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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antimicrobiana de biofilmes elaborados com proteinas de residuos
de filetagem de dourada (Brachyplatysoma rousseauxii) com 6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata), e analisar as
propriedades tecnoldgicas dos filmes. Foram elaborados dois biofilmes, com 2% de proteinas miofibrilares extraidas de aparas de
filetagem e outro com 2% de gelatina da pele de dourada, pelo método de casting. As concentragdes de 6leo essencial de cravo
foramde 0, 1, 1,5 e 2% em relagao ao volume de solugdo. Foi avaliada a atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusao
e também feitas analises mecénicas, de barreira, espessura, cor e caracteristicas morfoldgicas e estruturais por microscopia
eletrbnica de varredura. Os biofilmes com 6leo essencial de cravo apresentaram excelentes valores de permeabilidade a vapor
d’adgua e de elongacéo contribuindo para melhor aplicagdo em alimentos, assim como apresentou coloragdo amarela clara.
Os biofilmes de proteinas miofibrilares apresentaram efeito inibitorio frente as bactérias Gram positivas, Staphylococus aureus
e Enterococus fecalis. Os biofilmes de gelatina com OEC n&o inibiram o crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Palavras-chave: embalagem ativa; micro-organismos; residuos industrias

Technological and antimicrobial properties of fish protein biofilms
with clove essential oil

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the antimicrobial capacity of biofilms, made with protein obtained from filleting
residues of dourada (Brachyplatysoma rousseauxii) added of clove essential oil (Eugenia caryophyllata), and to analyze the
technological properties. Two biofilms were elaborated, one with 2% myofibrillar proteins extracted from filleting shavings and
the other one with 2% dourada skin gelatin, by the casting method. The clove essential oil concentrations were 0, 1, 1.5 and 2%
in relation to the volume of the solution. The antimicrobial activity was evaluated by the disk diffusion method and mechanical
analyses as barrier, thickness, color and morphological and structure characteristics by the scanning electron microscopy were
performed. The biofilms added of clove essential oil presented excellent values of water vapor permeability and high values of
elongation, contributing for the better application in foods, as well as they presented yellow color with low intensity. The biofilms
with myofribillar proteins presented inhibitory effect in the concentrations used against the Gram positive bacteria, Staphylococus
aureus and Enterococus fecalis. The gelatin biofilms added of clove essential oil did not inhibit the growth of Gram positive and
Gram negative bacteria.

Key words: active packaging; microorganisms; industry residues
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Introducao

A cadeia produtiva de pescado produz residuos organicos
e inorganicos que podem ser aproveitados a fim de
reduzir os impactos ambientais, ameacas a saude publica,
gerando empregos e acelerando o crescimento econémico.
Estes residuos (aparas de filetagem e peles) podem ser
transformados em novos produtos pela industria aumentando
a renda e criando novos empregos. As aparas e peles contém
alto teor de proteinas, miofibrilares e colageno, que possuem
habilidade para formar redes, plasticidade e elasticidade, boa
barreira ao oxigénio podendo ser utilizados na elaboragdo de
filmes biodegradaveis (Cortez-Vega et al., 2013).

Os biofilmes também podem proteger o produto
embalado de danos fisicos, como esmagamentos e rupturas,
e/ou bioldgicos, contaminagdes por micro-organismos,
aumentando a validade do alimento, sendo importante na
estocagem e comercializagdo. As propriedades mecanicas dos
biofilmes podem ser melhoradas quando incorporado aditivos
plastificantes, tornando-os mais eldsticos, sendo compativeis
com os biopolimeros (Zavareze et al., 2014).

As embalagens ativas sdo assim denominadas quando
incorporadas de agentes antimicrobianos e/ou antioxidantes
para melhorar a performace dos biofilmes. Entre estes agentes
estdo os Oleos essenciais que possuem compostos com
grande a¢do antimicrobiana, podendo agir em quantidades
adequadas sobre bactérias resistentes (Gobbo-Neto & Lopes,
2007). Pesquisas realizadas relacionam os 6leos essenciais
com atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas
e deteriorantes relacionados a alimentos e as embalagens
ativas ndo somente protegem, mas também podem interagir
com o produto embalado (Gdmez-Estaca et al., 2010).

O dleo essencial de cravo-da-india (Eugenia caryophyllata)
apresenta como principal constituinte quimico o eugenol,
além de outros compostos fendlicos de forma minoritaria,
B-cariofileno, a-humuleno, que exibem comprovada atividade
antimicrobiana, antiinflamatdria e antioxidante (Gobbo-Neto
& Lopes, 2007). Os agentes antimicrobianos presentes nos
oleos essenciais sdo liberados lentamente na superficie do
alimento, permanecendo em altas concentragGes por muito
tempo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades
tecnoldgicas dos filmes e a capacidade antimicrobiana do
oleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) aplicado aos
biofilmes de proteinas miofibrilares e de gelatina retiradas
de residuos da filetagem de dourada (Brachyplatysoma
rousseauxii).

Material e Métodos

Foram utilizados residuos (peles e aparas) oriundos
do processo de filetagem de dourada (Brachyplatysoma
rousseauxii), obtidas no Mercado Municipal Ver-o-Peso,
Belém, Para. O éleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata)
com concentragdo de 85,74% do eugenol foi adquirido da
empresa Quinari’ Fragrancias e Cosméticos Ltda.
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Para a obtencdo das proteinas miofibrilares da dourada
utilizou-se metodologia proposta por Aradjo et al. (2018).
A massa muscular foi misturada com trés volumes de agua
destilada a 5°C e centrifugada a 10.000 rpm durante 2 minutos
a 4°C em centrifuga refrigerada (Thermo Fisher, Multifuge
X1R) e em seguida foi filtrada em camada de tecido de faillet.
O material retido foi misturado com 5 volumes de solugdo de
cloreto de sédio 50 mM (Synth PA-ACS) a 5°C por 5 minutos
e submetido a filtracdo, este processo foi repetido mais duas
vezes. ApOs estas etapas, as proteinas miofibrilares foram
distribuidas em bandejas de ago inoxidavel, congelada a-22°Ce
liofilizadas a -60°C por 48 horas (Liotop, L101). Posteriormente,
as proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) foram peneiradas
em Tyler 35 (abertura 0,42 mm) e mantidas sob congelamento,
até a utilizacdo. O rendimento foi calculado pela razdo entre a
massa final e a massa inicial de proteinas multiplicado por 100.

Para a extracdo da gelatina das peles da dourada foi
utilizando o método descrito por Silvaet al. (2017) com
adaptacdes. As peles foram cortadas e colocadas em solugdo
decloretode sédio 0,6M (1/5 p/p) a 25+12Ce agitadasa 85 rpm
por 15 minutos em incubadora Shaker (Lucadema, Luca 223).
Em seguida foi adicionada solucdo de NaOH 0,3M a 25+19C,
com agitacao de 85 rpm por 15 minutos e posteriormente, a
solugdo de dcido acético (C,H,0,) 0,02M a 25+1°C a 85 rpm
por 60 minutos. Apds cada etapa de pré-tratamento com as
solugdes as peles foram lavadas trés vezes em agua corrente e
depois foi adicionada 4dgua destilada na propor¢do 1/5 (peso
pele/peso solucdo) e aquecida em banho-maria (Modelo TE
— 057) a 649C. A solucdo final foi filtrada (tecido faillet), o
material retido foi acondicionado em bandejas de ago inox,
congelada e liofilizada (Liotop, Modelo L101) a -602C por 48
horas, pesado e armazenado em embalagens de polietileno,
a vacuo. Para o cdlculo de rendimento foi realizado a razdo
entre o peso da gelatina seca pelo peso umido de pele fresca
multiplicado por 100.

Elaboracdo dos biofilmes de proteinas miofibrilares

Os biofilmes de proteinas miofibrilares foram elaborados
de acordo com Limpan et al. (2010) com modifica¢Ges, no
qual o preparo da solucdo filmogénica consistiu na suspencao
de 2% proteinas em agua destilada (p/v). O pH da solugdo foi
ajustado a 11, com hidroxido de sédio 2M (Cinética, NaOH-
PA) e adicionado 15% de plastificante (Isofar, Glicerina PA com
99,5% de pureza). A solugdo final foi homogeneizada (Turratec
-Tecnal, TE-102) a 10.000 rpm durante 5 minutos e aquecida a
70°C em banho-maria (TECNAL, TE-057) durante 30 minutos.
Posteriormente, a solugdo foi resfriada para incorporar o éleo
essencial de cravo (OEC) nas concentragOes de 1%, 1,5%, e 2%
em relacdo a massa total da solugdo filmogénica (Mattei et al.,
2013) e o surfactante Lauril Sulfato de Sédio (SDS), 70% em
relagdo a massa de dleo (Davango et al., 2007). Foi elaborado
biofilme sem o éleo para ser utilizado como branco.

Elaboracdo dos biofilmes de gelatina
Os biofilmes de gelatina foram elaborados a partir da
diluicdo de 2% de gelatina (m/v) e 15% de glicerol (em relagdo
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a massa de gelatina) em &4gua destilada (p/v), conforme
a proposto por Silva et al. (2017) com modificagGes. Em
seguida, a mistura foi aquecida em banho-maria a 70 °C e
homogeneizada (Turatec TE-102) por 15 minutos, formando
a solugdo filmogénica. O dleo de cravo foi incorporado nas
concentracdes de 1%, 1,5%, e 2% em relacdo a massa total
do filme (Mattei et al., 2013) e o surfactante SDS a 70% foi
adicionado em relagdo a massa de 6leo (Davanco et al., 2007).
Também foi elaborado biofilme sem o éleo para ser utilizado
como branco.

De acordo com o método casting 120 mL da solugdo
filmogénica de proteinas miofibrilares e de gelatina obtidas
foram adicionadas em suporte de silicone (22cm de diametro
x 3cm de altura) e submetidas a secagem a 25 °C por 16hs em
estufa incubadora DBO (QUIMIS, Q315M). Apds a secagem
os biofilmes formados foram acondicionados em embalagens
de polietileno e mantidos em temperatura ambiente para
realizagdo das andlises.

Propriedades dos biofilmes

A espessura dos biofilmes foi medida por micrometro
digital com resolucédo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54) em
seis locais aleatérios obedecendo a um afastamento da borda
de 60 mm (Limpan et al., 2010). A cor foi determinada em
triplicata, utilizando colorimetro MINOLTA modelo CR 310,
obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade
do vermelho), b* (intensidade do amarelo), C* (valor do
croma), h* (d4ngulo de tonalidade) e diferenca total de cor
(AE*) e nos valores de Croma (AC).

As propriedades mecanicas, resisténcia a tracdo (RT) e
percentual de alongamento na ruptura (%E) dos biofilmes
foram determinadas em oito corpos de provas empregando-se
metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em texturOmetro
(Stable Micro Systems, modelo TA. XT- plus). A separagdo
inicial das garras e a velocidade foram de 50 mm e 1 mm.s™,
respectivamente. As amostras foram cortadas em tiras de
100mm de comprimento e 25mm de largura (Limpan et al.,
2010) e as respostas foram calculadas pela equacdo 1 (RT
= Fm/A) onde: RT = resisténcia a tracdo (MPa); Fm = forca
maxima no momento da ruptura do filme (N); A = drea da
secgdo transversal do filme (m’) e a equagdo 2 (E =dT/d . x
100) onde: E = elongacdo (%); d. _ distdncia total no momento
da ruptura (mm); d = distancia inicial de separagdo das
garras (50 mm).

Para medir a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi
utilizado método modificado ASTM (American Society for
Testing and Materials, 1995) descrito por Arfat et al. (2014).
Os filmes foram colocados em recipiente de permeagdo de
vidro com 4,5 cm de didmetro e 7,0 cm de altura contendo
10g de silica gel seca (0% UR; 0 Pa de pressdo de vapor de agua
a 30 °C) com adesivo de silicone. Em seguida, os recipientes
de permeacdo foram colocados em dessecadores com agua
destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor
a 30 °C) e pesados a cada hora durante 10 h. A PVA dos filmes
foi calculada com a equagdo 4 (PVA = W.X/A.t.AP) onde: PVA

inicial
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= permeabilidade ao vapor de agua (g m2 s Pa?); W = ganho
de peso pelo dessecante (g); X = espessura do filme (mm); A
= drea da superficie do biofilme exposto (m?); t = tempo de
incubagdo (hs); AP = diferenca de pressdo parcial (Pa). Trés
corpos de provas foram usados para testes de PVA.

Para determinacdo da solubilidade foi estabelecida
a matéria seca inicial em estufa a 105 °C/24h em filmes
recortados com 2cm de diametro. Apds a primeira pesagem,
as triplicatas de cada amostra foram imersas em 50mL de
agua. O sistema foi agitado em incubadora Shaker refrigerada
(Cielanb, modelo CE-725B) a 150 rpm por 24 horas a 25°C.
ApOs este periodo, as amostras foram removidas e secas
(105°C por 24 horas), para determinar a matéria seca nao
dissolvida em dgua em triplicata (Gontard et al., 1994).

A microestrutura da superficie superior do biofilme foi
determinada utilizando microscépio eletronico de varredura
(MEV) (Leo-Zeiss, modelo 1430).

Para realizar os testes de suscetibilidade antimicrobiana
por disco-difusdo foram utilizados os micro-organismos
patogénicos bactérias Gram-positivas: Staphylococus aureus
INCQS 00039 (ATCC 6538) e Enterococus fecalis INCQS 00234
(ATCC 2912) e Gram-negativas: Escherichia coli INCQS 00033
(ATCC 25922), e Salmonella typhimurium INCQS 00150 (ATCC
14028), que sdo frequentemente relacionadas a contaminagdo
em alimentos (Ushimaru et al., 2007; Ayala-Zavala et al., 2009;
Santos et al., 2011). As cepas foram cedidas pela Fundagdo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ, Brasil.

A atividade antimicrobiana foi avaliada em triplicata pelo
método de disco-difusdo em 4gar de acordo com metodologia
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2015). As suspensdes bacterianas foram cultivadas por 18h
a 36°2C em caldo Mueller-Hinton (Difco). Posteriormente,
uma nova inoculagdo foi feita nas mesmas condicdes, porém
incubadas somente por 6h (para uso do inéculo recente). A
concentragdo da suspensao bacteriana foi ajustada a escala
0,5 de McFarland (1,5 x108 UFC mL?). Com um swab estéril,
o inéculo bacteriano foi distribuido uniformemente sobre a
superficie do dgar Mueller-Hinton (Difco).

Foram obtidos discos de 6 mm de diametro, de cada
biofilme previamente esterilizados em camara UV, foram
levemente pressionados contra a superficie do meio de cultivo
em placas de Petri, e incubadas a 36°C por 18 horas. Para as
bactérias Gram-negativas foi utilizado como controle positivo
Ampicilina (10ug) e para as Gram-positivas Vancomicina
(30ug). Como controles negativos foram utilizados os biofilmes
sem adicdo de dleo de cravo. As placas foram incubadas a
362C por 18 horas e avaliado os halos de inibicdo formados.
Foi considerado como atividade antimicrobiana positiva
quando observada a inibi¢do do crescimento bacteriano com
diametro de halo 210 mm (Souza et al., 2005).

Os resultados obtidos foram avaliados por andlise de
variancia (ANOVA) e Analise de Componentes Principais (ACP)
pelo programa estatistico Statistical Analysis System (SAS),
pacote PROC GLM e as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Dunnet ao nivel de 5% de significancia (p = 0,05).
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Resultados e Discussao

Os resultados das analises mecanicas, de espessura e de
cor dos biofilmes de proteinas miofibrilares (PM) encontram-
se na Tabela 1. Os biofilmes apresentaram valores elevados
de elongacdo sem diferenca entre as concentragdes de dleo
essencial de cravo (OEC). Segundo Zavareze et al. (2014),
o aumento da elongacdo esta diretamente relacionado
a concentragdo de plastificante adicionada na solugdo
filmogénica, além do pH alcalino que favorece a solubilizagcdo
das proteinas.

Para garantir a integridade das embalagens é requerido
valor elevado da resisténcia a tracdo (RT) nos biofilmes. A RT
encontrada no biofilme F1 (controle) apresentou diferenga
(p<0,05) com os demais. Segundo Gontard et al. (1994) a
resisténcia dos filmes depende da natureza do material
filmogénico, da coesdo da estrutura da matriz polimérica, e
da concentragdo de proteina miofibrilar, que fornece maior
quantidade de grupos sulfidrilicos na superficie da proteina,
auxiliando a formacéo de filmes mais resistentes.

Para os valores de espessura, os biofilmes F3 e F4 diferiram
(p <0,05) dos demais e a espessura influencia as propriedades
tecnoldgicas dos biofilmes. Diversos valores de espessura para
filmes biodegradaveis sdo relatados em pesquisas realizadas
por Araujo et al. (2018); Vieira et al. (2018) e Silva et al. (2018).

Os resultados de permeabilidade ao vapor de 4dgua (PVA)
nado apresentaram diferencga entre os biofilmes e encontram-
se proximos dos valores (2,77 a 5,34 x10' g m? s Pa?)
relatados por Arfat et al. (2014). As propriedades de barreira
dos filmes dependem da temperatura, da umidade relativa do
ambiente, da interacdo dos biopolimeros com os permeantes,
da estrutura quimica e morfoldgica dos biopolimeros, além do
espaco livre intermolecular (Matta Junior et al., 2011).

Os percentuais de solubilidade dos biofilmes produzidos
neste trabalho diferiram entre si (p < 0,05), com o maior valor
para o biofilme F3. O grau de solubilidade do biofilme em agua
é uma propriedade que deve ser conhecida a fim de facilitar o
direcionamento para o tipo de alimento que essa embalagem
pode proteger. Algumas aplicacGes exigem filmes insoltveis
em agua para aumentar a integridade do produto (Zavareze

et al., 2014). A solubilizagdo de um polimero hidrofilico
envolve a penetragdo ou difusdo de agua no seu interior com
consequente intumecimento, seguido do relaxamento do
polimero (Turhan & Sahbaz, 2004).

Os biofilmes apresentaram alto valor de luminosidade
(Tabela 3) sem diferenga significativa, com superficie clara
e boa aparéncia. Os parametros de cor s3o importantes
para definicdo da aparéncia global, consumo e aceita¢do de
embalagens de alimentos (Akhtar et al., 2013).

Os biofilmes analisados apresentaram diferenca (p < 0,05)
no parametro a*, indicando amostras levemente esverdeadas,
mas o b* e o angulo de tonalidade (h*), mostram tendéncia a
coloragao amarelo claro devido a presenca do 6leo de cravo.
Nos valores de croma (C*) foi observada diferenca (p < 0,05)
entre os biofilmes expressando baixa saturagao ou intensidade
da cor. O valor do angulo Hue (h) apresenta diferenga (p <
0,05) entre os biofilmes, sendo observado decréscimo nos
valores conforme aumenta a presenca de OEC na formulagao,
reafirmando a coloragdo amarelada.

As imagens da andlise microscépica dos biofilmes de
proteina miofibrilar (Figura 1) mostram que os componentes
dos biofilmes formam uma estrutura com algumas
irregularidades, mas sem apresentar bolhas ou grandes
deformagdes, como fendas e espagos abertos. A presencga de
fendas e/ou irregularidades nos biofilmes pode comprometer
a estrutura, produzindo modificagdes nas propriedades
funcionais do biofilme. As imagens também revelam pontos
brancos, onde pode-se inferir que sejam componentes
adicionados ndo solubilizados durante o processo de
elaboragdo dos biofilmes, como por exemplo, o surfactante
SDS utilizado para melhor incorporagdo do dleo essencial.

Os valores de elongacdo dos biofilmes de gelatina (Tabela
2) demonstram que ndo houve diferenca (p > 0,05) entre as
formulagGes. Os resultados da RT mostram que ndo houve
diferenga entre as formulagdes F1 e F2, assim como entre
F3 e F4, no entanto, apresentam diferenga (p < 0,05) entre
estes dois grupos observando-se que com o aumento da
concentracdo de OEC a RT diminui. Este comportamento
pode ser explicado pelo enfraquecimento das interagdes
que estabilizam a matriz proteica quando adicionado outros

Tabela 1. Resultados das analises dos biofilmes de proteinas miofibrilares (PM) com adigao de déleo essencial de cravo (OEC).

Elongagido (%) 289,34214,40 300,382 4,20 274,782 15,00 279,202 £3,70
RT (Mpa) 10,12£0,90 2,65 +0,10 3,370 +0,50 2,70 +0,10
Espessura (mm) 0,057¢+ 0,006 0,086b + 0,006 0,1052+ 0,008 0,1022+ 0,011
PVA (1011 g ms1Pal) 5,82 +2,61 x1012 5,132 5,96 x1012 4,162 +1,39 x1011 4,532 +3,72 x1012
Solubilidade (%) 45,744+0,10 52,79b+1,38 65,042 + 0,20 50,0¢ 8 + 0,10
Parametros de Cor
L 89,02+ 0,72 83,8b+1,07 79,78¢ +0,44 78,51¢ 10,36
a* -5,684d +0,04 -3,98¢ 10,35 -2,61b +0,09 -1,842+0,10
b* 20,9¢+ 1,60 27,6+ 1,48 29,53 +0,16 31,522+0,11
C 21,4+ 1,24 27,95 +1,42 29,72 £0,24 31,582+0,12
h 105,42 1,05 98,210 +1,14 95,06¢ +0,21 93,33¢+0,17

RT: Resisténcia a Tragdo; PVA: Permeabilidade a Vapor de Agua; Cor: L* (Luminosidade); a* (verde-vermelho); b* (azul-amarelo); C (croma); h (Angulo Hue). F1: 0%; F2: 1%; F3: 1,5%;

F4:2%.
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proteina miofibrilar com d&leo essencial de cravo, com
ampliagdo de =2.000 x. A (F1); B (F2); C (F3); D (F4).

componentes ao filme (Orliac et al., 2002; Shojaee-Aliabadi et
al., 2013). A incorporacdo de lipidios em filmes com proteinas
pode aumentar a tensdo de ruptura, no entanto esses
biofilmes geralmente apresentam propriedades mecanicas
como resisténcia e elongacdo de consideravel qualidade (Wolf,
2007). As caracteristicas da resisténcia a tragdo e elongagdo
estdo altamente associadas a quantidade de plastificante,
natureza do material filmogénico e coesdo da estrutura da
matriz polimérica (Wolf, 2007). Os biofilmes desta pesquisa
foram elaborados com baixa quantidade de glicerol (15% em
relacdo a massa de gelatina), fazendo que a elasticidade da
gelatina seja responsavel por este comportamento.

Os valores de espessura e permeabilidade ao vapor de
agua dos biofilmes ndo apresentaram diferenga (p = 0,05)
entre eles (Tabela 2). A PVA dos filmes contendo gelatina
diminuiu com a adigdo de OEC, Tongnuanchan et al. (2013)

também relataram que o filme de gelatina de pele de tildpia
contendo dleo essencial de raiz, de gengibre e cudrcuma,
apresentou menores valores de PVA ao comparar com o filme
controle. O valor PVA é afetado principalmente pela proporc¢do
hidrofébica-hidrofilica dos constituintes do filme.

Houve diferencga (p < 0,05) entre os valores de solubilidade
dos filmes de gelatina adicionados de OEC, sendo que o F2
apresentou menor solubilidade. Os indices de solubilidade
encontrados neste trabalho foram préximos ao relatados por
GOmez-Estaca et al. (2010) de 41,1%, que ao incorporar dleo
essencial de cravo verificaram um aumento significativo na
solubilidade do biofilme.

Os biofilmes apresentam alto valor de L* luminosidade
(Tabela 2), sem diferenca entre as formulagdes F1 e F3, assim
como entre F2 e F4, no entanto, apresentam diferenga (p <
0,05) entre estes dois grupos. Os valores para cromaticidade
-a* encontrados nesta pesquisa foram mais elevados que os
encontrados por Wolf (2007) de -0,59 a -0,76 com tendéncia
a cor verde clara. O parametro +b* foi influenciado pela
adigdo do dleo essencial de cravo. O croma C* apresentou
diferenca entre os biofilmes (p < 0,05). O valor do angulo Hue
(h) apresenta diferenca (p < 0,05) entre os biofilmes, sendo
observado decréscimo nos valores conforme aumenta a
adicdo de OEC confirmando o comportamento de mudancas
de cor devido a incorporagao de 6leo essencial de cravo.

Os resultados obtidos para os biofilmes sem adigdo
de dleo de cravo, indicaram que o filme elaborado com
gelatina apresentou elevado percentual de elongacdo
(434,87%), porém o de proteinas miofibrilares mostrou-se
mais resistente (10,1MPa). Isto ocorre devido estas proteinas
apresentarem grandes quantidades de grupos sulfidrilicos
na superficie e maior nimero de pontes covalentes S-S na
matriz do filme, formando filmes mais rigidos (Perez-Gago
& Krochta (2001). As propriedades mecanicas devem ser
suficientes para garantir a integridade dos filmes quando
utilizados como embalagem, estando de acordo com os
dados encontrados neste estudo. A permeabilidade ao vapor
de agua e a solubilidade foram melhores para os filmes de
proteinas miofibrilares, pois segundo Yao et al. (2017), filmes

Tabela 2. Resultados das analises dos biofilmes de gelatina com adi¢do de 6leo essencial de cravo (OEC).

- Determinagdes

Elongagido (%) 434,872 1 3,04 443,462+ 1,86 451,442 +0,13 447,972 +0,52
RT (Mpa) 6,542+1,70 7,702+ 1,80 2,61p+0,23 3,122+ 0,90
Espessura (mm) 0,1002+ 0,01 0,1242+ 0,03 0,1182+ 0,03 0,1342+0,01
PVA (1012g m=1s1Pal) 6,522 + 6,51x1012 5,900 +1,79 x1011 4,812 49,22 x1012 1,022 +3,46 x1012
Solubilidade (%) 59,850+ 2,06 42,17¢+ 4,20 65,042+ 3,33 50,08b + 2,32
Parametros de Cor
L* 93,12+0,53 90,3+ 0,61 92,04 2 +0,47 89,34b 10,42
a* -5,5b +0,02 -5,272 10,06 -5,9¢+ 0,08 -6,0¢+ 0,05
b* 11,78¢+ 0,66 17,30+ 0,85 18,26b +1,7 25,872 11,07
C 13,02+ 0,6 18,165 0,8 19,20b +1,71 26,562 +1,04
h 115,202 £1,2 106,9b +0,83 108,10 +1,52 103,04¢ 0,6

RT: Resisténcia a Tragdo; PVA: Permeabilidade a Vapor de Agua; Cor: L* (Luminosidade); a* (verde-vermelho); b* (azul-amarelo); C (croma); h (Angulo Hue). F1: 0%; F2: 1%; F3: 1,5%;

F4:2%.
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de gelatina apresentam alta solubilidade devido a presenca
de aminoacidos hidrofilicos, que se hidratam, se dissolvem,
promovendo maior solubilizagdo e absorgdo de agua.

A cor dos biolfimes sem dleo essencial de cravo exibiram
elevada luminosidade (L*) sendo mais claros, parametro
importante para a aplicagdo nos alimentos como embalagem.
De maneira geral, os biofilmes elaborados com proteinas
miofibrilares ou com gelatina de peixe sem adi¢do de dleo,
apresentaram excelentes propriedades fisicas e de barreira,
no entanto, ficou constatado que os biofilmes adicionados
de OEC demonstraram possuir potencial industrial para o
desenvolvimento de embalagens biodegradavel, podendo
auxiliar na extensdo da vida util de alimentos.

Os resultados da microscopia eletronica da superficie dos
biofilmes de gelatina contendo OEC estdo apresentados na
Figura 2. Asimagens obtidas dos biofilmes de gelatina mostram
uma estrutura homogénea e com poucas irregularidades nos

WO 1501 mm L veas Tescanf] 3mM W50 WO: 14.57 mm L | | vEaa: TESCAS
Ot: 8E BT

sem Det: S8 28 pn

iow s miy; 08T FPOF | UFPA

Figura 2. Microfotografias da superficie dos biofilmes de
gelatina com adigdo de 6leo essencial de cravo, com ampliagdo
de 3.000 x: A (F1); B (F2); C (F3); D (F4).

PPGE [ UFPA View Niekd: 09.7 pm _ Dategmidyl SATAT

biofilmes F1 e F2. Os biofilmes F3 e F4 apresentam bolhas
que devem ser evitadas pois podem prejudicar o processo
de conservagdo do alimento embalado. As imagens também
revelam pontos brancos, também observados nos filmes
de proteina miofibrilar, onde podem ser componentes nao
solubilizados.

Nos testes de suscetibilidade antimicrobiana utilizando o
6leo essencial de cravo os halos resultantes foram excelentes,
quando comparandos com aos obtidos por antibidticos
sintéticos padrdes, Ampicilina (10 ug) e Vancomicna (30 ug),
que foram utilizados como controles positivos (Tabela 3).

Os biofilmes de proteina miofibrilar apresentaram efeito
inibitério nas concentragGes utilizadas frente as bactérias
Gram positivas (Tabela 3). Essas bactérias apresentam
membrana celular lipofilica o que facilita a penetragdo de
compostos hidrofébicos.

Segundo Burt (2004) grande parte dos estudos que
investigam a acdo dos dleos essenciais em relacdo aos
micro-organismos patogénicos em alimentos concordam
que os 6leos sdo mais ativos em bactérias Gram-positivas
que nas Gram-negativas. No presente estudo a ineficiéncia
do antimicrobiano para Gram-negativas (Tabela 3) esta
relacionada as paredes celulares destas bactérias que sdo
constituidas de fosfolipidios, lipopolissacarideo e proteinas
que conferem impermeabilidade aos agentes antibacterianos,
além de bloquear a penetragdo de compostos hidréfobos e
evitar seu acimulo nas membranas das células, aumentando
a resisténcia (Burt, 2004; Lee et al., 2016).

Além da estrutura das membranas celulares bacterianas,
a quantidade de 6leo essencial adicionada nas formulagdes
dos biofilmes foi insuficiente para combater a resisténcia das
bactérias Gram-negativas, incapaz de bloquear as fung¢des
metabdlicas (Silveira et al., 2006).

Os biofilmes de gelatina com OEC ndo inibiram
o crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Tabela 3). Segundo Gdémez-Estaca et al. (2010)
esse comportamento pode ser atribuido aos diferentes
graus de interagdo da gelatina, em fun¢do da sua origem e
composi¢do, com os polifendis presentes na composicdo do
6leo essencial (eugenol, B-cariofileno e a-humoleno) (Scherer
et al., 2009), que podem afetar a capacidade dos compostos
antimicrobianos.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana para biofilmes incorporados de éleo essencial de cravo.

F1l 0
, e F2 0
Proteina miofibrilar 3 0
F4 0
F1 0
. F2 0
Gelatina F3 0
F4 0
Oleo puro (20 uL) 1410
Ampicilina** (10 ug) 15+0

Vancomicina** (30 ug)

0 0 0

0 11+0,1 10+0,1

0 1340,1 11+0,1

0 13+0,1 12+0,1

0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0
16+0 20+0 1340
16+0

20+0 17+0

F1: 0%; F2: 1%,; F3: 1,5%; F4: 2%. *Os valores dos didmetros mensurados da zona inibitdria foram expressos em milimetro (mm). **Controles - Ampicilina (10 ug) e Vancomicina (30 ug).
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Figura 3. Projecdo das medigdes de biofilme produzido com proteinas miofiblilares (A) e gelatina (B) no plano definido pelos

dois primeiros componentes principais.

O resultado da analise de componentes principais das
avaliagGes realizadas nos biofilmes considerou o critério de
Kaiser (Kaiser, 1960), selecionando autovalores superiores a
1, assim os componentes principais selecionados foram CP1 e
CP2. Os componentes principais (CP) explicaram uma variagdo
acumulada de 85,7% do biofilme de PM. O CP1 foi explicado
principalmente pelas varidveis relacionadas a coloragdo L*
e angulo Hue (h), e o CP2 pela elongagdo. Para o biofilme
produzido com gelatina dois CP’s também foram suficientes
para explicar a variagdo com um total acumulado de 77,5%.
Os parametros b* e C foram as principais varidveis para CP1,
para o CP2 foi principalmente a solubilidade e o L*.

As medicdes em CP sdo interpretadas de acordo com
as correlagdes entre cada um dos parametros com cada
componente principal, assim medi¢Ges proximas umas
das outras, sdo positivamente correlacionadas, medidas
separadas 180° sao negativamente correlacionadas, enquanto
que se elas estdo separadas por 90°, sdo independentes.

No grafico de projecdo de medidas do biofilme elaborado
com as PM relacionadas aos componentes principais (CP1 e
CP2), mostram as correlagdes entre varidveis e entre essas
variaveis e os CP. As variaveis L*, h e RT estdo localizadas
préximas ao primeiro componente (Figura 3A), opostos
a espessura, intumecimento e solubilidade, que estdo
correlacionadas negativamente. Desta forma, biofilmes
produzidos com PM com valores mais elevados de L*, h e RT,
apresentaram menores valores de espessura, intumecimento
e solubilidade. A elongacdo e PVA tiveram grande influéncia
para caracterizar o CP2, sendo negativamente correlacionada
com b*, C, e a*, altamente correlacionadas entre si.

Observando o grafico de projecdo das medidas do biofilme
de gelatina (Figura 3 B) relacionado aos CP 1 e 2, verificam-se
que as varidveis elongacao, b* e C estdo localizadas proximas
ao primeiro componente, opostos a PVA, a* e RT, estando,
portanto, correlacionadas negativamente. Desta forma, os
biofilmes de gelatina com adi¢do de OEC apresentaram baixos
valores de PVA, a* e RT, e elevados valores de elongacdo,
b*, e C. Os parametros de solubilidade e espessura, por
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estarem altamente correlacionadas entre si, tiveram grande
influéncia na caracterizagao do CP2, sendo esses parametros
correlacionados negativamente com a* e RT; L e h com
elongacéo, b*, e C.

Conclusao

Biofilmes com adicdo de odleo essencial de cravo
apresentaram excelentes propriedades tecnoldgicas: baixos
valores de permeabilidade a vapor d’agua e altos de elongacdo
e cor clara.

Os biofilmes de proteinas miofibrilares apresentaram efeito
inibitério nas concentracGes utilizadas frente as bactérias
Gram positivas, Staphylococus aureus e Enterococus fecalis,
mas os biofilmes de gelatina ndo inibiram o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A utilizagdo de o6leo essencial de cravo em filmes
de proteinas miofibrilares de peixe pode atuar como
antimicrobiano, em embalagens ativas, aumentando a vida
comercial (shef life) e a seguranga no armazenamento dos
alimentos.
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