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Resumo:

A pesquisa relacionada a essas embalagens vem crescendo, devido ao aumento de doencgas transmitidas
por alimentos provenientes de micro-organismos patdgenos, o que levou a incorporacdo de agentes
antimicrobianos nos filmes, ou sgja, embalagens com atividade antimicrobiana.Com o intuito de interagir
favoravelmente com os alimentos, séo elaborados revestimentos comestivels para aumentar sua vida Util,
como filmes de gelatina. Estes filmes tém potencial para reduzir o uso de polimeros sintéticos
tradicionais. A gelatina tem sido um dos biopolimeros mais estudados na elaboracéo de filmes flexiveis,
porém € necessario a adicdo de algum outro componente uma vez que os filmes de proteinas sGo muito
sensiveis as condigdes ambientes. A quitosana é obtida através da desacetilagdo da quitina, € um
polimero de elevado peso molecular que esta presente na composicéo do exoesgueleto de crustaceos,
insetos e também na parede celular de fungos. Devido a evitar ou retardar a deterioracdo microbiana de
alimentos, a quitosana e seus derivados. A atividade antimicrobiana da quitosana esta relacionado a
formacdo de complexos polieletroliticos, uma vez que seus grupos aminicos protonados se ligam
seletivamente a superficie celular carregada negativamente dos micro-organismos alterando a atividade
celular e a permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes intracelulares. Confome a
resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, é realizada para verificar a presenca de micro-organismos
como Staphylococcus aureus, Salmonella, Coliformes termotolerantes, Bacillus cereus nos aimentos. O
presente trabalho tem como objetivo a elaboracdo de filmes com gelatina e quitosana e readizar sua
atividade antimicrobiana na bactéria gram positiva Staphylococcus aureus no filé de pescado de Tilgpia
obtida no mercado local. Os filmes foram elaborados segundo a técnica Casting. Para as s andlises
microbioldgicas realizaram-se através do método Food and Drug Administar-tions (FDA) descrito no
Bacteriological Anaditycal Manual (BAM). Para o filme a base de gelatina podemos observar que néo
houve crescimento de Staphylococcus aureus, ou sgja, ndo houve um turvamento caracteristico da
presenca do micro-organismo. Ja para filme de quitosana, o resultado obtido também foi positivo,
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comprovando sua acgdo antimi-crobiana contra Staphylococcus aureus. Conclua-se que os filmes
elaborados possuem uma atividade antimicrobiana notével e satisfatéria contra o micro-organismo
patogénico Staphylococcus aureus presente nos aimentos devido a falta de higiene dos meios de
producdo. Ja para o filme de gelatina com quitosana, hd um grande potencial devido a quitosana ser um
agente antimicrobiano natural, ou sgja, possivel potencial para estudos futuros.

Palavr as-chave: Biofilme, antimicrobiano, micro-organismos

M odalidade de Participacédo: Iniciacdo Cientifica

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FILMES A BASE DE GELATINA E QUITOSANA
CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

1 Aluno de graduagdo. fernanda.gbrazeiro@gmail.com. Autor principal
2 Co-autor. jaquefurg@gmail.com. Co-autor

3 Co-autor. dmei dahades@gmail.com. Co-autor

4 Co-autor. caroli necmoraes@gmail.com. Co-autor

S Docente. catarinamoura@uni pampa.edu.br. Orientador

Anaisdo 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE



ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FILMES A BASE DE GELATINA E
QUITOSANA CONTRA Staphylococcus aureus.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de filmes e revestimentos comestiveis vem se tornando de interesse, devi-
do ao potencial para evitar a deterioracao dos alimentos e pela caracteristica de biodegradabi-
lidade. Desta forma, tem-se produzido filmes a base de biopolimeros, como proteinas, polis-
sacarideos e lipidios (Villadiego et al., 2005).

A pesquisa relacionada a essas embalagens vem crescendo, devido ao aumento de do-
encas transmitidas por alimentos provenientes de micro-organismos patégenos, o que levou a
incorporagdo de agentes antimicrobianos nos filmes, ou seja, embalagens com atividade anti-
microbiana (Ferreira, 2014).

Com o intuito de interagir favoravelmente com os alimentos, sdo elaborados revesti-
mentos comestiveis para aumentar sua vida util, como filmes de gelatina. Estes filmes tém
potencial para reduzir o uso de polimeros sintéticos tradicionais, que prejudicam o meio am-
biente melhorando assim a qualidade dos alimentos. Novas concepgdes de embalagens ativas
estao sendo criadas com incorporagao de aditivos que possuam atividade antimicrobiana, co-
mo a quitosana, um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel e de grande
importancia econdmica ¢ ambiental (Brazeiro et al., 2017).

A gelatina tem sido um dos biopolimeros mais estudados na elaborag@o de filmes fle-
xiveis, porém ¢ necessario a adicdo de algum outro componente uma vez que os filmes de
proteinas sdo muito sensiveis as condigdes ambientes. Filmes elaborados a partir de polissaca-
rideos ou proteina (gelatina), possuem excelentes propriedades mecanicas e Opticas, porém
sdo sensiveis a umidade e apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua, um
fator importante quando relacionado com a vida ttil do alimento. A gelatina é um hidrocol6i-
de extremamente versatil, produzido em abundancia e de baixo custo, além de possuir propri-
edades funcionais interessantes. Para para auxiliar em suas propriedades como flexibilidade, é
necessdrio a insercao de plastificantes, como o glicerol (Alves, 2007).

A quitosana ¢ obtida através da desacetilacdo da quitina, ¢ um polimero de elevado
peso molecular que esta presente na composicado do exoesqueleto de crusticeos, insetos e
também na parede celular de fungos. Suas propriedades vém sendo exploradas em aplicagdes
industriais e tecnologicas desde o inicio do século passado, devido a ser um polimero atéxico,
biodegradavel, biocompativel. Entre suas propriedades, estd a atividade antimicrobiana, de-
corrente em grande parte da presenca de grupos amino livres nas unidades de glucosamina
(Silva et al., 2015).

Devido a evitar ou retardar a deterioragdo microbiana de alimentos, a quitosana e seus
derivados, vém sendo estudados como agentes antimicrobianos e tem se mostrado em grande
potencial em decorréncia de pesquisas cuja a quitosana apresenta ser eficiente como
antimicrobiano contra varios microrganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e Salmonella (Fai et al., 2007).

A atividade antimicrobiana da quitosana estd relacionado a formacdo de complexos
polieletroliticos, uma vez que seus grupos aminicos protonados se ligam seletivamente a
superficie celular carregada negativamente dos micro-organismos alterando a atividade
celular e a permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes intracelulares
(Fai et al., 2007). Esta atividade aumenta de acordo com o peso molecular do polimero contra
bactérias gram positivas, pois quanto menor a massa molecular do polimero, maior serd o
potencial antimicrobiano. Ou seja, nas bactérias gram positivas a quitosana de alto massa
molecular age formando um filme em volta da célula que acaba por inibir a absor¢do de
nutrientes. J4 para as bactérias gram negativas, a quitosana de baixa massa molecular penetra
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mais facilmente, ligando-se ao DNA, causando distirbios no metabolismo celular (Fai et al.,
2007).

Confome a resolugdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, que considerando a
defini¢do de critérios e padrdoes microbioldgicos para alimentos, indispensaveis para a
avalia¢do das Boas Praticas de Produgdo de Alimentos e Prestagdo de Servicos, da aplicagdo
do Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC/HACCP) e da
qualidade microbioldgica dos produtos alimenticios, incluindo a elucidacdo de Doenca
Transmitida por Alimentos (DTA), ¢ realizada para verificar a presenca de micro-organismos
como Staphylococcus aureus, Salmonella, Coliformes termotolerantes, Bacillus cereus no
alimento.

O presente trabalho tem como objetivo a elaboracdo de filmes com gelatina e
quitosana e realizar sua atividade antimicrobiana na bactéria gram positiva Staphylococcus
aureus no filé de pescado de Tildpia obtida no mercado local.

2 METODOLOGIA
2.1 Elaboragao dos filmes
Os filmes foram elaborados segundo a técnica Casting, onde preparou-se um filme

controle de gelatina e outro filme com gelatina adicionado de quitosana, conforme mostra a
Figura 1.

Figura 1: Fluxograma da producao dos filmes.

CGELATINA GELATINA QUITOSANA
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Fonte: Autores, 2018.

Para elaboracdo do filme de gelatina pesou-se 1,8 g de gelatina comercial de pescado
(Sigma Aldrich), que foram dissolvidas em 50 mL de dgua destilada. Em seguida adicionou-se
0,2 g de glicerol e o pH ajustado a 4,0 com solugdo de NaOH de 0,10 mol L. Agitou-se a
solugdo a 600 rpm durante 2 horas. Apos verteu-se a solugdo em placas de plexi glass e foi
levado & estufa a 40 °C durante 24 horas. Ja para a elaboragdo do filme de gelatina com
quitosana diissolveu-se 0,20 gss de quitosana em 20 mL de solugdo de acido acético (0,10 mol
L) sob agitagio constante de 600 rpm num agitador magnético (Mars, MAGO1H, Sio Paulo,
Brasil) por 2 horas. Em seguida, adicionou-se 30 mL de soluc¢do de gelatina de pescado ¢ 0,20
g de glicerol. O pH da solugdo foi ajustado para 4,0 usando NaOH 0,10 mol L. Assim, a
massa total de sélido seco em cada filme ¢ de 2 g. Agitou-se a solugdo a 600 rpm durante 2
horas. Apds verteu-se a solucdo em placas de plexi glass e foi levado a estufa a 40 °C durante
24 horas.
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2.2 Acondicionamento dos filés de Tilapia

Para a realizagdo das analises microbioldgicas os filés de pescado foram acondionados em
placas de petri e envoltos com os filmes e levado a refrigeragdo por 24 horas, para posterior
analise microbiologica.

2.3 Atividade antimicrobiana
As analises microbioldgicas realizaram-se através do método Food and Drug Administar-

tions (FDA) descrito no Bacteriological Analitycal Manual (BAM), conforme Figura 2.

Figura 2: Bacteriological Analitycal Manual (BAM).

Fonte: Autor(;s, 2018.

Conforme podemos observar a Figura 2, pesou-se 25 g da amostra e misturou-se com
225 mL de agua peptonada. Apos realizou-se as diluicdes de 102 e 107, Em seguida foi
realizado o plaqueamento em superficie em placas de petri contento Agar Baird-Parker (BP)
com suas respectivas diluicdes. Apos as placas foram inversamente incubadas na estufa na
temperatura de 35/37 °C durante 45/48 horas. Apds o periodo de encubagdo, transferiu-se as
coldnias tipicas de cada dilugdo para o Caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI), logo o caldo foi
levado para estufa na temperatura de 35/37 °C durante 18/24 horas. Apos esse periodo na
estufa, realizou-se o teste da Coagulase, onde colocou-se 0,2 mL do Caldo BHI no plasma
EDTA e 0,2 mL da cultura no plasma EDTA, em seguida foram levados em banho-maria na
temperatura de 35/37 °C durante 6 horas. Apds o banho, notou-se se houve ou ndo turvamento
na amostra presente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostra a Figura 3 (filme de gelatina), podemos observar que nao houve
crescimento de Staphylococcus aureus, ou seja, ndo houve um turvamento caracteristico da
presenga do micro-organismo. Isso se da devido a todo cuidado acético que ocorreu com as
analises realizadas.
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Figura 3: Plasma EDTA (filme de gelatina).
o T 2 b
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Fonte: Autores, 2018.

Segundo Brandalise (2017) diversos fatores afetam o desenvolvimento do crescimento
microbiano, dentre eles o pH. Resultado semelhante foi encontrado no presente trabalho para
a gelatina de pescado uma vez que seu pH ajustado na formulagdo do filme. Segundo Oliveira
e Bezerra (2015), que encontraram inibi¢do para varios micro-organismos patogénicos como
Salmonella entérica, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus, Ba-
cillus cereus e Micrococcus luteus com filme de gelatina obtida a partir de residuos da indus-
tria pesqueira.

Ainda podemos observar na Figura 4 (filme de quitosana) que para o filme de gelatina
com quitosana, o resultado obtido também foi positivo comparado com Rodrigues et al., onde
encontrou para o a solucdo filme/quitosana valor de CIM (concentragdo inibitdria minima) de
31,2 pg mL!, comprovando sua a¢io antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.

Figura 4: Plasma EDTA (filme de quitosana).

Fonte: Autores, 2018.

Tal resultado foi semelhante com o encontrado Bonilla e Sobral (2016), onde obtive-
ram resultados contra S. aureus e E.coli significativos utlizando filmes de quitosana e gelatina
incorporados com 6leo de alecrim. Fan et al. (2009), ao estudarem os efeitos do revestimento
de quitosana sobre a qualidade e vida ttil da carpa prateada durante o armazenamento por

congelamento, obtiveram resultados significativos para inibicdo do micro-organismo analisa-
do.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclua-se que os filmes elaborados possuem uma atividade antimicrobiana notavel e
satisfatoria contra o micro-organismo patogénico Staphylococcus aureus presente nos
alimentos devido a falta de higiene dos meios de producao.

Ja para o filme de gelatina com quitosana, hd um grande potencial devido a quitosana
ser um agente antimicrobiano natural, ou seja, possivel potencial para estudos futuros.
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