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RESUMO

A crescente demanda por alimentos de alta qualidade, e a preocupacdo da industria com a
resisténcia de microrganismos deteriorantes t€ém impulsionado o desenvolvimento de novas
embalagens. Carnes e produtos cérneos estdo entre os alimentos mais propensos a
deterioragdo microbiana devido as suas caracteristicas intrinsecas, tais como pH, atividade de
adgua e alto teor de nutrientes. Dentre os microrganismos envolvidos na deterioragao,
destacam-se as bactérias do grupo acido lactico (BAL), especialmente a Weissella viridescens,
que pode causar limo, esverdeamento da superficie off-flavor em carnes embaladas a vécuo.
Este trabalho teve como objetivos avaliar as concentracdes inibitorias minimas (CIM) in vitro
de quatro conservantes alimentares contra a W. viridescens: nitrito de sdédio, metabissulfito de
sodio, benzoato de sodio e sorbato de potassio e desenvolver um filme biopolimérico com
atividade antimicrobiana contra a W. viridescens. Benzoato de sodio e sorbato de potassio
foram testados em concentragdes de 50.000 a 1.000 pg.mL™', enquanto nitrito de sodio e
metabissulfito de soédio variaram de 20.000 a 156 pg.mL™'. O metabissulfito de sdédio
apresentou a maior atividade (CIM 313 pug.mL"), seguido pelo nitrito de sodio (CIM 5.000
ug.mL1). Benzoato de sodio e sorbato de potdssio niio apresentaram atividade antimicrobiana
nas concentragdes testadas. Foram produzidas 11 formulacdes com diferentes concentragdes
de albumina e glicerol, todos tendo o conservante alimentar metabissulfito de sodio na
concentragio de 9.000 pg.mL!. Foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com trés repeticdes no ponto central, sendo analisadas a Permeabilidade ao Vapor de
Agua (PVA) e o Didgmetro de Halo Inibitério (DHI). Apenas a formulagio contendo 39% de
glicerol e 3,5 g de albumina apresentou acao antimicrobiana contra a bactéria W. viridescens,
com DHI médio de 6,55 mm e PVA médio de 1,59 g.m!.s"'.Pa’l. Os resultados indicam que a
formulag¢do desenvolvida possui potencial para aplicagdo em embalagens antimicrobianas

para carnes, podendo contribuir para a extensao da vida 1til do produto.

Palavras-chave: bactéria acido latica; seguranca alimentar; conservante alimentar.



ABSTRACT

The increasing demand for high-quality food, and the industry's concern with the resistance of
deteriorating microorganisms, have driven the development of new packaging. Meats and
meat products are among the most prone foods to microbial deterioration due to their intrinsic
characteristics, such as pH, water activity and high nutrient content. Among the
microorganisms involved in spoilage, lactic acid bacteria (LAB) stand out, especially
Weissella viridescens, which can cause slime, surface greening and off-flavor in vacuum-
packed meats. This work aimed to evaluate the minimum inhibitory concentrations (MIC) in
vitro of four food preservatives against W. viridescens: sodium nitrite, sodium metabisulfite,
sodium benzoate and potassium sorbate and to develop a biopolymeric film with
antimicrobial activity against W. viridescens. Sodium benzoate and potassium sorbate were
tested at concentrations from 50,000 to 1,000 pg.mL™', while sodium nitrite and sodium
metabisulfite ranged from 20,000 to 156 pg.mL ™. Sodium metabisulfite showed the highest
activity (MIC 313 pg.mL-1), followed by sodium nitrite (MIC 5,000 pg.mL-1). Sodium
benzoate and potassium sorbate did not show antimicrobial activity at the tested
concentrations. Eleven formulations were produced with different concentrations of albumin
and glycerol, all containing the food preservative sodium metabisulfite at a concentration of
9,000 pg.mL-1. A Central Composite Rotational Design (CCRD) with three replicates at the
central point was used, and Water Vapor Permeability (WVP) and Inhibitory Halo Diameter
(IHD) were analyzed. Only the formulation containing 39% glycerol and 3.5 g of albumin
showed antimicrobial action against the bacterium W. viridescens, with an average THD of
6.55 mm and an average WVP of 1.59 g.m-1.s-1.Pa-1. The results indicate that the developed
formulation has potential for application in antimicrobial packaging for meats, and may

contribute to extending the shelf life of the product.

Keywords: lactic acid bacteria; food safety; food preservative.
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1 INTRODUCAO

Para a industria alimenticia, a qualidade e seguranga dos alimentos ¢ objetivo
primordial a ser alcancado, seja qual for o produto elaborado. Assim, técnicas sdo utilizadas
para garantir que o produto tenha alta qualidade e caracteristicas desejaveis, sejam elas fisicas,
quimicas ou microbiologicas. O uso de aditivos quimicos ¢ um dos métodos utilizados para
obter tais objetivos, sendo seu uso regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (Brasil, 2020).

Dentre as diversas classes de aditivos alimentares, os conservantes sdo de extrema
importancia na garantia e controle da seguranga alimentar, uma vez que eles t€ém a funcao de
inibir total ou parcialmente o crescimento e acdo de microrganismos, sejam eles patogénicos
ou ndo (Ferreira et al., 2020). Além disso, t€ém a capacidade de preservar as caracteristicas do
alimento, sempre respeitando os limites estabelecidos pelas legislagcdes (Souza et al., 2019).
Cada conservante age de forma diferente frente aos mais diversos microrganismos e, por isso,
a escolha do conservante deve respeitar, concomitantemente, a legislacdo e ter efetividade
contra 0 microrganismo alvo.

A deterioragdo de carnes e seus derivados ocorre devido a fatores como pH, atividade
de 4gua e alto teor de nutrientes, que favorecem o crescimento microbiano (Teixeira et al.,
2021). Em carnes embaladas a vacuo, as bactérias acido-laticas, especialmente Weissella
viridescens, representam um problema significativo (Martins et al., 2020). Essas bactérias
estdo associadas ao esverdeamento da superficie e ao desenvolvimento de off-flavors,
resultando na rejeicdo do produto pelos consumidores (Teixeira et al., 2021). Diante disso, a
escolha de embalagens que protejam contra contaminagdes externas e auxiliem na redugdo de
microrganismos indesejaveis no alimento ¢ essencial.

A industria de embalagens para alimentos busca constantemente novos materiais que
melhorem a qualidade dos produtos e agreguem valor aos consumidores (Domingos et al.,
2018). A crescente demanda por alimentos de alta qualidade, aliada a preocupacdo da
industria com a resisténcia de microrganismos deteriorantes e patogénicos, impulsiona o
desenvolvimento de embalagens inovadoras (Ongaratto; Vital; Prado, 2022). Neste contexto,
as embalagens comestiveis, como filmes e revestimentos, vém ganhando destaque. Elas sdo

produzidas a partir de compostos seguros para o consumo humano, geralmente biopolimeros
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como proteinas, carboidratos e lipidios, ou a combinacdo desses elementos (Costa et al.,
2017).

As proteinas sdo particularmente promissoras na formagao de filmes, pois suas
estruturas podem ser modificadas para alcangar propriedades desejaveis, além de oferecerem
boas barreiras contra lipidios, oxigénio e didxido de carbono em condi¢des de baixa umidade
relativa (Pires & Andretta, 2020). A albumina, proteina presente na clara do ovo, surge como
uma alternativa viavel para a producao de filmes biopoliméricos de origem animal, devido ao
seu baixo custo e potencial aplicagdo como revestimento comestivel (Guérin & Audic, 2007).
Além disso, a incorporagdo de compostos antimicrobianos nesses filmes pode contribuir para
a seguranca microbioldgica, inibindo o crescimento de microrganismos na superficie dos
alimentos (Kumar et al., 2022).

Diante disso, este estudo teve como objetivo desenvolver um filme biopolimérico a
base de albumina, acrescido de um conservante alimentar, com atividade antimicrobiana
contra Weissella viridescens e baixa permeabilidade ao vapor de agua, visando sua aplicacdo

em produtos carneos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um filme biopolimérico a base de albumina que tenha agdo

antimicrobiana contra a bactéria Weissella viridescens.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar as concentragdes inibitorias minimas (CIM) de quatro conservantes
alimentares contra a W. viridescens: benzoato de sodio, metabissulfito de sédio, nitrito

de sodio e sorbato de potassio.

2. Determinar a melhor combinagdo de albumina e glicerol para a formagao de um filme

biopolimérico.

3. Analisar a Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) e o Didmetro de Halo Inibitério

(DHI) dos filmes biopoliméricos desenvolvidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Weissella viridescens

A W. viridescens ¢ uma bactéria do grupo acido lactico (BAL), pertencente a familia
Leuconostocaceae, ordem Lactobacillales e classe Bacilli (Martins, 2019) Ela ¢ nao
patogénica, ¢ gram positiva, ndo formadora de esporos, catalase negativa e anaerdbia
facultativa. Sao heterofermentativas, produzindo diéxido de carbono, 4cido latico e acético a
partir da fermentacdo de agucares (Ma et al., 2022). Podem ser encontradas em uma grande
variedade de habitats, desde a epiderme até na saliva ou fezes de seres humanos (Martins et
al., 2020). Essa bactéria possui boa resisténcia térmica, crescendo na faixa de temperatura de
15 °C a 45 °C, o que resulta em elevada capacidade adaptativa, tornando-se um
microrganismo de importancia para a industria de carnes (Kamenik et al., 2015).

Bactérias do género Weissella estao associadas a deterioracdo de produtos céarneos,
causando esverdeamento, off flavor e formacdo de limo (Teixeira et al., 2021), o que leva os
consumidores a rejeitarem esses produtos. Sua presenga pode resultar em mudangas
indesejaveis, como o surgimento de sabores e odores ruins (azedo); producao de gases (CO2 e
H); alteracdo na textura (amolecimento, liquefacdo) e mudanga de cor (esverdeamento)
(Marques, 2017). Um produto carneo contaminado por essa bactéria trard consequéncias
negativas, como a perda da qualidade nutricional e diminui¢dao da vida 1til do produto
(Marques, 2017).

Para limitar o crescimento desta bactéria, o controle de temperatura e pH sdo
fundamentais (Ramos, 2017), além de praticas de limpeza e manipulagdo correta de alimentos

(Naboa et al., 2023).

3.2 Conservantes alimentares

De acordo com a Portaria n° 540, da Secretaria de Vigilancia em Satde (SVS) do

Ministério da Saude (MS), aditivo alimentar ¢ “qualquer ingrediente adicionado
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intencionalmente aos alimentos, sem propodsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricagdo,
processamento, preparagdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulagdo de um alimento™ (Brasil, 1997). Vale ressaltar que nenhum método
substitui a ado¢do das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e, por isso, ¢ vetado o uso de
aditivos com proposito de encobrir falhas no processamento e/ou manipulagdo; induzir o
consumidor ao erro, engano ou confusdo; ou esconder alteracdes ou adulteragdes da matéria
prima ou do produto elaborado (Brasil, 2020).

Os conservantes alimentares sdo produtos quimicos ou substancias naturais colocadas
nos alimentos para evitar ou atrasar sua degradacao, assegurando sua seguranca, qualidade e
duracgdo. Esses componentes evitam o desenvolvimento de microrganismos (bactérias, fungos
filamentosos e leveduras) e reagdes quimicas indesejadas, como oxidacdo e fermentacgao
(Vincenzi et al., 2021).

Os conservantes sdo controlados pela ANVISA e podem ser de origem natural ou
artificial. Entre os naturais estdo o acido citrico (frutas citricas), o acido tartarico (uvas), o
vinagre, o sal e o agucar. Ja os sintéticos incluem o sorbato de potassio, benzoato de sodio,
acido propionico, nitratos e nitritos, metabissulfito de sddio, entre outros. As principais
fungdes dos conservantes sdo impedir o crescimento microbiano, evitar a oxidacao, regular o
pH, estabilizar a cor e textura e aumentar a seguranca alimentar. Alguns exemplos de uso dos
conservantes em alimentos sdo as carnes processadas, os produtos lacteos, frutas enlatadas,

conservas e alimentos congelados (Silva, 2019).

3.2.1 Metabissulfito de sodio

O metabissulfito de sodio, também conhecido como pirossulfito de sédio, ¢ um aditivo
alimentar utilizado para prevenir a degradagao e aumentar a durabilidade de alimentos (Aragao
et al., 2008). Sua férmula quimica ¢ Na2S>0s, sua aparéncia ¢ um pd branco ou levemente
amarelado, com um cheiro caracteristico de enxofre (Nascimento, 2017). Ele se dissolve muito
bem em agua, onde forma ions bissulfito, que sdo responsaveis por suas propriedades quimicas.
Sensivel a umidade e calor, ele se decompde liberando didxido de enxofre, que ¢ eficaz em
muitas de suas aplicagdes (Goes et al., 2006). E comumente utilizado nas aplicagdes de vinhos

e bebidas alcodlicas; frutas e legumes enlatados ou congelados; produtos carneos processados
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(embutidos, presuntos); queijos e laticinios; molhos e condimentos (Ilie-Mihai et al., 2022).
Suas propriedades incluem a inibic¢do do crescimento de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos; prevencao da oxidagao e escurecimento (Ahmadi et al., 2019); estabilizacdo da
cor ¢ textura de alimentos, tudo isso devido as suas propriedades antioxidante e agente
branqueador. Redutor forte, reage com oxigénio formando acido sulfurico (Machado & Toledo,
2006).

O metabissulfito de s6dio desempenha um papel importante em varias aplicagdes
industriais, como na industria téxtil, de papel e no tratamento de dgua e fabricacao de
produtos quimicos, no qual atua como um redutor (Aragdo et al., 2008). O uso em altas
concentragdes do metabissulfito de sodio pode gerar subprodutos que afetam o meio
ambiente, como o dioxido de enxofre, além de provocar reagdes adversas como urticaria,
anafilaxia, hipotensdo, nduseas e, em individuos sensiveis, crises asmaticas (Favero; Ribeiro;
Aquino, 2011). Por isso, ¢ importante seguir os protocolos corretos de descarte e uso.

O consumo excessivo pode causar irritacdo gastrointestinal e, em concentragdes muito
elevadas, liberar dioxido de enxoftre, que ¢ toxico (Junior ef al., 2010). Os limites para uso em
alimentos e bebidas sdo definidos por autoridades como o Codex Alimentarius, a FDA (Food
and Drug Administration — EUA) e a ANVISA, com o objetivo de garantir seguranca ao
consumidor. A IDA (Ingestao Didria Aceitavel), esta estabelecida em nao ultrapassar 0,7

mg.Kg! de peso corporeo/dia, expressa em SO2 (Who, 2005; Machado; Toledo, 2006).

3.2.2 Benzoato de sodio

O benzoato de sddio (C7HsNaQO»), oriundo do acido benzoico misturado ao hidroxido
de s6dio, ¢ um conservante alimentar frequentemente usado para prevenir o crescimento de
microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos, em alimentos. O aspecto
fisico do benzoato de sddio ¢ um po6 cristalino branco ou granulado, que se dissolve
facilmente em agua. Sua composi¢cdo quimica ¢ o sal de sdédio do acido benzoico, que se
dissolve melhor em dgua do que sua forma acida. Ele funciona como um inibidor de fungos e
bactérias, especialmente em ambientes com pH acido (abaixo de 4,5), onde se transforma em
acido benzoico, sua forma ativa (Food Ingredients Brasil, 2011).

Aprovado pela ANVISA e pela FDA, ¢ frequentemente utilizado em: refrigerantes e

bebidas alcodlicas; frutas enlatadas e conservas; molhos e condimentos; produtos cérneos
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processados (Pessoa et al., 2015). O benzoato de sédio confere um sabor forte e apimentado,
exatamente por isso o seu uso ¢ delimitado para um respectivo nimero de produtos, e seu
principal uso esta nas bebidas carbonatadas, mas também ¢ usado em salada e torta de frutas,
geleias, doces, margarinas e balas (Ferreira et al., 2020).

Segundo Cherubin (1998), o valor bioldgico dos alimentos ndo ¢ modificado quando
adicionado o benzoato de so6dio e no organismo ndo acontece a acumulagdo, pois o benzoato
de sodio reage com a glicina produzindo acido hipurico, consequentemente sdao eliminados
entre 66 e 95% do total consumido e o restante ¢ transformado a &cido gluconico. A IDA do
benzoato de s6dio ndo deve ultrapassar 5 mg.Kg-1 expresso em acido benzoico (Ferreira et

al., 2020).

3.2.3 Sorbato de potassio

O sorbato de potassio (C¢H7KO2) um sal derivado do acido sorbico, ¢ amplamente
utilizado como conservante em alimentos, bebidas e cosméticos (Vinzenci et al., 2021). Sua
principal funcdo ¢ inibir o crescimento de fungos, leveduras e certas bactérias, prolongando a
vida util dos produtos. Devido a sua alta solubilidade em agua, ele pode ser facilmente
incorporado em diversas formulagdes (Rodrigues et al., 2013).

Esse conservante atua interferindo no metabolismo energético dos microrganismos,
dificultando sua reproducio e sobrevivéncia. E comumente aplicado em alimentos como
queijos, iogurtes, molhos, paes, frutas secas, refrigerantes e vinhos, onde ajuda a preservar o
sabor e a textura, além de reduzir a necessidade de refrigeracdo. Além disso, ¢ utilizado em
cosméticos, como locdes, cremes, shampoos e maquiagens, para prevenir contaminagdes por
fungos, bem como na conservacao de racdo animal e em solu¢des farmacéuticas (Vinzenci et
al., 2021).

Considerado seguro pela FDA e outras autoridades regulatérias, quando aplicado
dentro dos limites estabelecidos. Pode provocar reacdes alérgicas leves em pessoas sensiveis,
como irritagio na pele ou mucosas. E metabolizado pelo corpo de forma natural, sendo
transformado em dioxido de carbono e agua. A eficacia do sorbato de potassio ¢ maior em
produtos com pH acido (abaixo de 6,5). Em ambientes alcalinos, sua acdo conservadora ¢
diminuida. O uso excessivo pode mudar o sabor dos alimentos. O sorbato de potéssio ¢

biodegradavel e visto como um composto com baixo impacto ambiental (Vincenzi, 2021).
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O sorbato de potéssio ¢ muito utilizado em alimentos habitualmente consumidos pela
populacdo, tais como: alimentos de panificagdo, produtos lacteos, frutas e legumes em
conserva, temperos e condimentos, alimentos dietéticos para fins medicinais e bebidas
aromatizadas, destiladas e fermentadas (Assis et al., 2021).

De acordo com Assis et al. (2021), ultrapassar o limite de consumo assentado pode
levar a genotoxicidade e que por essa razao diminuiu a IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) de 25
mg/kg de peso corporal/dia para 3 mg/kg de peso corporal/dia, temporariamente. Ainda
segundo o mesmo estudo, os principais alimentos que contribuem para o consumo do sorbato
de potassio sdo paes, produtos finos de panificacdo e bebidas aromatizadas. Vale salientar que
a ANVISA regula e normatiza um limite de utilizacdo do sorbato de potassio para cada grupo
alimentar, sem ultrapassar a IDA, que esta estabelecida para nao ultrapasssar 25 mg.Kg-1

(Ferreira et al., 2020).

3.2.4 Nitrito de sodio

O nitrito de s6dio ¢ um produto quimico muito usado na industria de alimentos,
medicamentos € em processos industriais. Seu uso principal esta ligado a preservagao de
alimentos, especialmente carnes, por causa de suas caracteristicas antimicrobianas e de
coloracdo. Sua féormula quimica ¢ NaNO; e tem aspecto fisico de um p¢ cristalino branco ou
um pouco amarelado, que se dissolve facilmente em agua. Suas propriedades quimicas
incluem atuar como agente oxidante e redutor em varias condigdes, € sua estabilidade varia
com a temperatura e o pH. Embora seja eficaz em pequenas quantidades, pode ser perigoso
em altas concentragdes, exigindo supervisdo cuidadosa em seu uso (Rodrigues, 2013).

Suas principais utilizagdes estdo na industria alimenticia como conservante em carnes,
usado em embutidos como salsichas, presuntos € bacon, onde impede o crescimento de alguns
microrganismos. E utilizado também como fixador de cor, pois da a coloragio rosada tipica de
carnes curadas ao reagir com a mioglobina para formar nitrosomioglobina. Seu uso também
inclui a intensificagdo de sabor, pois aprimora o perfil de sabor dos produtos carneos. Outra
importante utilizacdao do nitrito de sodio ¢ na industria farmacéutica, onde ¢ empregado como
precursor em sinteses quimicas ¢ em medicamentos usados para tratar envenenamento por
cianeto (Vincenzi, 2021).

Altas quantidades de nitrito de sddio podem resultar em uma condi¢do chamada
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metemoglobinemia, que diminui a habilidade do sangue de transportar oxigénio (Iamarino,
2015). E visto como possivelmente cancerigeno, pois pode criar nitrosaminas em ambientes
acidos ou de alta temperatura (como durante o cozimento), especialmente na presenca de
aminas secundarias. Assim, ¢ muito importante se atentar para os limites de consumo, e seu
uso ¢ rigorosamente controlado em alimentos, com quantidades méaximas e minimas
permitidas que variam conforme a legislagdo de cada pais (Vincenzi, 2021). Quando usado
em niveis seguros, diminui o risco de botulismo (causado pela toxina botulinica) e aumenta a
durabilidade dos alimentos (Azeredo, 2012). A IDA (Ingestao Diaria Aceitavel) para o nitrito
¢ de 0-0,06 mg/kg de peso corpdreo, e para o nitrato, ¢ de 0-3,7 mg/kg de peso corporeo
(Oliveira, 2014).

3.3 Filmes e revestimentos biopoliméricos

Filmes e revestimentos biopoliméricos sdo materiais feitos de polimeros naturais ou de
fontes renovaveis. Eles tém se destacado devido a maior procura por solugdes sustentaveis,
especialmente nas areas de embalagens, alimentos e farmacéuticos. O filme ¢ uma camada
formada apds a secagem de uma solugdo de biopolimero, criada separadamente do alimento e
aplicada depois. O revestimento ¢ o resultado da solugdo biopolimerica aplicada diretamente
na superficie do alimento que, ao secar, forma uma camada aderida diretamente ao alimento
(Kocira et al., 2021).

De acordo com a American Society Standard Testing and Materials (ASTM), polimero
degradavel “é um plastico projetado a submeter-se a mudangas significativas em sua estrutura
quimica sob circunstancias ambientais especificas tendo por resultado perda de algumas
propriedades”. Ja pléstico biodegradavel “¢ um plastico degraddvel em que a degradagdo
resulta da a¢do de microrganismos naturais”, tais como fungos, bactérias e algas (ASTM,
2000, p. 3-4).

Os principais elementos utilizados na fabricagdo de filmes e revestimentos
biopoliméricos sdo os biopolimeros, que englobam os polissacarideos (amido, quitosana,
celulose, alginato e pectina); as proteinas (gelatina; caseina; gliten e zeina) e os lipidios
(ceras; acidos graxos e glicerideos) (Domingos et al., 2018). Outro elemento importante sao
os plastificantes. Substancias como glicerol e sorbitol sdo acrescentadas para melhorar a

flexibilidade e diminuir a fragilidade. Aditivos como antimicrobianos, antioxidantes e
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pigmentos sdo incluidos para adicionar fung¢des especificas aos filmes e revestimentos
(Barboza et al., 2022).

Os filmes e revestimentos possuem importantes caracteristicas fisico-quimicas, como a
permeabilidade, que define o controle da passagem de gases, vapor de dgua e lipidios, sendo
fundamental para embalagens de alimentos. A biodegradabilidade ¢ a capacidade de ser
completamente degradavel por microrganismos, o que diminui o impacto ambiental. E a
barreira, uma caracteristica muito significativa, pois os filmes e revestimentos podem ser
alterados para fornecer resisténcia térmica, mecanica ou quimica (Barboza et al., 2022).

Dentre suas aplicagdes na industria alimenticia, destaca-se a preservagdo de alimentos,
pois oferecem protecdo contra oxidacdo, desidratacdo e crescimento microbiano. Outra
categoria dos filmes e revestimentos sdo as embalagens comestiveis, que sao filmes que
podem ser consumidos junto com os alimentos, como os usados em frutas secas ou queijos.
Existem também os revestimentos de frutas e vegetais, que prolongam a vida util e mantém a

qualidade visual e sensorial (Barboza et al., 2022).

3.4 Albumina

A albumina ¢ uma das principais proteinas da clara do ovo e tem um papel importante
em varios aspectos nutricionais, funcionais e industriais (Sousa, 2008). A albumina ¢ uma
proteina globular que dissolve em agua, formada por cadeias de aminoacidos que oferecem
alta funcionalidade (Coentrdo, 2019). Ela representa cerca de 54% das proteinas totais da
clara do ovo. Tem uma estrutura tridimensional que pode ser alterada pelo calor, pH extremo
ou a¢do mecanica, mudando suas propriedades funcionais (Almeida, 2010).

A albumina ¢ muito valorizada por suas caracteristicas fisico-quimicas, que a tornam
util em varias aplicagdes, como por exemplo na criacdo de espumas, sendo perfeita para
merengues, mousses € outros alimentos aerados (Coentrdo, 2019). Na gelificagdo, ao ser
aquecida, forma géis consistentes e eldsticos, utilizados em produtos como coadjuvante de
liga para alimentos, como carnes, suflés e sobremesas (Almeida, 2010). Na emulsifica¢ao
funciona como um emulsificante natural, ajudando a misturar 6leo e d4gua em maioneses €
molhos. Devido a sua solubilidade ¢ facilmente incorporada em solugdes liquidas (Alleoni,

1997).
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A albumina tem sido bastante analisada como matéria-prima para a criagdo de filmes e
revestimentos biopoliméricos devido as suas func¢des e propriedades estruturais (Wolter e
Pinto, 2021; Barboza, 2022; Santos, 2024). Devido a sua estrutura proteica globular rica em
ligagdes de enxofre, podem criar pontes de dissulfeto durante o aquecimento ou o tratamento
quimico, resultando em redes tridimensionais unidas (Almeida, 2010). Sua habilidade de
formar filmes em condigdes especificas de pH e temperatura gera filmes continuos,
homogéneos e flexiveis. Devido ao fato de ser uma proteina natural, a albumina ¢
biodegradavel, e dessa forma seu descarte nao se torna um problema ambiental. Os filmes de
albumina tém boas caracteristicas de barreira contra gases como oxigénio e dioxido de
carbono (Barboza, 2022), além de resisténcia mecanica aceitavel, que pode ser aperfeicoada
com aditivos ou combinagdes com outros polimeros (Barboza, 2022).

Wolter e Pinto (2021), avaliaram o uso da proteina do ovo, a albumina, em um
revestimento biopolimérico para o armazenamento de ovos de galinhas, nesse estudo, os
resultados encontrados nas amostras, indicaram que a albumina foi eficaz ao retardar a perda
de qualidade do produto.

Ponce et al. (2003), produziram filmes comestiveis de proteinas e polissacarideos,
dentre as proteinas analisadas, usaram a albumina, avaliando a impermeabiliza¢do dos
alimentos, com o objetivo de aumentar a resisténcia a umidade, ao aquecimento e ao
congelamento. Os filmes foram caracterizados por sua sensibilidade a agua, propriedades
térmicas e mecanicas. De acordo com o resultado do trabalho, os filmes a base de albumina
foram muito flexiveis e menos quebradigos junto ao plastificante, foram mais resistentes em

agua do que os filmes produzidos com polissacarideos e foram mais resistentes termicamente.

3.5 Glicerol

O glicerol, também conhecido como glicerina, possui formula quimica C3HgOs. E um
alcool com trés hidroxilas (—OH) em uma cadeia de trés carbonos. Apresenta-se como um
liquido espesso, transparente e sem cheiro, que se dissolve em 4gua e mistura-se bem com
véarios solventes organicos, tendo um gosto levemente doce e baixa toxicidade. E
higroscopico, tendo a capacidade de captar e reter umidade, o que o torna util como umectante
em varias formulagdes. Sua alta viscosidade ajuda a melhorar a textura e a estabilidade de

solucdes liquidas e semissolidas. A elevada solubilidade em agua, facilita sua inclusdao em
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solugdes aquosas e sua biodegradabilidade torna-o adequado ecologicamente (Beatriz et al.,

2011).

O glicerol tem varias utilizagdes na industria alimenticia. Serve como umectante, para
manter a umidade de alimentos como bolos, biscoitos e confeitos, como adocante em
produtos de baixa caloria, e como agente de textura, para melhorar a consisténcia de produtos
como balas e gomas de mascara. Na industria farmacéutica ele ¢ empregado como excipiente
em bases para xaropes, supositorios e capsulas. Em altas concentragdes funciona como agente
osmotico, agindo como agente de hidratacdo em componentes de solugdes injetaveis e
oftdlmicas. Na industria quimica e biotecnologica ¢ usado na fabricacdo de poliésteres e
resinas, além de ser substrato para fermentagao, utilizado em processos biotecnoldgicos para a
producdo de biocombustiveis e outros produtos quimicos. Pode ser utilizado também como
fluidos de corte, anticongelantes e como plastificante em filmes e revestimentos

biopoliméricos (Beatriz et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 Compostos antimicrobianos

Os conservantes alimentares testados foram o sorbato de potéssio (SP), benzoato de
sodio (BS), nitrito de s6dio (NS) e metabissulfito de sodio (MBS), todos fornecidos pela
Neon® (Suzano, SP) e com pureza superior a 98%. A sele¢ao destes aditivos foi baseada na
reconhecida eficacia contra um grande espectro de microrganismos e pelo baixo custo, além

de serem permitidos pela legislagdo brasileira para uso em alimentos.

4.2 Cultura bacteriana e meios de cultura

A cepa bacteriana utilizada foi a Weissella viridescens, gentilmente cedida pela Dra.
Roberta Hilsdorf Piccoli, professora do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, MG.

Para as andlises microbiologicas foram usados os seguintes meios de cultura e
diluentes: Caldo Triptona de Soja (TSB), Agua peptonada tamponada e Caldo Man, Rogosa e
Sharpe (MRS), além de Man Rugosa ¢ Sharpe (MRS), e Agar Man, Rogosa ¢ Sharpe
(MRSA).

4.3 Manuteng¢do e Padronizacdo da cultura bacteriana

A cepa de W. viridescens foi estocada a -18 °C, em microtubos contendo meio de
congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3 g), NaCl (5 g), H.O
(1.000 mL), pH (7,2 + 0,2)], conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Microtubos contendo meio de congelamento.

Fonte: Do Autor (2024).

Para padronizar a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC), foi construida
a curva de crescimento da cultura bacteriana utilizada. Aliquotas de W. viridescens foram
transferidas para erlenmeyers com caldo MRS e incubadas a 37 °C. O crescimento foi
monitorado a cada hora por espectrofotometria (600 nm) e plaqueamento em Agar MRS,
garantindo o controle do nimero de UFC no in6culo da cultura reveladora. A Figura 2 mostra

uma placa de Agar MRS com colénias de W. viridescens.

Figura 2 — Colonias da Weissella viridescens.

Fonte: Do Autor (2024).
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4.4 Atividade antimicrobiana in vitro dos conservantes

A atividade antimicrobiana dos conservantes foi avaliada pelo método de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), através da técnica de microdilui¢do em placas estéreis
de microtitulagdo com 96 pogos, conforme o protocolo NCCLS M7-A6 (NCCLS, 2003), com
modificagdes. Nos microtubos, foram adicionados 200 plL de meio MRS contendo cada um
dos quatro conservantes, nas concentragdes especificadas na Tabela 1. Em seguida 10 uL. do
inéculo padronizado (10'" UFC/mL) foram acrescentados a cada pogo. O controle negativo
continha apenas meio MRS, sem conservantes e sem inoculo, enquanto o controle positivo
recebia o inodculo padronizado. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, ¢ a CIM foi

determinada por leitura visual (FIGURA 3A). O teste foi realizado em triplicata.

Tabela 1 — Concentracdes dos conservantes alimentares testados para determinagdo da
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM).

Conservantes Concentra¢io (pg.mL™")
alimentares

Sorbato de 50.000 | 25.000 | 12.500 | 7.500 | 5.000 | 4.000 | 2.000 | 1.000

potassio (SP)
Benzoato de 50.000 | 25.000 | 12.500 | 7.500 | 5.000 | 4.000 | 2.000 | 1.000
sodio (BS)
Nitrito de sédio | 20.000 | 10.000 | 5.000 | 2.500 | 1.250 625 313 156
(NS)

Metabissulfito | 20.000 | 10.000 | 5.000 | 2.500 | 1.250 625 313 156
de so6dio (MBS)

O micropogo com menor concentragao do conservante que ndo apresentou turvacao do
meio, ou seja, sem crescimento visivel, foi considerada a CIM. A fim de confirmar o
resultado, uma aliquota das suspensdes contidas nos micropocos foi semeada por meio de
estrias em placas de Petri contendo MRSA (FIGURA 3B), seguida de incubagdo a 35 °C por
24 horas. A auséncia de crescimento de colonias visiveis nas placas, confirmou a efetividade

do conservante alimentar testado.

Figura 3 — Técnicas de avaliagdo antimicrobiana
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A — Placa de microtitulacao

4.5 Elaboragao dos filmes de albumina

B — Estriamento em placas de petri

Fonte: Do Autor (2024).

Para a elaboracdo dos filmes foram utilizados albumina de ovo (83% de proteina,

marca ASA®) e glicerol (Sigma Aldrich®), e a metodologia utilizada foi baseada no trabalho

de Azevedo et al. (2015), com modificacdes. Para a elaboracdo dos filmes foi utilizado um

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com trés repeticdes no ponto central

(TABELA 2). As variaveis independentes foram as concentragdes de albumina (X1) e glicerol

(X2), e as variaveis respostas foram a Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) e o Didmetro

de Halo de Inibig¢ao (DHI).

Tabela 2 - Matriz do Delineamento Experimental (DCCR).

Variaveis independentes (Reais) Variaveis respostas
Ensaios
(Filmes) Albumina (g) Glicerol (%) PVA DHI
(X1) (X2) g.m'.s! Pa’l Mm
1 3,0 37
2 3,0 41
3 4,0 37
4 4,0 41
5 2,79 39
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6 4,20 39
7 3,5 36
8 3,5 42
9 (O)* 3,5 39
10 (O)* 3,5 39
11 (O)* 3,5 39

Nota: *Repeticdo no ponto central.

Dessa forma, X1 gramas de albumina foi diluida em 60 mL de agua destilada e
homogeneizada com o auxilio de um agitador magnético (FIGURA 4A) a 500 rpm por 20
minutos. Em outro recipiente, 15 mL de dgua destilada foi homogeneizada com X2 gramas de
glicerol durante 15 minutos em homogeneizador magnético a 500 rpm. Em seguida, as duas
solugdes foram misturadas e homogeneizadas a 750 rpm por 10 minutos.

A solucdo resultante foi submetida a homogeneizacdo ultrassonica (YAXUN®,
modelo YX-3560) por 25 °C por 10 minutos a poténcia de 50 W (FIGURA 4B), e subsequente
aquecimento em banho maria a 75 °C/30 minutos. Este procedimento ¢ necessario para a
formagao de ligagdes intermoleculares, que auxiliam no estabelecimento de uma estrutura de
rede polimérica reticulada. Apds o aquecimento, a solugdo foi resfriada em banho de gelo até
atingir a temperatura de 25 °C, quando foi adicionado 25 mL de dgua destilada contendo
9.000 pg.mL"! de metabissulfito de sédio, que foi o conservante selecionado apds obter o

resultado na etapa de CIM. A solucao foi novamente sonificada por 10 minutos a 50 W.

Figura 4 — Preparacdo da solugao filmogénica

A —Homogeneizagdo magnética B — Homogeneizagao ultrassonica

Fonte: Do Autor (2024).
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Os filmes foram elaborados pelo método de casting, a temperatura ambiente. O
controle da espessura dos filmes foi realizado pelo volume aplicado a um suporte circular de
11 cm de diametro (FIGURA 5), correspondente a 25 mL. As solu¢des filmogénicas foram
secadas a temperatura ambiente por 48 horas para garantir a evaporacao lenta do solvente e a

formacao do filme.

Figura S - Suporte circular contendo a solugao filmogénica.

Fonte: Do Autor (2024).

4.6 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos filmes foi determinada de acordo com a
American Society Standard Testing and Materials - ASTM (2000b), método de E96. A
espessura média dos filmes foi mensurada pela leitura de 3 pontos distintos, escolhidos
aleatoriamente em cada corpo de prova, usando um micrometro digital. As amostras foram
lidas em triplicata e o experimento foi repetido por trés vezes.

A taxa de transmissdo de vapor de agua (WVTR) dos filmes foi determinada de acordo
com Guimardes Jr. et al. (2015), com modificagcdes. Corpos de prova com raio de 7,75 mm
(FIGURA 6A) foram aplicados a orificios de raio de 5,25 mm, em vidro ambar, com % de seu
volume contendo silica (dessecante) previamente seca por 24 horas a 150 °C (FIGURA 6B e
C, respectivamente). Os recipientes de vidro ambar foram colocados em dessecador hermético
a 25 + 2 °C (FIGURA 6D), em que um volume de solucdo saturada de NacCl fixa a atividade
da 4gua, gerando uma atmosfera com umidade relativa de 75%.

As medi¢des de ganho de peso foram realizadas pesando-se o vidro de teste com
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precisdo de 0,001 g com balanga eletronica a cada duas horas, de modo que a captacdo de
agua de vidro ambar seja medida por 20 horas. Um grafico de peso ganho versus tempo, foi

utilizado para determinar o WVTR.

Figura 6 — Preparacio das amostras para determinagdo da Permeabilidade ao Vapor de Agua

(PVA)

A — Corpo de prova B — Visdo superior do recipiente contendo o

corpo de prova

C — Recipiente de vidro contendo silica e o corpo D — Dessecador com solugdo saturada de
de prova NaCl contendo os recipientes de vidro

Fonte: Do Autor (2024)

O célculo da PVA foi feito de acordo com a equacdo 1, na qual d é a espessura do

filme; WVTR ¢ a taxa de transmissdo de vapor de dgua; AP representa a diferenca de pressao
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de vapor entre as duas faces do filme: AP = S.(R1 — R2); S ¢ a pressdo do vapor saturado a
temperatura do teste (2.1297 KPa a 18,5 °C), R1 ¢ a umidade relativa gerada pela agua pura
(100%) (lado tmido), R2 ¢ a umidade relativa gerada pela silica (0%) (lado seco).

PVA = WVTR .0 /AP Equacgao 1

4.7 Determina¢ao do Diametro do Halo Inibitério (DHI) para avaliacdo da atividade

antimicrobiana do filme

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada cortando-se discos de 6,5 mm de
diametro os quais foram fixados na superficie do Agar MRS inoculado com uma quantidade
padrdo (10" UFC.mL™") de W, viridescens, seguido de incubagdo a 37 °C por 24 horas. Apos
esse periodo, as zonas de inibi¢do em torno de cada disco foram mensuradas com paquimetro
King Tools® (FIGURA 7), assim como a inibi¢do no ponto de contato do disco com o meio
(NCCLS, 2003b). O experimento foi realizado com trés repeti¢des, sendo as amostras lidas

em triplicata. A Figura 7 apresenta a medi¢ao do halo inibitorio.

Figura 7 — Medicdo do halo inibitorio

Fonte: Do Autor (2024)
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4.8 Analise estatistica

As médias dos valores encontrados para a Permeabilidade ao vapor de agua e
Diametro de halo inibitério foram submetidos ao teste de comparagao de médias empregando
o teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico SISVAR (Ferreira,
2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antimicrobiana in vitfro dos conservantes

Observou-se que, dos quatro conservantes analisados, apenas o nitrito de sédio e o
metabissulfito de sddio inibiram a bactéria W, viridescens, nas concentra¢des 5.000 pg.mL' e
313 ug.mL! | respectivamente. O sorbato de potissio e o benzoato de sédio ndo inibiram a
bactéria em nenhuma das concentragdes testadas.

Favero et al. (2011) relata a a¢do antimicrobiana do metabissulfito de sodio, que ele
pode causar danos a membrana celular dos microrganismos devido a penetracdo do SOz na
parede celular, com a inativag¢ao da replicagdo do DNA, além de causar rupturas nas enzimas
relacionadas com a membrana citoplasmatica.

Jay (2005) expde que os microorganismos sofrem agdo bactericida dos sulfitos,
quando a concentragdao esta acima de 0,2 mg/mL, isso explica os resultados obtidos nesse
trabalho. Alguns estudos apontam que a acdo antimicrobiana do metabissulfito de sddio
também se deve a capacidade redutora deste aditivo, que ¢ alta, ele causa um decréscimo no
grau de oxigénio, tornando o crescimento da maioria dos microrganismos inatingivel. E
acontece também a a¢do sobre as liga¢des bissulfeto, atingindo algumas enzimas, deixando-as
inativas e ele também pode bloquear os carboidratos, quando reage com aldeidos no
metabolismo (Franco; Landgraf, 2002; Jay, 2005).

O nitrito de s6dio também apresentou efetividade, porém em concentragdo superior ao
do metabissulfito de sddio. De acordo com Amin ¢ Oliveira (2006), baixas concentragdes de
nitrito de sédio fixam a cor dos produtos carneos curados, porém ndo produzem um efeito
antibacteriano significativo, sendo necessarias concentracdes maiores. Foi observado que o
nitrito de sodio precisa de uma alta concentragao para inibir microrganismos, o que pode
explicar os resultados encontrados. Concentragdes superiores a 200 pg.mL™' de nitrito de
sodio exercem agdo bacteriostdtica, especialmente sobre os anaerdbios (Amin; Oliveira,
2006), como ¢ o caso da W. viridescens. Embora os nitritos sejam usados ha varios anos, a
formacdo de nitrosaminas potencialmente cancerigenas a partir de nitritos ¢ uma das
principais causas de preocupagdo (Subramanian; Kagliwal; Singhal, 2014).

Os conservantes sorbato de potassio e benzoato de sddio, nas concentragdes testadas,
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ndo foram eficazes na inibi¢do dessa bactéria. Uma possivel explicagdo pode ser o pH do
meio. O pH do meio MRS, sem adicdo de conservantes, ¢ aproximadamente 5,84; entretanto
este elevou-se para proximo da neutralidade (pH 6,23) quando adicionado sorbato de potassio
na maior concentragdo testada (50.000 pg.mL-1 ). E sabido que os sorbatos apresentam maior
eficiéncia em pH mais acidos (Hwang et al., 2015) e, portanto, a atividade antimicrobiana do
sorbato de potassio diminui com o aumento do pH extracelular (Wang et al., 2018).

A atividade antimicrobiana do benzoato de sddio ocorre quando ele esta na forma ndo
dissociada, passando através da membrana e liberando prétons no citoplasma bacteriano
(Souza, 2019). O pH ¢ decisivo para a acdo antimicrobiana do benzoato de sodio pois ele é
mais efetivo em meio 4cido devido a prevaléncia do acido benzoico, sua forma ndo
dissociada. Ao adicionar o benzoato de sédio na maior concentracio (50.000 pg.mL™"), o pH
do meio elevou-se para 5,87, o que pode explicar a baixa efetividade do conservante. De
acordo com Oliveira e Reis (2017), pH acima de 5 pode reduzir a atividade do benzoato.

O metabissulfito de sodio foi escolhido para integrar a formula¢do do revestimento
polimérico, pois além de seu custo ser baixo, entre os 4 conservantes testados, sua efetividade
se deu em baixa concentragdo, se comparado com o nitrito de sodio, que também obteve
efetividade, s6 que em uma concentragdo maior. O ideal ¢ que se obtenha a acdo
antimicrobiana com uma concentracdo baixa, respeitando as legislagdes e a IDA (Ingestao
Diéria Aceitavel), que ndo deve ultrapassar 0,7 mg.Kg™! de peso corporeo/dia, expressa em

SO, (Who, 2005; Machado; Toledo, 2006).

5.2 Elaboracao dos filmes de albumina

A Figura 8 mostra o aspecto visual dos filmes biopoliméricos desenvolvidos. Observa-
se que os filmes a base de albumina e glicerol incorporados com o conservante metabissulfito
de sodio mostraram-se levemente amarelados, quase transparentes, ndo apresentaram bolhas
ou rachaduras na superficie, independentemente das 11 formula¢des utilizadas. Uma
embalagem transparente influencia na escolha do consumidor. Esse tipo de embalagem
permite que o consumidor visualize diretamente o produto e isso gera confianga, autenticidade

e comprovacao da qualidade através de um estimulo sensorial.



Figura 8 — Aspecto visual dos filmes biopoliméricos
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Os nimeros de 1 a 9 representam as formulagdes desenvolvidas (vide Tabela 3). O n° 9 representa a formulagio

com repetigdo no ponto central.

Fonte: Do Autor (2024).

A Tabela 3, apresenta os valores das varidveis independentes (Albumina e glicerol) e

das variaveis respostas (Permeabilidade ao vapor de 4gua — PVA e Didmetro de halo inibitorio

— DHI).

Tabela 3. Valores médios de Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e Diametro de halo

inibitério(DHI)
Variaveis independentes (Reais) Variaveis respostas
Filmes
Albumina (g) Glicerol (%) PVA (gm's'.Pal) DHI (mm)
1 3,0 37 1,4466 A 04
2 3,0 41 1,4363 4 04
3 4,0 37 1,8816 8 04
4 4,0 41 1,5721 4 04
5 2,79 39 1,5727 4 0"
6 4,20 39 1,7703 B 04
7 3,5 36 1,4592 A 04
8 3,5 42 1,7380 B 04
9 (O)* 3.5 39 1,57324 6,568
10 (C)* 3,5 39 1,5940 A 6,548
11 (C)* 3,5 39 1,5769 A 6,565

Nota 1: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maiuscula na coluna, pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Nota 2: *Repeticao no ponto central.
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Dentre os filmes avaliados, apenas 9, 10 e 11 apresentaram atividade antimicrobiana
contra a bactéria Weissella viridescens, com um DHI médio de 6,55 mm ¢ PVA médio de 1,59
g.m.s.Pa’l. Vale ressaltar que os filmes 9, 10 e 11 possuem a mesma composi¢do pois estes
constituem a repeti¢ao no ponto central.

A concentragdo de metabissulfito de sédio foi a mesma em todos os 11 ensaios,
correspondendo a 9.000 pg.ml'. Como as tnicas variagdes foram a albumina e o glicerol,
possivelmente essas combinagdes alteraram a propriedade de barreira, modificando a
dindmica de liberagcdo do conservante contido no filme quando em contato com o meio de
cultura MRS. Assim, com pouca libera¢do do aditivo, a pequena quantidade nao foi suficiente
para se obter a acdo antimicrobiana, possivelmente a barreira impediu a liberagdao do
conservante, impedindo a agdo da penetracdo do SO na parede celular, assim como relatou
Favero et al. (2011).

A analise de variancia apresentou valor p > 0,05, indicando que a variagdo da
concentracdo do glicerol ndo afetou significativamente o DHI, enquanto a albumina afetou

significativamente, conforme Tabela 4.

Tabela 4. Analise de Variancia

Fonte de Variacao SS df MS F p Conclusao
(1)Albumina (g)(L) | 0.087061 | 1 | 0.087061 | 163.9472 | 0.006044 |  Significativo
Albumina (g)(Q) | 0.003489 | 1 | 0.003489 | 6.5701 | 0.124425 | Nao significativo
(2)Glicerol (%)(L) | 0.000307 | 1 | 0.000307 | 0.5790 | 0.526181 | Nao significativo
Glicerol (%)(Q) | 0.000799 | 1 | 0.000799 | 1.5043 | 0.344808 | Nao significativo
1L by 2L 0.023089 | 1 | 0.023089 | 43.4793 | 0.022235 | Significativo
Lack of Fit 0.077142 | 3 | 0.025714 | 48.4232 | 0.020301 Significativo
Pure error 0.001062 | 2 | 0.000531
Total SS 0.194431 | 10

A Figura 9 mostra o resultado da PVA como uma variavel dependente da albumina e

do glicerol, em superficie de resposta 3D. Nela ¢ possivel observar os pontos criticos minimos
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€ maximos e como a combina¢do das duas varidveis independentes afeta a permeabilidade ao

vapor de agua.

Figura 9 — Superficie de resposta para a influéncia das concentragoes de glicerol e albumina na PVA
dos filmes

Fitted Surface; Variable: PVA
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=,000531
DV: PVA

2277

ANNANANANYV
_ A a NN
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Fonte: Do Autor (2024)

A superficie ¢ colorida em um gradiente de cores que vai do verde ao vermelho,
proporcionando diferentes niveis de resposta. Os pontos azuis representam os dados
experimentais. Na area vermelha, onde o grafico estd mais elevado, os valores de PVA sao
mais altos. J& area verde apresenta valores de PVA menores, indicando que as combinagdes de
albumina e glicerol nessa regiao resultam em menor valor da permeabilidade. A albumina e o
glicerol combinados influenciam a PVA, porém a albumina tem um efeito diretamente
proporcional, ou seja, quanto maior a quantidade de albumina, maior serd a permeabilidade ao

vapor de agua, e vice- versa.

Também ¢ possivel observar na Figura 9 que quanto menor o valor de glicerol, menor
¢ o valor da permeabilidade, e que o aumento da concentracdo do plastificante tem pouco

efeito sobre a PVA. A partir desses resultados, pode-se observar os valores critico, maximo e
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minimo das varidveis, permitindo, a depender do objetivo do experimento, otimizar os niveis

de albumina e glicerol para obter melhores resultados e produzir excelentes filmes.
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6 CONCLUSAO

O teste in vitro mostrou que, dos quatro conservantes analisados, apenas o nitrito de
sodio e o metabissulfito de sodio foram capazes de inibir a bactéria W. viridescens nas
concentragdes 5.000 ng.mL™! e 313 pg.mL!, respectivamente. Entretanto, ao ser adicionado
junto ao filme a base de albumina e glicerol, a CIM do metabissulfito de sédio elevou-se para
9.000 pg.mL!., indicando que a interagdo entre o conservante e a matriz do filme reduz sua
acdo bactericida. Sorbato de potdssio e o benzoato de sédio ndo inibiram a bactéria em
nenhuma das concentracdes testadas.

Dos 11 filmes biopoliméricos produzidos, apenas a formulacdo contendo 39% de
glicerol e 3,5g de albumina conseguiu ter agdo antimicrobiana contra a bactéria W.viridescens,
apresentando um DHI médio de 6,55 mm e PVA médio de 1,59 g.m.s"'.Pa’l. A combinagio
de albumina e o glicerol influenciou a PVA dos filmes, tendo albumina uma correlagdo
diretamente proporcional e o glicerol tendo efeito negativo neste parametro. O DHI nao foi
afetado pela concentragao do plastificante, mas a albumina apresentou um efeito significativo.

Assim, conclui-se que a formulacao desenvolvida apresenta resultado promissor para

futura aplicacdo em carnes, visando a redu¢do da populacao da bactéria W. viridescens.
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