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“Tão boa é a sabedoria como herança, e dela 

tiram proveito os que veem o sol. Porque a 

sabedoria serve de sombra, como de sombra 

serve o dinheiro, mas a excelência da 

sabedoria é que ela dá vida ao seu 

possuidor.” 

               

                      Livro do Eclesiastes 7: 11-12 
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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antimicrobiana de biofilmes elaborados 

com proteínas retiradas de resíduos de filetagem de dourada (Brachyplatysoma roussauxii) 

adicionados com óleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata), além de analisar as 

propriedades tecnológicas dos filmes. Foram elaborados dois biofilmes, um com 2% de 

proteínas miofibrilares extraídas de aparas de filetagem e outro com 2% de gelatina da pele 

de dourada, pelo método de casting. As concentrações de óleo essencial de cravo foram de 

0% (branco), 1%, 1,5% e 2% em relação ao volume de solução. Nos filmes foi avaliada a 

atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusão e também foram feitas análises 

mecânicas (elongação e resistência à tração), de barreira (permeabilidade ao vapor de água, 

solubilidade em água e índice de intumescimento), espessura, cor e características 

morfológicas e estruturais através de microscopia eletrônica de varredura (MEV). As 

proteínas miofibrilares e as gelatinas extraídas das aparas e pele de dourada são excelentes 

matérias prima para aplicação em biofilmes, com teor proteico de 94,92% e 79,67 % e 

rendimento de 14,10% e 32,92%, respectivamente. Os biofilmes adicionados de óleo 

essencial de cravo apresentaram excelentes valores de permeabilidade a vapor d’água e 

altos valores de elongação contribuindo para melhor aplicação em alimentos, assim como 

apresentou coloração amarela com baixa intensidade. Os biofilmes de proteínas 

miofibrilares apresentaram efeito inibitório nas concentrações utilizadas frente às bactérias 

Gram positivas, Staphylococus aureus e Enterococus fecalis. Os biofilmes de gelatina 

adicionados de OEC não inibiram o crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. 

 

Palavras-chave: biofilme; gelatina; proteínas miofibrilares; resíduos da indústria. 
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ABSTRACT 

 
The objective of this work was to evaluate the antimicrobial capacity of biofilms 

elaborated with proteins extracted from filleting residues of gilt (Brachyplatysoma 

roussauxii) added with essential oil of clove (Eugenia caryophyllata), besides analyzing 

the technological properties of the films. Two biofilms were prepared, one with 2% of 

myofibrillar proteins extracted from fillets and the other with 2% of gelatin of the skin of 

gilt, by the casting method. The concentrations of clove essential oil were 0% (white), 1%, 

1.5% and 2% relative to the volume of solution. In the films, the antimicrobial activity was 

evaluated by the disc-diffusion method and mechanical analyzes (elongation and tensile 

strength), barrier (permeability to water vapor, water solubility and swelling index), 

thickness, color and characteristics morphological and structural analyzes using scanning 

electron microscopy (SEM). Myofibrillar proteins and gelatins extracted from gilt shavings 

and skin are excellent raw materials for application in biofilms, with protein content of 

94.92% and 79.67% and yield of 14.10% and 32.92%, respectively. The biofilms added 

clove essential oil presented excellent values of water vapor permeability and high 

elongation values contributing to a better application in food, as well as yellow coloration 

with low intensity. The biofilms of myofibrillar proteins had an inhibitory effect on the 

concentrations used against Gram positive bacteria, Staphylococus aureus and Enterococus 

fecalis. Gelatin biofilms added with OEC did not inhibit the growth of Gram-positive and 

Gram-negative bacteria. 

 

Keywords: biofilm; gelatine; myofibrillar proteins; waste from industry. 
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CAPÍTULO I 

1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 DOURADA (Brachyplatysoma roussauxii) 

 

A dourada pertence à ordem Siluriformes e à família Pimelodidae, e pode atingir 

mais de 1,5 metros de comprimento e 20 Kg e fazem grandes migrações em busca de 

alimentação, reprodução e criação (BARTHEM; GOULDING, 1997). A desova da 

dourada ocorre nos rios Solimões e Amazonas durante os meses de junho a novembro, 

chegando a durar 5 a 6 meses. Esses peixes nascem em rios como o Madeira, Purus, Juruá, 

Içá e Japurá, e descem o Amazonas até o Estuário em Belém, onde formam grandes grupos 

e permanecem até completar 2 anos de idade. É um peixe muito importante para a 

economia da Amazônia onde são comercializados toneladas por ano (PROVARZEA, 

2005). 

Segundo o Boletim Estatístico da Pesca e Aquicultura, em 2011 no Brasil, a 

produção oriunda da pesca extrativa continental foi estimada em 249.600,2 toneladas do 

total capturado. Deste total, o Pará foi responsável por 55.402,7 t, o que o tornou o 

segundo maior produtor do país, ficando atrás do estado do Amazonas, com 63.743,3 t 

(BRASIL, 2011).  

Dentre as espécies mais capturadas, o curimatã (Phochilodus lineatus), a 

piramutaba (Brachyplastystoma vaillantii), jaraqui (Semaprochilodus spp), pescada, pacu 

(Piaractus mesopotamicus) e a dourada (Brachyplatysoma roussauxii), juntas 

representaram 44,6% da produção pesqueira continental do país. Ainda segundo o Boletim 

Estatístico os dados relacionados à produção continental por espécie, mostrou que em 

2010, foram capturados cerca de 14.379 toneladas de dourada (BRASIL, 2011).  

 

1.2 RESÍDUOS DA INDÚSTRIA DO PESCADO 

 

Considera-se resíduo todo material que não é aproveitado durante a sua produção 

ou consumo devido algumas limitações tecnológicas ou mercadológicas, ou seja, não 

apresenta valor de uso ou de mercado, ocasionando problemas ambientais quando não 

tratado de maneira adequada (REBOUÇAS et al., 2012). 
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O processamento industrial de pescado gera grande quantidade de resíduos 

(cabeça, vísceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana, escamas, restos de carne e 

pele), no qual parte dele pode ser direcionada para elaboração de outros produtos, como 

farinha para ração animal e silagem (BRUSCHI, 2001). 

Os resíduos produzidos pelas indústrias de pescado apresentam composição rica 

em compostos orgânicos e inorgânicos, no entanto, acarretam preocupação os impactos 

ambientais negativos ocasionados pelo descarte irresponsável deste material (HENRY-

SILVA; CAMARGO, 2002; SEIBEL; SOARES, 2003). 

Os resíduos podem ser separados em dois grupos, o destinado à produção 

animal/vegetal e o outro para alimentação humana. O primeiro grupo é composto pelos 

resíduos inadequados para a elaboração de produtos para o consumo humano (vísceras, 

escamas, esqueleto, incluindo a cabeça) sendo descartados ou utilizados na produção de 

farinhas, óleos, silagens e compostagens de peixes. O segundo grupo inclui materiais 

comestíveis submetidos a processos de obtenção empanados, formatados, embutidos, entre 

outros, destinado à alimentação humana. O principal resíduo utilizado para esta finalidade 

é a carcaça com carne obtida após filetagem, além das aparas obtidas durante a toalete de 

filés (VIDOTTI, 2016). 

Assim como outras partes do peixe, a pele, considerada um subproduto, é 

descartada durante o processamento utilizado na indústria, com a retirada de filés. A pele 

pode ser destinada a fábricas de curtimento ou para extração de gelatina, sendo fonte 

alternativa de renda. Alguns processos como a elaboração de biofilmes, utilizam colágeno 

presente na pele, dando um novo destino a esses biopolímeros, colaborando para redução 

dos danos ao meio ambiente (BORDIGNON et al., 2012).  

A pele apresenta maior teor de proteínas totais que o encontrado nos músculos, 

entretanto menor teor de lipídeos e esses teores podem variar de acordo com a espécie 

(SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL; SUPAPHOL; 2008; BUENO et al., 2011). 

Portanto, a utilização de resíduos de pescado torna-se uma alternativa tecnológica viável, 

atrativa, prática, lucrativa e sustentável para a elaboração de novos produtos.  
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1.3 PROTEÍNAS MIOFIBRILARES  

 

Existem três tipos de proteínas no músculo no pescado, a sarcoplasmática, 

representadas pela mioglobina, enzimas e proteínas citoplasmáticas; estroma inclui o 

colágeno e a elastina, e as proteínas miofibrilares formada por miosina, actina, 

tropomiosina e troponina (DANGARAN et al., 2009).  

Entre as estruturas que formam as proteínas miofibrilares, a actina e miosina 

formam as principais frações, responsáveis pela gelificação, retenção de água e 

emulsificação (RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008). Essas proteínas foram utilizadas na 

elaboração de filmes biodegradáveis por vários pesquisadores (PASCHOALICK et al., 

2003; SHIKU et al., 2003, 2004; ARTHARN et al., 2007; ROCHA et al., 2014). Zavareze, 

et al. (2012) estudaram as propriedades físicas, mecânicas e de barreira dos filmes produzidos a 

partir de diferentes concentrações de proteínas miofibrilares de pescado de baixo valor comercial. 

As proteínas miofibrilares são normalmente insolúveis em água, mas podem ser 

solubilizadas controlando-se o pH utilizando soluções de NaCl no início do processo de 

extração, para dissolução das proteínas e posteriores etapas de lavagens (MONTERREY-

QUINTERO; SOBRAL; 2000). 

 As propriedades físicas das proteínas miofibrilares favoreceram a produção de 

biofilmes, pela capacidade de formar matrizes contínuas e coesas. Desse modo, as 

proteínas são mais versáteis que os polissacarídeos, por apresentarem até 20 monômeros 

diferentes (aminoácidos) em sua estrutura, com alto potencial de interações 

intermoleculares, funcionalidade essencial para formação do biofilme (OU et al., 2014; 

ROCHA et al., 2014).  

 

1.4 COLÁGENO E GELATINA 

 

O colágeno é um biopolímero encontrado na pele do peixe usualmente utilizado 

na indústria farmacêutica, cosméticos e embalagens, com aplicações médicas e 

biotecnológicas. Quando a pele entra em contato com água fervente o colágeno é 

convertido em gelatina solúvel, formando soluções coloidais e gelatinizando. A 

solubilização térmica do colágeno acontece após a quebra de ligações intra e 

intermoleculares, assim como as ligações amida nas cadeias elementares de colágeno. 

Assim, o peso molecular da gelatina fica mais baixo que o colágeno nativo 
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(KOLODZIEJSKA et al., 2008), sendo que a gelatina e o colágeno são formas diferentes 

da mesma macromolécula. 

Existem razões que fazem com que se utilize o colágeno extraído da pele de 

peixe, e não de suínos e bovinos, a primeira é a evidente possibilidade de transmissão de 

doenças infecciosas, e a segunda é devido algumas culturas rejeitarem produtos de origem 

bovina e suína por suas crenças religiosas (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2007).  

As aplicações da gelatina em microencapsulação de óleos de peixe, produção de 

biofilmes, entre outros, dependem das características reológicas (elasticidade e 

plasticidade) e físico-químicas da gelatina. Essas peculiaridades das gelatinas são 

influenciadas principalmente pela origem da matéria prima utilizada, temperatura da água 

ou do ambiente do animal (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004). 

Alguns trabalhos utilizam o colágeno como forma de reaproveitar essa 

macromolécula, elaborando biofilmes com boas qualidades tecnológicas (WOLF, 2007; 

D’AVILA, 2010; SILVEIRA JUNIOR; ALFARO, 2012; NUR, et al., 2014). Ribeiro et al., 

(2015) que avaliou as propriedades físico-químicas e a permeabilidade ao vapor d’água de 

biofilmes à base de gelatina usando glicerol como plastificante; e Barreto et al. (2014) que 

estudou o efeito da adição de misturas de carboxilatos na permeabilidade ao vapor d’água e 

transparência de biofilmes de gelatina. 

  

1.5 EXTRAÇÃO DE GELATINA 

 

Os processos de extração variam dependendo da espécie do peixe ou da utilização 

do produto. Na extração utiliza-se tratamento alcalino e/ou ácido, seguido da aplicação de 

água aquecida (banho-maria). A gelatina é um ingrediente interessante para indústria, pois 

apresenta ponto de fusão e geleificação abaixo de 35 ºC (WANG, YANG, REGENSTEIN, 

2008). A gelatina pode variar seu ponto isoelétrico de acordo com a forma de obtenção, 

quando está entre 4,5 a 5,3 as gelatinas são tipo B (pré-tratamento alcalino) e entre 7 a 9,4 

a gelatina é tipo A (pré-tratamento ácido) (GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2002). 

O ácido acético é muito utilizado no processo de extração mista, alguns autores 

relatam que seu uso é viável, visto que o ácido é consumido na dieta humana, portanto não 

apresenta riscos á saúde (AHMAD, BENJAKUL, 2011; BUENO et al., 2011; LUI et al., 

2012; NIU et al., 2013; ALFARO et al., 2013). No tratamento básico utiliza-se o hidróxido 
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de sódio, por apresentar vantagens em seu uso como baixo custo, fácil manuseio e hidrólise 

eficaz (AHMAD, BENJAKUL, 2011; ALFARO et al., 2013; NIU et al., 2013). 

 

1.6 PLASTIFICANTE  

 

Para melhorar a flexibilidade e extensibilidade dos biofilmes incorporam-se 

aditivos, que atuam como plastificantes, tornando os mais elásticos devido à diminuição de 

forças intermoleculares que se estabelecem entre as cadeias, proporcionando a esses 

materiais, uma significativa melhora em suas propriedades. Esses plastificantes devem ser 

compatíveis com o biopolímero e adicionados em proporções adequadas nas formulações 

(MALI et. al, 2006; GODBILLOT et. al., 2006; ALVES et. al., 2007; SHIMAZU; MALI; 

GROSSMANN, 2007). 

Os plastificantes usados em embalagens podem ser mono, di ou oligossacarídeos 

(SOBRAL et al., 2005), apresentam baixo peso molecular e são adicionados aos biofilmes 

a fim de diminuir a fragilidade e aumentar a flexibilidade e extensibilidade do material 

(SOBRAL et al., 2001). Na seleção do plastificante, verifica-se a compatibilidade com a 

matéria prima, a eficiência na aplicabilidade e a concentração na composição dos filmes, 

pois o aumento da quantidade de plastificante diminui a força de tensão e aumenta o 

alongamento do biofilme (CHOI; HAN, 2001).  

Geralmente os plastificantes são adicionados na proporção de 10 a 60 g/100 g de 

matéria seca, dependendo do grau de rigidez do material (GONTARD et al., 1993), e/ou 

quando utilizados em pequenas quantidades, produzem o efeito denominado anti-

plastificante (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005) que ao invés de aumentar a flexibilidade 

e hidrofilicidade, podem causar efeito contrário (GAUDIN et al., 1999). Geralmente, isto 

ocorre quando são empregadas pequenas concentrações de plastificante (abaixo de 20 

g/100 g de matéria seca), assim o plastificante interage com a matriz polimérica, mas não 

aumentam a mobilidade molecular, pois está em quantidade insuficiente, esse fenômeno 

também dependente das condições de armazenamento do filme (LOURDIN et al., 1997). 
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1.7 BIOFILMES ATIVOS 

 

Os biofilmes ativos são embalagens que alteram as condições do alimento que 

está sendo embalado. Entre suas funções ativas estão absorção de oxigênio, etileno, 

umidade, dióxido de carbono, sabores/odores ou de liberação de dióxido de carbono 

(KERRY; O’GRADY; HOGAN, 2006).   

Além de proteger contra danos físicos, como esmagamento e impactos danosos; 

atribui maior durabilidade durante a estocagem e distribuição; agir como barreira a 

elementos externos, gases e vapor d’água; retardar a migração de umidade e o transporte 

de solutos; reter compostos aromáticos; manter a qualidade e/ou as características 

sensoriais dos alimentos; evitar ou reduzir a contaminação microbiológica durante 

armazenamento prolongado; e, serve como um veículo para incorporação de aditivos 

alimentares, como corantes, aromatizantes, antioxidantes, antimicrobianos (antibacteriana 

ou antifúngica), etc. (COMA, 2002; PALMU et al., 2002; FAMÁ,  et  al., 2005; 

HENRIQUE et al., 2008).  

Embalagens ativas não apenas separa o alimento do meio ambiente, mas interage 

com o alimento para manter suas propriedades. Embalagem ativa é um conceito inovador 

que combina avanços em tecnologia de alimentos, segurança dos alimentos, embalagens e 

materiais para atender às demandas de consumidores por alimentos mais frescos e seguros 

(ROONEY, 1995; SCANNEL, 2000). 

  O uso de biofilmes em alimentos ocorre desde os séculos XII e XIII. Na China, o 

recobrimento de laranjas e limões com ceras já era usado para retardar a perda de umidade 

(DONHOWE; FENNEMA, 1994). Enquanto que o procedimento usando gelatina foi 

desenvolvido no início do século XIX. Funcionando como embalagem, os biofilmes 

podem ser elaborados com biopolímeros que oferecem vantagens na conservação de carnes 

frescas e processadas, como comestibilidade, biocompatibilidade, aparência estética e 

propriedades de barreira (HAN, 2002).  

Muitos trabalhos são publicados com o intuito de contribuir para o maior 

conhecimento no uso de biopolímeros em biofilmes (AVENA-BUSTILLOS, et al., 2006; 

CARVALHO, et al., 2008; JONGJAREONRAK, et al., 2006a, 2006b; MUYONGA, et al., 

2004; PÉREZ-MATEOS, et al., 2009; THOMAZINE, et al., 2005), de maneira a 

aproveitar seu caráter renovável e biodegradável. 
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A aplicação de materiais orgânicos (biopolímeros) é vantajosa, pois são oriundos 

de fontes renováveis, apresenta grande disponibilidade, menor custo e consumo energético, 

além de aumentam a resistência mecânica e a elongação dos biofilmes (ANGLÈS et al., 

1999). O uso de biomateriais na elaboração de embalagens depende das suas características 

físicas e das propriedades dos biofilmes obtidos, que são resultados da relação entre as 

características físico-químicas da macromolécula e da formulação utilizada 

(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). Quando esses biofilmes são acrescidos de 

compostos que interagem com os alimentos, eles serão denominados de biofilmes ativos.  

As características sensoriais como a cor, textura e sabor do alimento devem ser 

preservados, sem a adição excessiva de conservantes, elas podem ser alteradas através de 

compostos resultantes do crescimento e proliferação de micro-organismos. Alguns 

métodos de conservação eficazes (secagem, frio, calor) usados em alimentos, são aplicados 

para evitar essas reações indesejáveis. Um desses métodos é a incorporação de embalagens 

como aditivo antimicrobiano (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; SOARES et al., 2009). 

O desenvolvimento de embalagens com atividades antimicrobianas baseia-se no 

fato de que, na maioria dos alimentos sólidos e semi-sólidos, o crescimento microbiano é 

superficial, portanto um maior contato entre o produto e o agente antimicrobiano é 

importante (MORAES, 2007). 

Alguns fatores podem afetar a ação da embalagem com antimicrobiano, como a 

solubilidade e tamanho da molécula do antimicrobiano, incompatibilidade com as 

características do alimento embalado, condições de estocagem, método de preparo do filme 

(extrusão ou casting) e a interação entre o antimicrobiano e o polímero utilizado (SOARES 

et al., 2009). 

Trabalhos são publicados sobre a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais 

contra patogênicos e deteriorantes de origem alimentar, contribuindo para pesquisas sobre 

incorporação dos óleos essenciais em películas comestíveis, melhorando a segurança 

alimentar e aumentando a vida comercial dos produtos (OUSSALAH et al., 2004; 

GÓMEZ-GUILLÉN, et al., 2007; EMIROGLU et al., 2010; GÓMEZ-ESTACA et al., 

2010; DU et al., 2011; IGARASHI, 2015). 

Gómez-Estaca et al. (2009), utilizaram gelatina da pele de atum e de boi para 

confecção de biofilmes e adicionaram óleos essenciais de orégano e alecrim, com o 

objetivo de evidenciar como a gelatina pode afetar na interação com os polifenóis nos 

extratos adicionados e consequentemente, as propriedades das películas resultantes. 
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Melo (2010) avaliou o efeito do filme ativo incorporado com óleo essencial de 

alecrim (Rosmarinus officinalis L.) na conservação de carne de frango resfriada, avaliando 

seu efeito in vitro sobre o crescimento de mesófilos e a contagem de psicotróficos e 

coliformes totais e caracterização física e química de peitos de frango. 

 

1.8 ÓLEOS ESSENCIAIS COMO ANTIMICROBIANOS  

 

Há milhares de anos, as especiarias e seus derivados são usados no preparo de 

alimentos atribuindo sabor e aroma, foram utilizados, também, foram empregadas no 

processo de embalsamamento, no Egito antigo, com fins medicinais, e utilizados para 

melhorar os aspectos sensoriais de carnes durante seu armazenamento (BEDIN; 

GUTKOSKI; WIEST, 1999). As especiarias atribuem estabilidade frente à ação de micro-

organismos, quando inseridas em alimentos (LIMA, 2002).  

A atividade microbiana dos óleos essenciais é evidente, mas o mecanismo de 

funcionamento não é completamente elucidado (FISHER; PHILLIPS, 2008). Na 

composição dos óleos essenciais há compostos que tem maior ação antimicrobiana, sendo 

que em quantidades adequadas podem apresentar essa funcionalidade sobre bactérias mais 

resistentes. Alguns extratos naturais como o de alho, canela, curry, mostarda, manjericão, 

gengibre e outras ervas exibem propriedades antimicrobianas (KYUNG et. at, 2002; 

BENKEBLIA, 2004; PACKER; LUZ, 2007). 

Tem sido constatado que a ação antimicrobiana dos óleos essenciais é mais efetiva 

contra bactérias gram-positivas (GILL et al., 2002). As gram-negativas são relativamente 

resistentes a combinações de antibióticos e drogas tóxicas (KALEMBA; KUNICKA, 2003; 

BAGAMBOULA et al., 2004), entre elas, as do gênero Pseudomonas sp. são as que 

apresentam maior resistência aos antimicrobianos (CAREAGA et al., 2003).   

Os óleos essenciais apresentam duas características importantes como agente 

antimicrobiano, com sua origem natural atribui mais segurança ao consumidor e ao meio 

ambiente e apresenta estimativa de baixo risco de desenvolvimento a resistência 

microbiana, pois os óleos essenciais têm em sua composição diversos agentes 

antimicrobianos, o que dificulta a adaptação dos micro-organismos a sua ação 

(DAFERERA et al., 2003; BURT, 2004; SOUZA et al., 2007). 
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2.8.1 Propriedades antimicrobianas do óleo essencial de cravo 

 

O óleo de cravo (Eugenia caryophyllata) é obtido por destilação das flores, hastes 

e folhas do pinheiro, o cravo-da-índia é uma planta que pode ser utilizada como anestesia 

para peixes durante o transporte ou para minimizar o estresse antes do abate (ROUBACH 

et al., 2005). Pode também ser usado como agente fungicida no combate de doenças no 

cultivo da banana, como alternativa em seu tratamento pós-colheita (RANASINGHE et al., 

2002), como antioxidante natural que reduz a atividade da peroxidase em vegetais folhosos 

(PONCE et al., 2003) além de ser muito utilizado na culinária.  

Nascimento et al. (2000) relataram o alto potencial antimicrobiano e atividade 

bactericida frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa testados com o extrato de cravo-da-

índia.  Na literatura encontram-se algumas caracteristicas atribuidas as atividades 

biológicas do óleo de cravo-da-índia, tais como antimicrobiana (NUNEZ et al., 2001; 

VELLUTI et al., 2004; VIUDA-MARTOS et al., 2007), antioxidante (JIROVETZ et al., 

2007; YANISHLIEVA et al., 2006) e anestésica (SEOL et al., 2007).  

Na composição volátil do óleo essencial de cravo-da-índia, três compostos foram 

considerados majoritários, destacando-se o eugenol, com 83,75% da área total, seguido 

pelo -cariofileno, com 10,98%, e com 1,26%, o -humuleno e os demais compostos 

foram detectados em pequenas quantidades (SCHERER et al., 2009). O eugenol, principal 

constituinte químico do óleo essencial de cravo exibe comprovadas atividades como 

antimicrobiano, antiinflamatório, anestésico, anti-séptico, antioxidante, alelopático e 

repelente (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

Mytle et al. (2006) relataram que a aplicação de óleo de cravo na proporção de 1 e 

2% reduziu a contagem de Listeria monocytogenes em salsicha alemã. Gómez-Estaca et al. 

(2010) estudaram películas biodegradáveis de gelatina e adicionada de quitosana 

incorporadas com óleos essenciais como agentes antimicrobianos para conservação de 

peixe, os filmes contendo óleo esencial de cravo inibiram todos os micro-organismos 

testados independentemente da matriz do filme ou tipo de micro-organismo.  
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CAPÍTULO II 

 

Artigo 

 

PROPRIEDADES TECNOLÓGICAS E ANTIMICROBIANA DE 

BIOFILMES DE PROTEÍNAS DE PEIXE COM ÓLEO ESSENCIAL DE 

CRAVO 
 

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antimicrobiana de biofilmes 

elaborados com proteínas de resíduos de filetagem de dourada (Brachyplatysoma 

roussauxii) com óleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata), e analisar as 

propriedades tecnológicas dos filmes. Foram elaborados dois biofilmes, com 2% de 

proteínas miofibrilares extraídas de aparas de filetagem e outro com 2% de gelatina da pele 

de dourada, pelo método de casting. As concentrações de óleo essencial de cravo foram de 

0%, 1%, 1,5% e 2% em relação ao volume de solução. Foi avaliada a atividade 

antimicrobiana pelo método de disco-difusão e também feitas análises mecânicas, de 

barreira, espessura, cor e características morfológicas e estruturais por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). Os biofilmes com óleo essencial de cravo apresentaram 

excelentes valores de permeabilidade a vapor d’água e de elongação contribuindo para 

melhor aplicação em alimentos, assim como apresentou coloração amarela clara. Os 

biofilmes de proteínas miofibrilares apresentaram efeito inibitório frente às bactérias Gram 

positivas, Staphylococus aureus e Enterococus fecalis. Os biofilmes de gelatina com OEC 

não inibiram o crescimento das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

Palavras-chave: embalagem ativa, resíduos indústria, micro-organismos  

 

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 

roussauxii) 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 (SEM) 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; industry residues, microorganisms 
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INTRODUÇÃO 

A cadeia produtiva de pescado produz resíduos orgânicos e inorgânicos que 

podem ser aproveitados a fim de reduzir os impactos ambientais, ameaças à saúde pública, 

gerando empregos e acelerando o crescimento econômico. Estes resíduos (aparas de 

filetagem e peles) podem ser transformados em novos produtos pela indústria aumentando 

a renda e criando novos empregos. As aparas e peles contêm alto teor de proteínas, 

miofibrilares e colágeno, que possuem habilidade para formar redes, plasticidade e 

elasticidade, boa barreira ao oxigênio podendo ser utilizados na elaboração de filmes 

biodegradáveis (Cortez-Vega et al., 2013). 

Os biofilmes também podem proteger o produto embalado de danos físicos, como 

esmagamentos e rupturas, e/ou biológicos, contaminações por micro-organismos, 

aumentando a validade do alimento, sendo importante na estocagem e comercialização. As 

propriedades mecânicas dos biofilmes podem ser melhoradas quando incorporado aditivos 

plastificantes, tornando-os mais elásticos, sendo compatíveis com os biopolímeros 

(Zavareze et al., 2014).  

As embalagens ativas são assim denominadas quando incorporadas de agentes 

antimicrobianos e/ou antioxidantes para melhorar a performace dos biofilmes. Entre estes 

agentes estão os óleos essenciais que possuem compostos com grande ação antimicrobiana, 

podendo agir em quantidades adequadas sobre bactérias resistentes (Gobbo-Neto & Lopes, 

2007). Pesquisas realizadas relacionam os óleos essenciais com atividade antimicrobiana 

contra bactérias patogênicas e deteriorantes relacionados a alimentos e as embalagens 

ativas não somente protegem, mas também podem interagir com o produto embalado 

(Gómez-Estaca et al., 2010).  

O óleo essencial de cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata) apresenta como 

principal constituinte químico o eugenol, além de outros compostos fenólicos de forma 

minoritária, -cariofileno, -humuleno, que exibem comprovada atividade antimicrobiana, 

antiinflamatória e antioxidante (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). Os agentes antimicrobianos 

presentes nos óleos essenciais são liberados lentamente na superfície do alimento, 

permanecendo em altas concentrações por muito tempo.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades tecnológicas dos filmes e a 

capacidade antimicrobiana do óleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) aplicado 
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aos biofilmes de proteínas miofibrilares e de gelatina retiradas de resíduos da filetagem de 

dourada (Brachyplatysoma roussauxii).  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados resíduos (peles e aparas) oriundos do processo de filetagem de 

dourada (Brachyplatysoma roussauxii), obtidas no Mercado Municipal Ver-o-Peso, Belém, 

Pará. O óleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllata) com concentração de 85,74% do 

eugenol foi adquirido dbria empresa Quinarí
® 

Fragrâncias e Cosméticos Ltda. 

 

Obtenção das proteínas miofibrilares 

Para a obtenção das proteínas miofibrilares da dourada utilizou-se metodologia 

proposta por Limpan et al. (2010). A massa muscular foi misturada com três volumes de 

água 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 solução de cloreto de sódio 50 

mM (Synth PA-ACS) a 5°C por 5 minutos e submetido a filtração, este processo foi 

repetido mais duas vezes. Após estas etapas, as proteínas miofibrilares foram distribuídas 

em bandejas de aço inoxidável, congelada a -22°C e liofilizadas a -60°C por 48 horas 

(Liotop, L101). Posteriormente, as proteínas miofibrilares liofilizadas (PML) foram 

peneiradas em Tyler 35 (abertura 0,42 mm) e mantidas sob congelamento, até a utilização. 

O rendimento foi calculado pela razão entre a massa final e a massa inicial de proteínas 

multiplicado por 100. 

Para a extração da gelatina das peles da dourada foi utilizando o método descrito 

por Bueno et al.  (2011) com adaptações. As peles foram cortadas e colocadas em solução 

de cloreto de sódio 0,6M (1/5 p/p) à 25±1ºC e agitadas à 85 rpm por 15 minutos em 

incubadora Shaker (Lucadema, Luca 223). Em seguida foi adicionada solução de NaOH 

0,3M à 25±1ºC, com agitação de 85 rpm por 15  minutos e posteriormente, a solução de 

ácido acético (C2H4O2) 0,02M à 25±1ºC  à 85 rpm por 60  minutos. Após cada etapa de 

pré-tratamento com as soluções as peles foram lavadas três vezes em água corrente e 

depois foi adicionada água destilada na proporção 1/5 (peso pele/peso solução) e aquecida 

em banho-maria (Modelo TE – 057) a 64ºC. A solução final foi filtrada (tecido faillet), o 

material retido foi acondicionado em bandejas de aço inox, congelada e liofilizada (Líotop, 

Modelo L101) à -60ºC por 48 horas, pesado e armazenado em embalagens de polietileno, à 
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vácuo. Para o cálculo de rendimento foi realizado a razão entre o peso da gelatina seca pelo 

peso úmido de pele fresca multiplicado por 100. 

 

Elaboração dos biofilmes de proteínas miofibrilares 

Os biofilmes de proteínas miofibrilares foram elaborados de acordo com Limpan 

et al. (2010) com modificações, no qual o preparo da solução filmogênica consistiu na 

suspenção de 2% proteínas em água destilada (p/v). O pH da solução foi ajustado a 11, 

com hidróxido de sódio 2M (Cinética, NaOH-PA) e adicionado 15% de plastificante 

(Isofar, Glicerina PA com 99,5% de pureza). A solução 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 solução foi resfriada para 

incorporar o óleo essencial de cravo (OEC) nas concentrações de 1%, 1,5%, e 2% em 

relação à massa total da solução filmogênica (Mattei et al., 2013) e o surfactante Lauril 

Sulfato de Sódio (SDS), 70% em relação à massa de óleo (Davanço et al., 2007). Foi 

elaborado biofilme sem o óleo para ser utilizado como branco. 

 

Elaboração dos biofilmes de gelatina 

Os biofilmes de gelatina foram elaborados a partir da diluição de 2% de gelatina 

(m/v) e 15% de glicerol (em relação à massa de gelatina) em água destilada (p/v), 

conforme a proposto por Gómez-Estaca et al. (2010) com modificações. Em seguida, a 

mistura foi aquecida em banho-maria a 70 ºC e homogeneizada (Turatec TE-102) por 15 

minutos, formando a solução filmogênica. O óleo de cravo foi incorporado nas 

concentrações de 1%, 1,5%, e 2% em relação à massa total do filme (Mattei et al., 2013) e 

o surfactante SDS a 70% foi adicionado em relação à massa de óleo (Davanço et al., 2007). 

Também foi elaborado biofilme sem o óleo para ser utilizado como branco.   

De acordo com o método casting 120 mL da solução filmogênica de proteínas 

miofibrilares e de gelatina obtidas foram adicionadas em suporte de silicone (22cm de 

diâmetro x 3cm de altura) e submetidas à secagem a 25°C por 16hs em estufa incubadora 

DBO (QUIMIS, Q315M). Após a secagem os biofilmes formados foram acondicionados 

em embalagens de polietileno e mantidos em temperatura ambiente para realização das 

análises. 
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Propriedades dos biofilmes 

A espessura dos biofilmes foi medida utilizando micrômetro digital com resolução 

de 0,001 mm (Insize, modelo IP54) em seis locais aleatórios obedecendo um afastamento 

da borda de 60 mm (Limpan et al., 2010). A cor foi determinada utilizando colorímetro 

MINOLTA modelo CR 310, obtendo-se parâmetros de L* (luminosidade), a* (intensidade 

do vermelho), b* (intensidade do amarelo), C* (valor do croma), h
*
 (ângulo de tonalidade) 

e diferença total de cor (ΔE*) e nos valores de Croma (ΔC).  

 As propriedades mecânicas, resistência à tração (RT) e percentual de 

alongamento na ruptura (%E) dos biofilmes foram determinadas empregando-se 

metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em texturômetro (Stable Micro Systems, 

modelo TA. XT- plus). A separação inicial das garras e a velocidade foram de 50 mm e 1 

mm.s
–1

, 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 equação 1 (RT 

= Fm/A) onde: RT = resistência à tração (MPa); Fm = força máxima no momento da 

ruptura do filme (N); A = área da secção transversal do filme (m
2
) e a equação 2 (E = 

dT/dinicial x 100) onde: E = elongação (%); dT = distância total no momento da ruptura 

(mm); dinicial = distância inicial de separação das garras (50 mm).  

Para medir a permeabilidade ao vapor de água (PVA) foi utilizado método 

modificado ASTM (American Society for Testing and Materials, 1989) descrito por Arfat 

et al. (2014). Os filmes foram colocados em recipiente de permeação de vidro com 4,5 cm 

de diâmetro e 7,0 cm de altura contendo 10g de sílica gel seca (0% UR; 0 Pa de pressão de 

vapor de água a 30 °C) com adesivo de silicone. Em seguida, os recipientes de permeação 

foram colocados em dessecadores com água destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de 

pressão de vapor a 30 °C) e pesados a cada hora durante 10 h. A PVA dos filmes foi 

calculada com a equação 4 (PVA = W.X/A.t.∆P) onde: PVA = permeabilidade ao vapor de 

água (g. m
–2

. s
-1

. Pa
-1

); W = ganho de peso pelo dessecante (g); X = espessura do filme 

(mm); A = área da superfície do biofilme exposto (m
2
); t = tempo de incubação (hs); ∆P = 

diferença de pressão parcial (Pa). Três corpos de provas foram usados para testes de PVA. 

Para determinação da solubilidade foi estabelecida a matéria seca inicial em estufa 

a 105 °C/24h em filmes recortados com 2cm de diâmetro. Após a primeira pesagem, as 

amostras foram imersas em 50mL de água. O sistema foi agitado em incubadora Shaker 

refrigerada (Cielanb, modelo CE-725B) a 150 rpm por 24 horas a 25°C. Após este período, 
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as amostras foram removidas e secas (105°C por 24 horas), para determinar a matéria seca 

não dissolvida em água (Gontard et al. 1994). 

Na determinação do intumescimento uma amostra de 2cm de diâmetro foi pesada 

e imersa em 75 mL de água destilada, e em seguida colocada em estufa incubadora 

(Quimis, Q315M) a 25 ºC por 6 h. Após este procedimento, o excesso de água dos filmes 

foi removido com papel filtro e pesado novamente. O intumescimento foi determinado 

como o ganho de peso da amostra dividido pelo peso inicial de sólidos secos (Lee et al., 

2004). A microestrutura da superfície superior e da secção transversal do biofilme foi 

determinada utilizando microscópio eletrônico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss, modelo 

1430).  

Para realizar os testes de suscetibilidade antimicrobiana por disco-difusão foram 

utilizados os micro-organismos patogênicos 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 são frequentemente relacionadas a 

contaminação em alimentos (Ushimaru et al., 2007; Ayala-Zavala, 2009; Santos et al., 

2011). As cepas foram cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ, Brasil.  

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de disco-difusão em ágar de 

acordo com metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI 

(2015). As suspensões bacterianas foram cultivadas por 18h a 36ºC em caldo Mueller-

Hinton (Difco). Posteriormente, uma nova inoculação foi feita nas mesmas condições, 

porém incubadas somente por 6h (para uso do inóculo recente). A concentração da 

suspensão bacteriana foi ajustada a escala 0,5 de McFarland (1,5 x10
8
 UFC/mL). Com um 

swab estéril, o inóculo bacteriano foi distribuído uniformemente sobre a superfície do ágar 

Mueller-Hinton (Difco).  

Foram obtidos discos de 6 mm de diâmetro, de cada biofilme previamente 

esterilizados em camara UV, foram levemente pressionados contra a superfície do meio de 

cultivo em placas de Petri, e incubadas à 36°C por 18 horas. Para as bactérias Gram-

negativas foi utilizado como controle positivo Ampicilina (10g) e para as Gram-positivas 

Vancomicina (30g). Como controles negativos foram utilizados os biofilmes sem adição 

de óleo de cravo. As placas foram incubadas a 36ºC por 18 horas e avaliado os halos de 

inibição formados. Foi considerado como atividade antimicrobiana positiva quando 
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observada a inibição do crescimento bacteriano com diâmetro de halo ≥10 mm (Souza et 

al., 2005). 

Os resultados obtidos foram avaliados por análise de variância (ANOVA) e 

Análise de Componentes Principais (ACP) pelo programa estatístico Statistical Analysis 

System (SAS), pacote PROC GLM e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de 

Dunnet ao nível de 5% de significância (p≤ 0,05).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados das análises mecânicas, de espessura e de cor dos biofilmes de 

proteínas miofibrilares (PM) encontram-se na Tabela 1. Os biofilmes apresentaram valores 

elevados de elongação sem diferença entre as concentrações de óleo essencial de cravo 

(OEC). Segundo Zavareze et al. (2014) o aumento da elongação está diretamente 

relacionado a concentração de plastificante adicionada na solução filmogênica, além do pH 

alcalino que favorece a solubilização das proteínas. 

 

Tabela 1: Resultados das análises dos biofilmes de proteínas miofibrilares (PM) com adição de óleo essencial de cravo 

(OEC). 

 

Determinações 

Biofilmes de Proteínas Miofibrilares 

Formulações 

F1 F2 F3 F4 

Elongação (%) 
289,34 a ±4,40 300,38 a ±4,20 274,78 a ±5,00 279,20 a ±3,70 

RT (Mpa) 
10,1 a ±0,90 2,65 b ±0,10 3,37 b ±0,50 2,7 b ±0,10 

Espessura (mm) 0,057 c ± 0,006 0,086 b ± 0,006 0,105 a ± 0,008 0,102 a ± 0,011 

PVA (gm–1s -1Pa-1) 
5,8a ±2,61 x10-12  5,13a ±5,96 x10-12  4,16a ±1,39 x10-11  4,53 a ±3,72 x10-12 

Solubilidade (%) 
45,74 d ± 0,10 52,79 b ± 1,38 65,04 a ± 0,20 50,0 c 8 ± 0,10 

Intumecimento (%)  
26,38 c ± 3,73 36,65 ab ± 2,75 42,4 9a ± 1,86 33,82bc ± 3,03 

Parâmetros de Cor 

L* 
89,0 a ± 0,72 83,8 b ±1,07 79,78 c ±0,44 78,51 c ±0,36 

a * 
-5,68 d ±0,04 -3,98 c ±0,35 -2,61 b ±0,09 -1,84 a ±0,10 

b* 
20,9 c ± 1,60 27,6 b ± 1,48 29,5 ab ±0,16 31,52 a ±0,11 

C 
21,4 c ± 1,24 27,9 b ±1,42 29,7 ab ±0,24 31,58 a ±0,12 

h 
105,4 a ±1,05 98,21b ±1,14 95,06 c ±0,21 93,33 c ±0,17 

RT: Resistência a Tração; PVA: Permeabilidade a Vapor de Água; Cor: L* (Luminosidade); a* (verde-vermelho); b* 

(azul-amarelo); C (croma); h (Ângulo Hue). F1: 0%; F2: 1%; F3: 1,5%; F4: 2%. 
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Para garantir a integridade das embalagens é requerido valor elevado da 

resistência à tração (RT) nos biofilmes. A RT encontrada no biofilme F1 (controle) 

apresentou diferença (p≤0,05) com os demais. Segundo Gontard et al. (1994) a resistência 

dos filmes depende da natureza do material filmogênico, da coesão da estrutura da matriz 

polimérica, e da concentração de proteína miofibrilar, que fornece maior quantidade de 

grupos sulfidrílicos na superfície da proteína, auxiliando a formação 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 tecnológicas dos biofilmes. Diversos valores de 

espessura para filmes biodegradáveis são relatados em pesquisas realizadas por Limpan et 

al. (2010); Cortez-Vega et al. (2013) e Zavareze et al. (2014).  

Os resultados de permeabilidade ao vapor de água (PVA) não apresentaram 

diferença entre os biofilmes e encontram-se próximos dos valores (2,77 a 5,34 x10
-11

 

g.m.m
-2

.s
-1

.Pa
-1

) relatados por Arfat et al. (2014). As propriedades de barreira dos filmes 

dependem da temperatura, da umidade relativa do ambiente, da interação dos biopolímeros 

com os permeantes, da estrutura química e morfológica dos biopolímeros, além do espaço 

livre intermolecular (Matta Junior et al., 2011).  

Os percentuais de solubilidade e intumescimento 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 água é uma propriedade que deve ser conhecida a fim de 

facilitar o direcionamento para o tipo de alimento que essa embalagem pode proteger. 

Algumas aplicações exigem filmes insolúveis em água para aumentar a integridade do 

produto (Zavareze et al., 2014). A solubilização de um polímero hidrofílico envolve a 

penetração ou difusão de água no seu interior com consequente intumecimento, seguido do 

relaxamento do polímero (Turhan & Sahbaz, 2004).  

Os biofilmes apresentaram alto valor de luminosidade (Tabela 3) sem diferença 

significativa, com superfície clara e boa aparência. Os parâmetros de cor são importantes 

para definição da aparência global, consumo e aceitação de embalagens de alimentos 

(Akhtar et al., 2013). 

Os biofilmes analisados apresentaram diferença (p<0,05) no parâmetro a*, 

indicando amostras levemente esverdeadas, mas o b* e o ângulo de tonalidade (h*), 

mostram tendência a coloração amarelo claro devido a presença do óleo de cravo. Nos 

valores de croma (C*) foi observada diferença (p≤ 0,05) entre os biofilmes expressando 
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baixa saturação ou intensidade da cor. O valor do ângulo Hue (h) apresenta diferença 

(p≤0,05) entre os biofilmes, sendo observado decréscimo nos valores conforme aumenta a 

presença de OEC na formulação, reafirmando a coloração amarelada.  

As imagens da análise microscópica dos biofilmes de proteína miofibrilar (Figura 

1) mostram que os componentes dos biofilmes formam uma estrutura com algumas 

irregularidades, mas sem apresentar bolhas ou grandes deformações, como fendas e 

espaços abertos. A presença de fendas e/ou irregularidades nos biofilmes pode 

comprometer a estrutura, produzindo modificações nas propriedades funcionais do 

biofilme. As imagens também revelam pontos brancos, onde pode-se inferir que sejam 

componentes adicionados não solubilizados durante o processo de elaboração dos 

biofilmes, como por exemplo, o surfactante SDS utilizado para melhor incorporação do 

óleo essencial.  

 

Figura 1: Microfotografias da superficie dos biofilmes de proteína miofibrilar com óleo essencial de cravo, com 

ampliação de ≅2.000 x. A (F1); B (F2); C (F3); D (F4). 
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Os valores de elongação dos biofilmes de gelatina (Tabela 2) demonstram que não 

houve diferença (p≥ 0,05) entre as formulações. Os resultados da RT mostram que não 

houve diferença entre as formulações F1 e F2, assim como entre F3 e F4, no entanto, 

apresentam diferença (p≤ 0,05) entre estes dois grupos observando-se que com o aumento 

da concentração de OEC a RT diminui. Este comportamento pode ser explicado pelo 

enfraquecimento das interações que estabilizam a matriz proteica quando adicionado 

outros componentes ao filme (Orliac et al., 2002). A incorporação de lipídios em filmes 

com proteínas pode aumentar a tensão de ruptura, no entanto esses biofilmes geralmente 

apresentam propriedades mecânicas como resistência e elongação de considerável 

qualidade (Wolf, 2007). As características da resistência à tração e elongação estão 

altamente associadas à quantidade de plastificante, natureza do material filmogênico e 

coesão da estrutura da matriz polimérica (Wolf, 2007). Os biofilmes desta pesquisa foram 

elaborados com baixa quantidade de glicerol (15% em relação à massa de gelatina), 

fazendo que a elasticidade da gelatina seja responsável por este comportamento. 

 

Tabela 2: Resultados das análises dos biofilmes de gelatina com adição de óleo essencial de cravo (OEC). 

Determinações Biofilmes de Gelatina 

 Formulações 

 F1 F2 F3 F4 

Elongação (%) 
434,87a ± 3,04 443,46 ª ± 1,86 451,44 ª ± 0,13 447,97 ª ± 0,52 

RT (Mpa) 
6,54 ª ± 1,70 7,70 ª ± 1,80 2,61 b ± 0,23 3,12 b ± 0,90 

Espessura (mm) 0,100 a ± 0,01 0,124 a ± 0,03 0,118 a ± 0,03 0,134 a ± 0,01 

PVA (gm–1s -1Pa-1)   
6,52a ± 6,51x10-12  5,90a ±1,79 x10-11  4,81 a ±9,22 x10-12  1,02a ±3,46 x10-12  

Solubilidade (%) 
59,85 b ± 2,06 42,17 c ± 4,20 65,04 a ± 3,33 50,08 b ± 2,32 

Parâmetros de Cor 

L*  
93,1 a ± 0,53 90,3 b ± 0,61 92,04 ª ±0,47 89,34 b ±0,42 

a *  
-5,5 b ±0,02 -5,27 a ±0,06 -5,9 c ± 0,08 -6,0 c ± 0,05 

b*  
11,78 c ± 0,66 17,3 b ± 0,85 18,26 b ±1,7 25,87 a ±1,07 

C  
13,02 c ± 0,6 18,16 b ±0,8 19,20 b ±1,71 26,56 a ±1,04 

h  
115,20 a ±1,2 106,9 b ±0,83 108,1 b ±1,52 103,04 c ±0,6 

RT: Resistência a Tração; PVA: Permeabilidade a Vapor de Água; Cor: L* (Luminosidade); a* (verde-vermelho); b* 

(azul-amarelo); C (croma); h (Ângulo Hue). F1: 0%; F2: 1%; F3: 1,5%; F4: 2%. 

 

Os valores de espessura e PVA dos biofilmes não apresentaram diferença (p ≥ 

0,05) entre eles (Tabela 2). Houve diferença (p≤ 0,05) entre os valores de solubilidade dos 

filmes de gelatina adicionados de OEC, sendo que o F2 apresentou menor solubilidade. Os 

índices de solubilidade encontrados neste trabalho foram próximos ao relatados por 
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Gómez-Estaca et al. (2010) de 41,1%, que ao incorporar óleo essencial de cravo verificou 

um aumento significativo na solubilidade do biofilme. 

Os biofilmes apresentam alto valor de L* luminosidade (Tabela 2), sem diferença 

entre as formulações F1 e F3, assim como entre F2 e F4, no entanto, apresentam diferença 

(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 

tendência a cor verde clara. O parâmetro +b* foi influenciado pela adição do óleo essencial 

de cravo. O croma C* apresentou diferença entre os biofilmes (p≤0,05). O valor do ângulo 

Hue (h) apresenta diferença (p≤ 0,05) entre os biofilmes, sendo observado decréscimo nos 

valores conforme aumenta a adição de OEC confirmando o comportamento de mudanças 

de cor devido à incorporação de óleo essencial de cravo.  

Os resultados da microscopia eletrônica da superfície dos biofilmes de gelatina 

contendo OEC estão apresentados na Figura 2. As imagens obtidas dos biofilmes de 

gelatina mostram uma estrutura homogênea e com poucas irregularidades nos biofilmes F1 

e F2. Os biofilmes F3 e F4 apresentam bolhas que devem ser evitadas pois podem 

prejudicar o processo de conservação do alimento embalado. As imagens também revelam 

pontos brancos, também observados nos filmes de proteína miofibrilar, onde podem ser 

componentes não solubilizados.  
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Figura 2. Microfotografias da superficie dos biofilmes de gelatina com adição de óleo essencial de cravo, com ampliação 

de 3.000 x: A (F1); B (F2); C (F3); D (F4).  

 

Nos testes de suscetibilidade antimicrobiana utilizando o óleo essencial de cravo 

os halos resultantes foram excelentes, quando comparandos com aos obtidos por 

antibióticos sintéticos padrões, Ampicilina (10 ug) e Vancomicna (30 ug), que foram 

utilizados como controles positivos (Tabela 3).  
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana para biofilmes incorporados de óleo essencial de cravo. 

Biofilmes Formulações                                  Zona Inibitória (mm)* 
P

ro
te

ín
a 

M
io

fi
b

ri
la

r 

 S.typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis 

F1  0 0 0 0 

F2 0 0 11±0,1 10±0,1 

F3 0 0 13±0,1 11±0,1 

F4 0 0 13±0,1 12±0,1 

 

G
el

at
in

a 

 S.Typhimurium E.coli S.aureus E.faecalis 

F1 0 0 0 0 

F2 0 0 0 0 

F3 0 0 0 0 

F4 0 0 0 0 

Óleo puro (20 uL) 14±0 16±0 20±0 13±0 

Ampicilina** (10 ug) 15±0 16±0   

Vancomicina** (30 ug)    20±0 17±0 

F1: 0%; F2: 1%; F3: 1,5%; F4: 2%. *Os valores dos diâmetros mensurados da zona inibitória foram expressos em 

milímetro (mm). **Controles - Ampicilina (10սg) e Vancomicina (30սg). 

 

Os biofilmes de proteína miofibrilar apresentaram efeito inibitório nas 

concentrações utilizadas frente às bactérias Gram positivas (Tabela 3). Essas bactérias 

apresentam membrana celular lipofílica o que facilita a penetração de compostos 

hidrofóbicos. 

Segundo Burt (2004) grande parte dos estudos que investigam a ação dos óleos 

essenciais em relação aos micro-organismos patogênicos em alimentos concordam que os 

óleos são mais ativos em bactérias Gram-positivas que nas Gram-negativas. No presente 

estudo a ineficiência do antimicrobiano para Gram-negativas (Tabela 3) está relacionada às 

paredes celulares destas bactérias que são constituídas de fosfolipídios, lipopolissacarídeo 

e proteínas que conferem impermeabilidade aos agentes antibacterianos, além de bloquear 

a penetração de compostos hidrófobos e evitar seu acúmulo nas membranas das células, 

aumentando a resistência (Burt, 2004).  
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Além da estrutura das membranas celulares bacterianas, a quantidade de óleo 

essencial adicionada nas formulações dos biofilmes foi insuficiente para combater a 

resistência das bactérias Gram-negativas, incapaz de bloquear as funções metabólicas 

(Silveira et al., 2006).  

Os biofilmes de gelatina com OEC não inibiram o crescimento das bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas (Tabela 3). Segundo Gómez-Estaca et al. (2010) esse 

comportamento pode ser atribuído aos diferentes graus de interação da gelatina, em função 

da sua origem e composição, com os polifenóis presentes na composição do óleo essencial 

(eugenol, β-cariofileno e α-humoleno) (Scherer et al., 2009), que podem afetar a 

capacidade dos compostos antimicrobianos. 

O resultado da análise de componentes principais das avaliações 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 variação acumulada de 85,7% do biofilme de 

PM. O CP1 foi explicado principalmente pelas variáveis relacionadas à coloração L* e 

ângulo Hue (h), e o CP2 pela elongação. Para o biofilme produzido com gelatina dois CP’s 

também foram suficientes para explicar a variação com um total acumulado de 77,5%. Os 

parâmetros b* e C foram as principais variáveis para CP1, para o CP2 foi principalmente a 

solubilidade e o L*.  

As medições em CP são interpretadas de acordo com as correlações entre cada um 

dos parâmetros com cada componente principal, assim medições próximas umas das 

outras, são positivamente correlacionadas, medidas separadas 180° são negativamente 

correlacionadas, enquanto que se elas estão separadas por 90°, são independentes.  

No gráfico de projeção de medidas do biofilme elaborado com as PM relacionadas 

aos componentes principais (CP1 e CP2), mostram as correlações entre variáveis e entre 

essas variáveis e os CP. As variáveis L*, h e RT estão localizadas próximas ao primeiro 

componente (Figura 3A), opostos a espessura, intumecimento e solubilidade, que estão 

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 elongação e PVA tiveram grande influência para caracterizar o CP2, sendo 

negativamente correlacionada com b*, C, e a*, altamente correlacionadas entre si. 
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Figura 3. Projeção das medições de biofilme produzido com proteínas miofiblilares (A) e gelatina (B) no plano definido 

pelos dois primeiros componentes principais.  

 

Observando o gráfico de projeção das medidas do biofilme de gelatina (Figura 3 

B) relacionado aos CP 1 e 2, verificam-se que as variáveis elongação, b* e C estão 

localizadas próximas ao primeiro componente, opostos a PVA, a* e RT, estando portanto 

correlacionadas negativamente. Desta forma, os biofilmes de gelatina com adição de OEC 

apresentaram baixos valores de PVA, a* e RT, e elevados valores de elongação, b*, e C. 

Os parâmetros de solubilidade e espessura, por estarem altamente correlacionadas entre si, 

tiveram grande influência na caracterização do CP2, sendo esses parâmetros 

correlacionados negativamente com a* e RT; L e h com elongação, b*, e C. 

 

CONCLUSÃO 

 

Biofilmes com adição de óleo essencial de cravo apresentaram excelentes 

propriedades tecnológicas: baixos valores de permeabilidade a vapor d’água e altos de 

elongação e cor clara.  Os biofilmes de proteínas miofibrilares apresentaram efeito 

inibitório nas concentrações utilizadas frente às bactérias Gram positivas, Staphylococus 

aureus e Enterococus fecalis, mas os biofilmes de gelatina não inibiram o crescimento de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A utilização de óleo essencial de cravo em 

filmes de proteínas miofibrilares de peixe pode atuar como antimicrobiano, em embalagens 
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ativas, aumentando a vida comercial (shef life) e a segurança no armazenamento dos 

alimentos.  
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