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Resumo: A necessidade de se obter materiais resistentes a acdo de bactérias tanto na inddstria de
alimentos como na farmacéutica tem levado ao aumento de pesquisas no campo de biomateriais,
principalmente no que diz respeito a obtencdo de materiais de baixo custo. Neste estudo foram utilizados
filmes de amido, que podem ser obtidos com facilidade favorecendo a aplicacdo dos mesmos como
biomateriais para estudo da atividade bactericida frente a Salmonella typhimurium, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos demonstraram que estes filmes sdo capazes de liberar cerca
de 6 mmols de dxido nitrico (NO) por grama de filme e que 0os mesmos apresentaram potencial de acdo
antibacteriana para S. typhimurium e S. aureus, ndo apresentando resultados significativos frente a E. coli.
Estes resultados indicam que o NO apresenta acdo antibacteriana e que os filmes de amido contendo
membrana de casca de ovo, albumina e coldgeno podem ser utilizados como materiais de embalagens que
estejam em contato com alimentos ou compostos que devam ser preservados da agéo de bactérias.
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Bactericidal activity of starch films containing albumin, collagen and eggshell membrane: The need
for materials resistant to bacterial action has led to increases in biomaterials field research in food and
pharmaceutical industry, particularly with regard to obtaining low cost materials. In this study, starch
films easily obtained were used. The application is favorable to their application as biomaterials and
studying the bactericidal activity against Salmonella typhimurium, Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The results showed that the films were capable to release about 6 mmols of nitric oxide (NO) per
gram of film and that they had potential antibacterial action against S. typhimurium and S. aureus,
showing no significant results against E. coli. These results indicate that nitric oxide has bactericidal
action and the starch films containing eggshell membrane, collagen and albumin can be used as
packaging materials in contact with food or compounds which must be preserved from the bacterial
action.
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1 Introducgéo

O amido é um polimero natural, polissacarideo,
encontrado nos vegetais como milho, batata e
mandioca, entre outros. O amido apresenta-se na forma
de grénulos, semicristalino, cujo grau de cristalinidade
pode variar entre 20 a 45% (YOUNG, 1984).
Basicamente, 0 amido é composto por dois tipos de
glicosideos, um linear, amilose, e outro ramificado,
amilopectina. A amilose € um polimero composto por
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unidades de D-glicose ligadas por ligagdes a-(1—4),
com grau de polimerizagdo dependente da fonte de
amido, podendo variar entre 200 a 3000. A
amilopectina é um polimero com unidades de D-
glicose ligadas por meio de ligagdes o-(1—4) e
ramifica¢des em a-(1—6) (ELLIS et al., 1998). Quanto
maior o grau de ramificagdes, mais dificil é a formagdo
de um gel de amido.

Comercialmente, os amidos sdo modificados para obter
propriedades distintas deste material, resultando em
uma diversidade de aplicagBes, principalmente na
indUstria alimenticia, apresentando propriedades como
condicionadores de massas, ligantes de recheios,
emulsificantes, produtos com reducdo de calorias,
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substitutos de gordura, bebidas lacteas, sucos, balas
duras, encapsulador de aromas, entre outros
(GUILBOT; MERCIER, 1985; CEREDA, 2002). Na
indlstria quimica pode ser utilizado para producgdo de
papel e celulose (SILVA et al., 2006). A producédo de
filmes a partir de amido se baseia nas propriedades
fisico-quimicas e funcionais da amilose para formacéao
de géis. A linearidade da amilose possibilita as
moléculas se orientarem paralelamente e distantes de
uma ligagdo de hidrogénio entre as hidroxilas de
polimeros adjacentes, formando cristalitos. Estes
cristais reduzem a afinidade do polimero em agua
levando a formacdo de pastas opacas e filmes
resistentes (WURZBURG, 1986).

Apesar da criacdo de embalagens que possam substituir
os derivados de petroleo ainda ser um desafio, diversos
pesquisadores tem estudado a utilizacdo de
biopolimeros como o amido, principalmente o extraido
de mandioca, denominado fécula (ABAM, 2006). O
crescente uso de amidos em embalagens estimulou o
interesse nas pesquisas nesta area, onde se visa
aumentar a resisténcia com maior flexibilidade para
que a embalagem possa adaptar-se a deformacBes sem
se romper (SOBRAL, 2000). As propriedades
mecanicas dos filmes de amido sdo dependentes dos
teores de amilose, amilopectina, solventes,
plastificantes e ajustadores de pH presentes, bem como
do processo de obtencdo do filme. Filmes de amido
produzidos sem adicédo de plastificantes apresentam-se
resistentes e elasticos (MALI et al., 2004, MALI et al.,
2005). Dentre os processos de obtencdo de materiais a
partir de amido, pode-se citar a obtencéo de filmes por
meio da formacdo de uma solugdo aquosa sob
aquecimento com subsequente evaporagdo do solvente
(ZACARIAS et al., 2007), e, a sintese de redes
poliméricas de amido por meio de sua gelatinizacdo em
agua a 100 °C seguido de congelamento por 24 horas e
descongelamento de duas horas (SILVA et al., 2011).
A utilizacdo de albumina de ovo em filmes de amido
confere barreira a0 O2 e CO2 em ambientes com baixa
umidade relativa, e tem sido investigada sua utilizagdo
a fim de melhorar as caracteristicas de permeabilidade,
resisténcia mecanica, flexibilidade e valor nutricional
(AMARANTE; BANKS, 2001).

Segunda Maia, Porte e Souza (2000), o colageno € uma
proteina fibrosa encontrada no tecido animal, sendo um
material para filmes comestiveis de proteina mais
usado comercialmente, pois tem sido empregado como
involucro substituto da tripa natural em salsichas, pois

Tabela 1 - Preparagdo dos filmes de Amido.

apresentam a caracteristica de barreira ao oxigénio a
0% de umidade relativa.

Oliveira, Benelli e Amante (2009) destaca que a
membrana da casca de ovo apresenta vantagens
quimicas pouco pesquisadas e que nao foram
suficientes para que fossem convertidas de residuos a
novos materiais. Segundo Boron (2004), possui
caracteristicas quimicas interessantes para uso em
diversos  materiais, pois sdo formadas por
glicoproteinas, constituidas de colagenos tipo I, V e X,
Uteis na produgdo de varios cosméticos. Também
apresentam em sua composicdo sulfato de queratana e
dermatana, que sdo glicosaminoglicanos Uteis na
producdo de colagenos e sintese de outros produtos,
como quitina. Contém também acido sialico, um sialo-
oligossacarideo que possui propriedades terapéuticas,
no desenvolvimento de  farmacos, enzimas
bacterioliticas, como a lisozima e a beta-N-acetil
glucosaminidase, que alteram a resisténcia térmica
bacteriana.

O objetivo deste trabalho foi elaborar filmes de amido,
com colageno, albumina, membrana de casca de ovo e
avaliar sua atividade antibacteriana a fim de aplicacdo
para embalagens de alimentos.

2 Material e Métodos

2.1 Material

Os materiais utilizados no desenvolvimento dos filmes
foram: Anilina PA (purissima) (Vetec), acido cloridrico
PA (36,5%) (lsofar), antibi6tico cefalexina 500 mg,
dgua deionizada, amido de milho USP (Casa das
Esséncias), cloreto de sédio PA (99%) (Vetec), meio
de cultura Mueller Hinton (Himedia), nitrito de sddio
(99%) (Nuclear), peptona bacteriolégica (Isofar),
membrana da casca de ovo de granja branco,
sulfanilamida PA (Vetec), coldgeno bovino, albumina
de ovo, papel celulose.

2.2 Preparo dos filmes de amido

Para elaboracéo dos filmes preparou-se uma solugéo de
amido 4%, uma solucéo de albumina 5% e uma solu-

Solucéo de Solucéo de Solucédo de Membrana H,0
Placa Amido 4% Colageno 5% Albumina 5% da casca de (mzL)
(mL) (mL) (mL) ovo (9)

1 25,00 - - - -
2 18,75 - - 0,06 6,25
3 18,75 - - 0,30 6,25
4 18,75 - - 0,60 6,25
5 18,75 - 0,75 - 5,50
6 18,75 - 0,75 0,30 5,50
7 18,75 0,75 - 0,30 5,50
8 18,75 0,75 0,75 0,30 5,50
9 18,75 0,75 0,75 - 4,75
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cdo de coladgeno 5%, membrana de casca de ovo
triturado e 4gua deionizada. Em seguida, prepararam-se
nove amostras de filmes em placas de petri com as
seguintes misturas (Tabela 1) totalizando um volume
de 25 mL.

Ap6s a obtencdo das misturas, as mesmas foram
congeladas por 24 horas e depois descongelados e,
entdo colocadas em embrulhos de papel aluminio os
quais foram levados a uma estufa a 40 °C por 48 horas.

2.3 Preparo da solucdo padrdo de deteccdo de oxido
nitrico (NO).

A solucdo padrédo foi preparada a partir da dissolucéo
de anilina, sulfanilamida e solucdo de HCI 4,0 M,
formando uma solucdo 1,0x10 mol.L™ capaz de reagir
com NO formando um composto de absorbancia
maxima em 262 e 490 nm, que substituiu a solucéo
padrdo normalmente utilizada de Griess, sendo esta
formulacdo similar a essa solucéo padrdo composta por
sulfanilidamida e N-(1-naftil)-etilenediamina
dihidrocloreto (NEED), comumente utilizada para
deteccdo de NO (SEABRA et al, 2010), de
absorbancia maxima da solu¢do em 540 nm.

A partir da solucéo preparada, uma curva de calibracéo
foi construida para deteccdo do teor de NO em solugdo
utilizando nitrito de sédio.

Foram preparadas a partir de uma solucdo 74,0
mmol.L™* diferentes solugdes de nitrito  com
concentracdes 0,0616 mmol.L™; 0,0493 mmol.L™;
0,0435 mmol.L™"; 0,011 mmol.L™ e 0,0352 mmol.L™.

2.4 Nitrosagéo

Pedacos de massa e &rea conhecidas dos filmes foram
adicionados em uma solucdo de nitrito de sodio de
concentracdo 0,14 mol.L™? em HCI 1,0 mol.L? e
deixados nitrosar por 5 minutos.

Este processo consiste no ataque nucleofilico do cation
nitrosonion (NO+) ao atomo de enxofre do grupo tiol
(SH), formando assim o grupo SNO, que
posteriormente é capaz de liberar NO.

2.5 Acompanhamento da cinética de liberacéo

Apo6s a nitrosagdo foi realizada a lavagens dos filmes
com &gua deionizada para a determinagdo do teor de
NO liberado por decomposicao.

Na sequéncia, os filmes foram imersos em solucgdo
padrdo 1,0x107 (anilina, sulfanilamida, HCI 4,0 M) e
realizada a leitura da solugdo em espectrofotdmetro
UV/Vis (PG Instruments, T80+) no periodo de cinco e
15 minutos, em varredura entre 200-600 nm, a partir de
uma solucdo preparada pela mistura de 0,5 mL de
solucdo padrédo e 4,5 mL de 4gua deionizada.
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2.6 Avaliacdo do potencial antibacteriano

A avaliacdo do potencial antibacteriano foi realizada
pelo método de difusdo em disco, conforme Bauer et
al. (1966) com algumas modifica¢cdes (BARRY, 1991;
JORGENSEN; TURNIDGE; WASHINGTON, 1999).
O principio do método fundamenta-se na difuséo,
através de gel de A&gar, de um antimicrobiano
impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do
antimicrobiano leva a formacgédo de um halo de inibicéo
do crescimento bacteriano, cujo diametro €
inversamente proporcional a concentragdo inibitoria
minima (MIC) (BARRY, 1991; JORGENSEN;
TURNIDGE; WASHINGTON, 1999). Foram
utilizadas as bactérias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella  typhimurium,
provenientes do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos, da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, UTFPR, Campus Campo Mourdo. As bactérias
foram incubadas em caldo nutriente a 37 °C por 24
horas. Ap6s o crescimento em caldo as culturas foram
diluidas até 10 bactérias por mililitro de solucéo
salina peptonada 0,1%. Padronizou-se o inéculo de
bactérias, comparando-o com o tubo 5 da escala de
McFarland (0,5 mL de cloreto de bario a 1,0% + 9,5
mL de &cido sulfurico a 1,0%) por meio da verificagdo
espectrofotométrica das absorbancias em 625nm,
obtendo-se 1500 x 10° UFC.mL™.

As bactérias foram semeadas em placas de Petri com
auxilio de alca de Drikalski (200 pL) no meio &gar
Mueller Hinton. Foram aplicados sobre a placa com as
bactérias os discos de filmes de amido, com didmetro
de 7 mm. Os discos foram aplicados em cada quadrante
das placas contendo as respectivas bactérias. O
experimento foi realizado em ftriplicata para cada
cultura bacteriana. As placas foram incubadas a 37 °C
por 48 horas em estufa microbioldgica. A leitura do
tamanho dos halos foi feita com auxilio de paquimetro.
O padrdo antibacteriano foi realizado com antibiético
cefalexina 500 mg diluida a concentracdo de 0,005
mg.mL™ em solucdo 4gua salina peptonada a 0,1% e
aplicado sobre o disco de filme de amido controle n.1.

3 Resultados e Discussao

Os filmes poliméricos de amido contendo colageno,
albumina e membrana da casca de ovo apresentaram-se
flexiveis e opacos, conforme pode ser observado na
Figura 1A. Ap6s a nitrosacdo dos filmes pode-se
observar que a membrana da casca do ovo apresenta
coloracdo amarelada (Figura 1B) resultante do processo
de S-nitrosacdo dos grupos SH presentes nas proteinas
que comp8em a membrana.
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Figura 1- (A) Imagens dos filmes de amido contendo colageno, albumina e membrana da casca de ovo. (B) Imagens dos filmes
de amido contendo coldgeno, albumina e membrana da casca de ovo, ap6s processo de S-nitrosagao.

A reacdo de S-nitrosacdo pode ser expressa conforme o
Esquema 1. Inicialmente o nitrito (NO®) origina o
cido nitroso através de hidrolise, que é um poderoso
agente de nitrosacdo e, que apresenta uma estrutura de
separagio de cargas (OH- - -NO"). Em seguida 0s
grupos SH, neste caso, destacamos 0s presentes na
membrana da casca do ovo, os quais sofrem S-
nitrosacdo através do ataque nucleofilico do cétion
nitrosonion (NO") ao atomo de enxofre do grupo tiol
(SH), formando assim o grupo SNO com liberagdo de
uma molécula de 4gua. No esquema, R representa as
moléculas que contenham o grupo SH.

NO” + H® < HO- -NO < OH- - -NO+
OH™- - -NO" + RSH < RSNO + H,0 Esquema (1)
Apo6s a nitrosacdo, os filmes poliméricos continuaram
opacos, ndo sendo possivel obter a quantificacdo dos
grupos SH efetivamente nitrosados, diretamente pela
analise espectrofotométrica dos filmes, pois estes
apresentaram aspectos irregulares na sua formacdo,
sendo utilizada a parte com maior homogeneizacao dos
componentes. A concentracdo de grupos SNO presente
pode ser caracterizado por meio da adaptacdo do
método de  Griess, que € um  método
espectrofotométrico padrdo para detec¢do de nitrito,
amplamente utilizado para quantificar S-nitrosotidis
(RSNOs). No  processo, solugbes  contendo
sulfanilamida e anilina quando expostas a grupos
RSNOs ou solucdo aquosa de nitrito, apresentam
bandas de absor¢do em 262 e 490 nm, atribuidas a
formacdo do composto azo (grupo funcional -N=N-)
(Nims et al., 1995; Cook et al. 1996). A adicdo de NO
em solucdo ou de um doador de NO leva a
N-nitrosacdo da sulfanilamida pelos intermediarios
gerados na reagdo entre NO/O,, originando uma
arilnitrosoamina  primaria que rapidamente se
decomp®e ao ion diaz6nio, que na sequéncia reage com
a anilina formando o composto azo que pode ser
quantificado em solucao por espectrofotometria

As Figuras 2A e 3A apresentam a variacdo espectral
devido a formagdo do composto azo formado através
de reagdo com solugdo de concentragdo conhecida de
nitrito.

53

0,8
A ——0,0616 mol.L”
——0,0493 mol.L"
0.6- ——0,0435 mol.L"
- 0,0411 mol.L™
© f
© N e 0,0352 mol.L"
& 0.4 )
e}
2
o
0
Fo2
0,0+ S
400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)
0,55
0,50 |
E
&)
50450
o
2
o
8
g 040+
0,35}

0,64 0,65 o,be
Concentracéo (mol.L™)
Figura 2- (A) Espectros resultantes da reacdo de S-nitrosagéo

do composto azo formado entre anilina e sulfonilamida,
mostrando as bandas de absor¢do em 490 nm, (B) curva de
calibracéo referente ao croméforo S-NO obtida em 490 nm.

As curvas obtidas foram utilizadas para construcéo da
curva de calibracdo, apresentadas nas Figuras 2B e 3B,
que foram utilizadas para quantificagdo da
concentragdo de grupos NO liberados pelos filmes ap6s
0 processo de nitrosag&o.

A quantificacdo do nimero de mols de NO que os
filmes de amido liberaram ap6s o processo de
nitrosacdo pode ser obtida através da formacgdo do
composto azo. Pode-se observar na Figura 4, que a
maioria dos filmes libera menos de 6,0 mmol de NO
apos 15 minutos de nitrosagdo, com execdo do filme
numero 9 que libera o dobro. Este filme apesar de ndo
conter membrana de casca de ovo consegue liberar um
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grande nimero de moléculas de NO, o que pode ser
associado ao fato da albumina ou colageno conter em
sua estrutura 0 grupo SH que pode ser nitrosado. O
filme 5 apresenta 0 menor teor de NO liberado o que
indica que a presenca de albumina ndo contribui para a
liberagdo de NO, quando comparado aos demais
filmes.
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Figura 3- (A) Espectros resultantes da reagdo de S-nitrosacéo
do composto azo formado entre anilina e sulfonilamida,
mostrando as bandas de absor¢cdo em 262 nm, (B) curva de
calibracéo referente ao cromdforo S-NO obtida em 262 nm.
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Figura 4- NUmero de mols de NO liberado por grama de
filme de amido.

A propriedade antimicrobiana avaliada através do
método de disco-difusdo originario de Bauer et al.
(1966), é um dos métodos mais utilizados nos
laboratorios de microbiologia no Brasil desde a sua
descoberta em 1966 (BARRY, 1991; JORGENSEN,
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1999). Os resultados da medida do tamanho dos halos
obtidos pelo método de disco-difusdo frente a S.
typhimurium, E. coli e S. aureus estdo apresentados
respectivamente na Tabela 2. Os valores representam a
medida total (didametro do filme + halo sem
crescimento da bactéria), sendo a medida do didmetro
de cada filme de 7 mm.

Tabela 2- Médias dos halos para atividade antibacteriana de
filmes de amido.

Tamanho do halo (mm)

S

Filme LT E. coli S. aureus
typhimurium
1 9,0 9,0 11,0
2 11,0 - 10,0
3 11,0 - 11,7
4 11,5 11,0
5 11,5 - 9,0
6 9,5 - 10,5
7 9,5 - 11,5
8 8,5 - 13,0
9 10,7 9,0 11,5
(-) N&o houve inibicéo.
Os resultados da Tabela 2, para atividade

antimicrobiana frente & S. typhimurium mostraram que
os filmes 1, 6, 7 e 8 apresentaram as menores respostas
de acdo bactericida, valores menores que 10 mm. Os
detalhes do teste antibacteriano pode ser observado na
Figura 5.

Figura 5- Placas de petri com filmes de amido frente & Sal-
monella typhimurium.

N&o houve atividade antibacteriana para os filmes
frente a E. coli (Figura 6), com excecédo dos filmes
controle (apenas com amido) e o filme de amido
com albumina e coldgeno, o que pode ser
associado a necessidade de altas doses de NO ou
entdo a alta resisténcia da bactéria em relacdo aos
grupos NO que os filmes liberam.

Para a bactéria S. aureus (Figura 7) pode ser
observado que apenas o filme 5 composto por
amido e albumina ndo apresentaram significativa
acdo bactericida frente a S. aureus. Trabalhos
anteriores mostraram que a bactéria, pode ser
morta por acdo do NO para filmes que liberam
altas doses de NO, apesar da mesma apresentar
resisténcia a agdo do NO (SEABRA et al., 2010).
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Figura 6- Placas de petri com filmes de amido frente a Esche-
richia coli.

Figura 7- Placas de petri com filmes de amido frente a Sta-
phylococcus aureus

Os filmes que apresentaram melhor acdo bactericida
foram os continham membrana da casca de ovo (2, 3,
4, 6, 7, 8) em maior concentracao.

4 Conclusao

Filmes de amido contendo colageno, albumina e
membrana da casca de ovo mostram ser capazes de
liberar cerca de 6,0 mmols de 6xido nitrico (NO) por
grama de filme. A acdo bactericida dos filmes foi
verificada frente a S. typhimurium, E. coli e S. aureus e
verificou-se que ndo houve atividade bactericida para
todos os filmes frente a E. coli. Os resultados de acéo
antibacteriana dos filmes de amido com utilizagdo de
oxido nitrico (NO) com ou sem membrana de casca de
ovo, albumina e colageno podem ser utilizados como
superficies de revestimento de embalagens que estejam
em contato com alimentos ou compostos que devam
ser preservados da acdo de bactérias principalmente S.
typhimurium e S. aureus.
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