmes contendo 1,50% de AS e AB na inibicéo
da Escherichia coli O157:H7 e 0,75% de AS e AB na inibicdo de Listeria
monocytogenes. Segundo Manab et al. (2011) e Mani-Lépez et al. (2011) a inibicdo da
multiplicagdo dos microrganismos por acidos organicos, ocorre devido a liberagdo de
prétons no citoplasma e o acumulo de anions, que fazem com que a velocidade da
sintese de macromoléculas seja diminuida, afetando o transporte de nutrientes através
da membrana celular.

Segundo Beales (2004) a eficacia dos acidos organicos nao depende somente
dos valores do pKa, mas também do tipo de microrganismo testado. A Listeria
monocytogenes € um bactéria Gram-positiva, que possui uma parede celular
composta por grossas camadas de peptidioglicano (20 a 80 nm) depositada sobre
membrana citoplasmatica. Essa substancia €& responsavel pela morfologia das
bactérias e também pela sua resisténcia a fatores fisicos como pressao, congelamento
entre outros, mas sensiveis aos agentes quimicos (TONDO e BARTZ, 2011; JAY,
2005). Este fato, explica a inibicdo da L. monocytogenes por 0,50% e 0,75% de &cido
sérbico e acido benzdico, entretanto estas concentragdes ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), quanto a inibicdo. Todavia, os demais microrganismos testados
nao apresentaram inibicdo para a minima concentragdo destes antimicrobianos
(p<0,05).

Cagri et al. (2001) elaboraram filmes a base de isolado protéico de soro de leite
incorporados com diferentes conteudos de AS. Este agente antimicrobiano foi testado
frente a E. coli O157:H7 e L. monocytogenes, onde apresentou um halo de inibigao,
para a maior concentracdo de AS, de 21,3 e 32,0 mm, respectivamente. Para
elaboragao destes filmes, eles utilizaram como agentes acidificantes, para ajuste de

pH, o acido latico e o acido acético que pode ter contribuido sinergisticamente para
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essas inibi¢cdes, justificando a maior inibigdo quando comparada com o presente
estudo. Entretanto, Benavides et al. (2011) verificaram que filmes incorporados com
1,50% (p/v) de 6leo de orégano resultava em um halo total de inibicdo de 22,8 mm
frente a L. monocytogenes , sendo esta inibicao inferior ao encontrado neste estudo, o
qual apresentou um halo total de inibicdo de 30,0 mm para 1,50% de AB.

A S. Enteritidis foi inibida pela maior concentracdo de AB e AS (1,50%),
entretanto o tipo de antimicrobiano nao apresentou diferenca significativa (p<0,05) em
relagdo ao didmetro do halo total de inibicdo. Segundo Cagri et al. (2001) a quantidade
difundida de antimicrobianos, incorporados com 0,50% ou 0,75% AS, através dos
discos de filme a base de isolado protéico de soro de leite foi muito baixa para inibir S.
Typhimurium.

Segundo Manab et al. (2011) a difusdo dos agentes antimicrobianos, a partir do
disco do filme, depende do tamanho, forma e polaridade da molécula de difusao, bem
como da estrutura quimica do filme e do grau de ligagbes moleculares. Na literatura,
existem muitos estudos de filmes antimicrobianos elaborados a base de isolado
protéico de soro de leite e de soja. Entretanto, ha poucas pesquisas envolvendo filmes
a base de proteina de pescado como macromolécula para o desenvolvimento de
filmes antimicrobianos o que dificulta comparacgdes entre as pesquisas. O S. aureus,
apesar de ser um microrganismo Gram-positivo, ndo apresentou inibicdo nos
diferentes niveis e tipos de agentes antimicrobianos testados. Segundo Silveira (2005)
os sais de acido sorbico, sorbatos, inibem S. aureus, bactérias psicrotréficas entre
outros.

A atividade antimicrobiana estudada no presente estudo foi baseada na
medi¢do da zona de inibi¢do dos discos do filme, onde a multiplicagdo dos patégenos
foi inibida (RAMOS et al. 2012). A forma da molécula do agente antimicrobiano (linear,
ramificada, ciclica) pode ter impacto na taxa de difusao deste. Chen (1996) mediu a
taxa de difusao de acido sorbico e acido benzdico incorporado em solugao filmogénica
de agua, glicerol e quitosana onde 57% de AS e 65% de AB foram liberados pelos
filmes. As diferentes interacoes de AS e AB nos filmes a base de IPA, resultam em
taxas de difusdo, graus de inibicdo e resultados diferentes. O efeito dos agentes
antimicrobianos destes depende da interagao deles com a macromolécula utilizada na

elaboragao do filme.
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3.4 Aplicacao dos filmes de maior atividade antimicrobiana em carne bovina

Os filmes incorporados com 1,50% de AS e AB obtiveram a maior halo total de
inibigao frente aos microrganismos E. coli O157:H7 e L. monocytogenes. Devido a isto,
estes filmes foram utilizados como embalagem ativa da carne bovina inoculada com
4,89.10* UFC. mL" de E. coli 0157:H7 e 4,67.10° UFC.mL" de L. monocytogenes para
avaliar o efeito antimicrobianos destes na superficie da carne bovina.

A carne bovina continha 70,2% de umidade, 22,3% de proteina, 6,6% de
lipideos e 1,1% de cinzas. Estes valores sao semelhantes aos descritso pela TACO
(2011) para carne bovina com baixo teor de lipideos, a qual apresenta 69,5% de
umidade, 21,6% de proteina, 7,8% de lipideos e 1,0% de cinzas. Devido a elevada
porcentagem de umidade e nutrientes, a carne bovina € um excelente meio de cultura
para sobrevivéncia e multiplicacdo de grande niumero de microrganismos capazes de
causar toxinfecgdes no homem (JAY, 2005; PARDI et al., 2001). Além disso, a
composic¢ao dos alimentos também pode afetar o mecanismo de migragéo do agente
antimicrobiano para a estrutura dos alimentos (ZINOVIADOU et al., 2009).

As analises realizadas na carne bovina ndo detectaram bolores e leveduras,
entretanto foram observados 20 UFC.g" (estimada) de psicrotréficos 13 UFC.g”
(estimada) de mesofilos. Pode-se atribuir estes resultados a qualidade da matéria-
prima devidamente manipulada, processada e armazenada em temperaturas
adequadas, confirmando o que foi relatado por Forsythe (2002).

A Figura 17 apresenta a contagem pelo método de plagueamento em gotas de
microrganismos das amostras de carne bovina inoculadas com E. coli e L.
monocytogenes e embaladas com e sem filmes antimicrobianos durante o
armazenamento a 5,0°C. Como pode ser visto, a partir da Figura 17, foi observada
diferencga significativa (p<0,05) entre os microrganismos L. monocytogenes e E. coli
0O157:H7, mas nao entre os filmes antimicrobianos e o controle no primeiro dia de
armazenamento (dia zero). Zinoviadou et al. (2010) em seus estudos verificaram que
no dia zero de armazenamento nao houve diferenca significativa entre os filmes
controle e incorporados com antimicrobianos, indicando que a presenca de proteina,
plastificante ou antimicrobianos n&o afetaram a multiplicacdo das bactérias estudadas,

logo que foram embalados.
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Figura 17 — Efeito dos filmes antimicrobianos (p/v na solugao filmogénica) sobre a
multiplicagao de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes em carne bovina.
Letras mindsculas iguais no mesmo dia de armazenamento indicam que ndo ha diferenga significativa, entre os diferentes
antimicrobianos utilizados e o controle. CL — controle filme de polietileno/carne bovina inoculada com L. monocytogenes; CE — controle
filme de polietileno/ carne bovina inoculada com E. coli O157:H7; ABL — filme com 1,50% &cido benzdico/ carne bovina inoculada com L.
monocytogenes; ASL - filme com 1,50% acido sérbico/ carne bovina inoculada com L. monocytogenes; ABE - filme com 1,50% acido

benzéico/ carne bovina inoculada com E. coli O157:H7; ASE - filme com 1,50% acido soérbico/ carne bovina inoculada com E. coli

0157:H7; CPG: contagem de microrganismos pelo método de plagueamento em gotas.

Houve um aumento na populagéo de L. monocytogenes e de E. coli O157:H7
para o controle do 2° ao 12° dia de armazenamento, em relacdo as demais amostras
embaladas com filmes antimicrobianos. O controle, para os diferentes microrganismos,
foi um filme de polietileno, o qual ndo estava incorporado com agentes
antimicrobianos, o que indica que a presenca de uma embalagem convencional, ou
filme sem antimicrobiano, aliada a temperatura de refrigeragdo, néo inibiria a
multiplicagédo de qualquer uma das bactérias estudadas (EMIROGLU et al., 2010;
ZINOVIADOU et al., 2009). Segundo Franssen e Krochta (2003), a adicao de agentes
antimicrobianos em filmes reduz a multiplicagdo de microrganismos patégenos na
superficie dos alimentos.

No 2° dia de armazenamento os filmes contendo AB e AS, aplicados em carne

inoculada com L. monocytogenes, nao apresentaram reducéao significativa (p<0,05) na
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multiplicagdo da mesma. O mesmo comportamento foi verificado para os filmes
incorporados com AB e AS utilizados para o controle de E. coli O157:H7. Segundo
Harris e Thorarensen (2004) os antimicrobianos podem agir sobre as bactérias
patdgenas a partir da interrupcdo de sua multiplicagdo, exercendo um efeito
bacteriostatico. Este comportamento foi observado no presente estudo até o 4° dia de
armazenamento, no qual a multiplicacado da E. coli O157:H7 foi significativamente igual
(p<0,05) para as amostras embaladas com AS e AB.

Entretanto, os filmes de AB e AS reduziram a multiplicagdo da L.
monocytogenes de 4,30.10° e 4,33.10° UFC.g™" do 2° dia, para 6,11.10* e 7,11.10*
UFC.g" no 4° dia de armazenamento. A L. monocytogenes é um microrganismo
Gram-positivo, que possui uma parede celular na qual os antimicrobianos se difundem
com maior facilidade, comparada aos microrganismos Gram-negativos, eles sdo mais
susceptiveis a agdo de determinados antimicrobianos (JAY, 2005; TONDO e BARTZ,
2011). No 6° dia de armazenamento, os diferentes antimicrobianos tiveram o mesmo
efeito de inibicdo para a E. coli O157:H7 e L. monocytogenes (p<0,05). Contudo, neste
tempo de armazenamento a E. coli O157:H7 e a L. monocytogenes apresentaram uma
diferenca de 3 log UFC.g™", comparadas com as amostras controle.

A partir do 8° até o 12° dia de armazenamento, os filmes contendo AB inibiram
significativamente os microrganismos E. coli O157:H7 e a L. monocytogenes em 1 log
e 2 log UFC.g", em relagdo ao dia zero de incubacdo. O AB apresentou um
comportamento bactericida, pois ocorreu uma diminuicdo na multiplicagcdo dos
microrganismos, enquanto que AS apresentou um comportamento bacteriostatico no
qual a populagdo de microrganismos nao apresentou diferenga significativa (p<0,05),
desde o 6° dia de armazenamento. Zivanovic et al. (2005), em seus estudos com filme
a base de quitosana, verificaram a diminuicdo de 1 a 3 unidades logaritmicas em
numeros de patdégenos, sendo este numero semelhante ao encontrado neste trabalho.
Ousallah et al. (2004) relataram uma reducéo de 0,95 log de Pseudomonas spp. em
musculo de carne, revestido com filmes a base de proteinas de leite incorporados com
1% (p/v) 6leo de orégano, apos 7 dias de armazenamento a 4 °C.

Zinoviadou et al.(2009) verificaram que as embalagens de filmes a base de
isolado protéico de soro de leite incorporado com 6leo de orégano, resultaram na
reducdo de 3 log UFC.g" na contagem total de células viaveis em cortes de carne
bovina, comparado ao controle no 8° dia de armazenamento sob refrigeragdo. No

presente estudo também foi verificada a redugdo de 3 log UFC.g" de L.
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monocytogenes na carne bovina embalada com AS e AB no 8° dia de armazenamento
a 5°C, em relagao ao controle.

Em relagdo ao filme de polietileno, controle, os filmes contendo AS frente as
bactérias a Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes obtiveram uma
contagem 5 e 4 log UFC.g" menores, respectivamente. O AB frente a estas bactérias,
obtiveram uma contagem 6 e 5 log UFC.g™" ao final do 12° dia de armazenamento,
respectivamente. Estes resultados comprovaram que os filmes elaborados a base de
isolado protéico de anchoita incorporados com acido sérbico e acido benzdico foram
eficazes no controle da multiplicacdo de Escherichia coli O157:H7 e a Listeria

monocytogenes.



93

4. CONCLUSAO
Este estudo demonstrou que a incorporagdo de distintos compostos

antimicrobianos em concentragdes diferentes, apresenta diferentes graus de eficacia
frente aos microrganismos alvo. A maior atividade antimicrobiana dos filmes a base de
isolado protéico de anchoita (Engraulis anchoita) incorporados com a maior
concentragao (1,50%) de acido sorbico ou acido benzéico foi demonstrada contra
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytrogenes e Salmonella Enteritidis.

O mesmo efeito inibitério foi observado quando os filmes antimicrobianos foram
aplicados em carne bovina contra L. monocytogenes e E. coli O157:H7, sendo que os
filmes incorporados com acido benzbico, apresentaram maior inibicdo quando
comparados aos filmes contendo acido sorbico e os filmes controle para os dois
microrganismos testados

As propriedades dos filmes de isolado protéico foram afetadas pela adi¢ao de
diferentes concentragdes do acido sérbico e acido benzdico. A adigdo de maiores
concentragcoes de acido soérbico e acido benzdico mostrou maior elongacao,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, diferenca de cor e opacidade, quando
comparado aos filmes com controle e incorporados com acido benzdico. Entretanto,
ocorreu uma diminuicdo na resisténcia a tracdo dos filmes antimicrobianos. Foi
observada uma mudanga nas interagdes intermoleculares entre as moléculas de
isolado protéico e acido sorbico e benzodico conforme determinado pela espectroscopia
no infravermelho. As imagens de microscopia eletrénica de varredura na superficie do

filme revelaram microporos nos filmes contendo 1,50% de acido sorbico..
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4. CONCLUSAO GERAL
A maior atividade antimicrobiana dos filmes a base de IPA incorporados com

maiores concentracdes de acido sorbico (AS) e acido benzodico (AB) foi demonstrada
contra E. coli O157:H7, L. monocytrogenes e S. Enteritidis.

O mesmo efeito inibitério foi observado quando os filmes incorporados com
antimicrobianos foram aplicados em carne bovina contra L. monocytogenes e E. coli
0O157:H7, sendo que os filmes incorporados com AB, apresentaram maior inibicao
quando comparados aos filmes controle e contendo AS para os dois microrganismos
testados.
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Apéndice 1

Efeitos estimados para a resposta solubilidade — S (%)

Variaveis Efeito Erro padrao Valor Valor p
Médialinteragao 37,29 0,35 104,30 0,000092
(1)Proteina (L) 4,08 0,83 4,86 0,039743
(2)Plastificante (L) 9,21 0,83 10,98 0,008189
(3)Temperatura (L) 9,88 0,83 11,77 0,007134
1L com 2L 1,35 0,83 1,61 0,247508
1L com 3L -0,18 0,83 -0,21 0,849939

2L.com 3L -0,505 0,83 -0,65 0,5079273




Apéndice 2

Coeficientes de regressao para a solubilidade — S (%)
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Coeficiente de

Variaveis regresséo Erro padrao Valort Valorp
Médialinteragao 37,30 0,35 104,30 0,000092
(1)Proteina (L) 2,04 0,42 4,86 0,039743
(2)Plastificante (L) 4,60 0,42 10,98 0,008189
(3)Temperatura (L) 4,93 0,42 11,77 0,007134
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Apéndice 3

Analise de variancia (ANOVA) para a resposta solubilidade — S (%)

Fonte de Soma Grau Média

variagdo quadratica liberdade quadratica Teste F Franosn)  FeaclFiao

Regressao 400,78 3 133,60 23,64 412 5,74
Residuo 39,53 7 5,65
Fglta de 39,53 5
ajuste
Erro puro 2,81 2

Total 440,31 10
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Apéndice 4
Efeitos estimados para a resposta resisténcia a tragdo — RT (MPa)
Variaveis Efeito Erro padrao Valor t Valor p

Média/interagao 1,68 0,01 123,90 0,000065
(1)Proteina (L) -0,44 0,03 -13,88 0,005152
(2)Plastificante (L) -1,45 0,03 -45,55 0,000482
(3)Temperatura (L) -1,40 0,03 -43,83 0,000520
1L com 2L 0,12 0,03 3,68 0,066389
1L com 3L 0,37 0,03 11,68 0,007247

2Lcom 3L 0,500 0,03 15,76 0,004002
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Apéndice 5

Coeficientes de regressao para a resposta resisténcia a tragédo — RT (MPa)

Coeficiente de

Variaveis regresséo Erro padrao Valort Valorp
Médialinteragao 1,68 0,01 123,90 0,000065
(1)Proteina (L) -0,22 0,01 -13,88 0,005152
(2)Plastificante (L) -0,73 0,01 -45,55 0,000482
(3)Temperatura(L) -0,70 0,01 -43,83 0,000520
1L com 3L 0,19 0,01 11,68 0,007247

2L com 3L 0,25 0,01 15,76 0,004002
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Apéndice 6

Analise de variancia (ANOVA) para a resposta resisténcia a tragdo — RT (MPa)

Fonte de Soma Grau Média

variagio quadratica liberdade quadratica Teste F Fiabos)  FeaclFiao

Regressao 9,31 5 1,86 93,0 5,05 18,42
Residuo 0,13 5 0,02
Falta de ajuste 0,13 3
Erro puro 0,00 2

Total 9,44 10
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Apéndice 7

Efeitos estimados para a resposta elongagao — E (%)

Variaveis Efeito Erro padrao Valor t Valor p
Médialinteragao 21,90 0,14 153,66 0,000042
(1)Proteina (L) 7,91 0,33 23,68 0,001779
(2)Plastificante (L) 12,66 0,33 37,89 0,000696
(3)Temperatura (L) 6,66 0,33 19,94 0,002506
1L com 2L 2,03 0,33 6,10 0,025860

1L com 3L -1,46 0,33 -4,38 0,048445

2L.com 3L 1,59 0,33 4,75 0,041566
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Apéndice 8

Coeficientes de regressao para a resposta elongagéo — E (%)

Variaveis decizf::is?;: Erro padrao Valor t Valor p
Médialinteragao 21,89 0,14 153,66 0,000042
(1)Proteina (L) 3,96 0,17 23,68 0,001779
(2)Plastificante (L) 6,33 0,17 37,89 0,000696
(3)Temperatura (L) 3,33 0,17 19,93 0,002502
1L com 2L 1,01 0,17 6,10 0,025860
1L com 3L -0,73 0,17 -4,38 0,048445

2L com 3L 0,80 0,17 4,75 0,041566
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Apéndice 9

Analise de variancia (ANOVA) para a resposta elongagéo — E (%)

Fonte de Soma Grau Média

variagio quadratica liberdade quadratica TesteF Fubesw  Foaro/Fan

Regressao 552,74 6 92,12 15,60 6,16 2,53
Residuo 23,64 4 5,91
Falta de ajuste 23,64 2
Erro puro 0,44 2

Total 576,38 10
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Apéndice 10
Teste de difusdo em discos

(a) Filmes expostos a luz UV; (b) corte asséptico dos filmes; (c) indculos dos diferentes
microrganismos; (d) padrao 0,5 Mc Farland e (e) placas preparadas para serem

inoculadas.
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Apéndice 11

Aplicagao dos discos de filmes incorporados com agentes antimicrobianos

(a) Discos dos filmes incorporados com agentes antimicrobianos, suabe e placas com
agar MH; (b) aliquota retirada do inéculo; (c) aplicacao dos discos dos filmes
incorporados com antimicrobianos nas placas inoculadas com os diferentes

microrganismos e (d) placas incubadas invertidas.
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Apéndice 12
Halo total de inibicao

(a) Halo total de inibicdo da E.coli O157:H7 pelo filme incorporado com 1,50% de AB;

(b) Halo total de inibicdo da E.coli O157:H7 pelo filme incorporado com 1,50% de AS;

(c) Halo total de inibigdo da L. monocytogenes pelo filme incorporado com 1,50% de

AB; (d) Halo total de inibicdo da L. monocytogenes pelo filme incorporado com 1,50%

de AS e (e) Halo total de inibicado de filmes controle (pH 5,2 e 11,5) e 1,50% de AS e
AB.
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Apéndice 13
Aplicagao dos filmes incorporados com AS ou AB como embalagem em carne bovina

(a) Filmes incorporados com agente antimicrobiano; (b) corte em tiras dos filmes
antimicrobianos; (c) tiras dos filmes antimicrobianos; (d) caixa de acondicionamento da
carne bovina para transporte; (e) placa de polietileno e balanga para corte e pesagem

da amostra de carne bovina.
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Apéndice 14
Carne embaladas com os diferentes tratamentos

h

L] miwAnBAD

(a) corte da carne bovina; (b) pesagem da amostra de carne bovina; (c) amostra de
carne inoculada com E. coli O157:H7 embalada com o filme controle; (d) amostra de
carne inoculada com L. monocytogenes embalada com o filme controle; (e)
armazenamento das amostras embaladas com filmes com e sem incorporacgao de

agentes antimicribianos; (f) temperatura de armezenamento.
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Apéndice 15

Contagem pelo método de gotas
T

(a) Retirada do filme da amostra de carne bovina; (b) desenvolvimento do trabalho; (c)
amostras em agua peptonada estéril; (d) inoculagao das plcas pelo método de
plagueamento em gotas; (e) placas incubadas invertidas; (f) contagem no 2° dia de
armazenamento da L. monocytogenes; (g) contagem no 2° dia de armazenamento da
E. coli O157:H7.



