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Resumo

Filmes e revestimentos a base de biopolimeros tém sido desenvolvidos
como embalagem biodegradavel e renovavel. A quitosana € um
biopolimero produzido a partir de cascas de crustaceos que apresenta
caracteristicas favoraveis a formacao de filmes e revestimentos. Ao ser
incorporado um bioativo na solucao filmogénica, esta pode tornar-se
uma embalagem ativa com poder de reducao ou inibicao de crescimento
microbiano. A nisina, peptideo produzido a partir de estirpes de
Lactococcus lactis subsp. lactis, tem sido utilizada como antimicrobiano
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em embalagens biopoliméricas a fim de prolongar a vida de prateleira
dos alimentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana da nisina incorporada em revestimentos e filmes a

base de quitosana sobre o crescimento de Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, visando utilizad-los como embalagem ativa para
alimentos. A atividade antimicrobiana do filme e do revestimento de
quitosana incorporados com nisina foi avaliada pelo método de difusao
em &agar contra o crescimento dos microrganismos citados. O filme de
quitosana com nisina apresentou inibicdo antimicrobiana somente na
area de contato com o agar. O revestimento com nisina apresentou
atividade antimicrobiana em todas as concentracdes de nisina
avaliadas, apresentando diferencas significativas (p <0,05), indicando
seu potencial como embalagem ativa para alimentos.

Termos para indexacao: polimero biodegradavel, antimicrobiano,
embalagem ativa.



Antimicrobial Activity of Film and
Coating of Chitosan Incorporated
of Nisin on Pathogenic Bacteria

Abstract

Biopolymer films and coatings have been developed as biodegradable
and renewable packaging. Chitosan is a biopolymer produced from
crustacean shells and has favorable characteristics for films and
coatings formation. When a bioactive is incorporated to the film
forming solution, this can become an active packaging that can reduce
or inhibit the microbial growth. Nisin, a peptide produced from strains of
Lactococcus lactic subsp. lactis, has been used as an antimicrobial in
biopolymer packaging materials in order to prolong food shelf life. The
aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of nisin
incorporated to chitosan coatings and films on the growth of Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus to be used as food active
packaging. The antimicrobial activity of the chitosan films and coatings
incorporated with nisin was evaluated by agar diffusion method against
growth of microrganisms mentioned. The chitosan film with nisin
presented antimicrobial activity only in the contact area of the film with
the agar. The coating with nisin showed antimicrobial activity in all
evaluated nisin concentrations, with significant differences (p<0.05),
indicating their potential as active packaging for foods.

Index terms: biodegradable polymer, antimicrobial, active packaging.



Atividade Antimicrobiana de Filme e Revestimento de Quitosana Incorporados de
Nisina sobre Bactérias Patogénicas

Introducéao

A contaminacdo dos alimentos por microrganismos patogénicos e/ou
deterioradores pode acontecer em qualquer etapa do desenvolvimento
do produto, mesmo ap6s embalado. Uma das tecnologias mais
dindmicas atualmente utilizadas para aumentar a vida de prateleira e
garantir a seguranca microbiolégica dos alimentos é a embalagem ativa.

A embalagem ativa é um sistema de embalagem que incorpora
componentes desejaveis que sao liberados aos alimentos embalados ou
absorvem substancias indesejaveis dos alimentos, visando prolongar

a vida de prateleira e manter ou melhorar o estado dos alimentos
embalados (LUXEMBURGO, 2009). Desempenha também papel ativo na
conservacao e na qualidade dos alimentos durante a comercializacao,
além de fornecer barreira a fatores externos prejudiciais (PEREIRA

de ABREU et al., 2012). A crescente procura dos consumidores por
alimentos sem conservantes quimicos tem estimulado esforcos para
pesquisas na area de embalagens biodegradaveis bioativas.

A quitosana é um dos biopolimeros mais utilizados para elaboracao
de filmes e revestimentos e com mais perspectiva de sucesso por
possuir boas propriedades formadoras de filme, ser sustentavel e
biocompativel. Derivada da desacetilacao da quitina, é obtida a partir
de residuos de cascas de crustaceos, sendo o segundo polissacarideo
mais abundante encontrado na natureza depois da celulose (RIVERO
et al., 2009; AIDER, 2010; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).
Pesquisadores afirmam que a quitosana possui atividade antimicrobiana
natural explicada pelas moléculas carregadas positivamente, que
interagem com as bactérias carregadas negativamente, causando
ruptura nas células (COMA et al., 2003; ZIVANOVIC et al., 2005).

A sua eficacia bactericida depende de fatores como a espécie

do microrganismo; fatores intrinsecos como o peso molecular e

a concentracao; estado fisico, se dispersao ou filme; e condicao
ambientais como pH e temperatura (KONG et al., 2010).

A quitosana tem sido utilizada como veiculo para incorporacao de
aromatizantes, corantes, antioxidantes e antimicrobianos na elaboracao
de filmes e revestimentos, tornando-se embalagens potencialmente
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bioativas para aplicagao em frutas, legumes, graos, queijos e carnes
(SINHA et al., 2014).

Os filmes e revestimentos de quitosana, que ja tém potenciais
propriedades antimicrobianas, tém seu potencial ativo (antimicrobiano)
aumentado ao ser incorporados de algum antimicrobiano na solucao
base filmogénica. A nisina é um antimicrobiano natural muito utilizado
como aditivo em alimentos, assim como em suas embalagens. A nisina
é produzida a partir de estirpes de Lactococcus lactis subsp. /lactis e é
reconhecida como segura para aplicacdes em alimentos pela Joint Food
and Agriculture Organization/World Health Organization (FAO/WHO)
Expert Committee on Food Additives (FDA, 1988). E um polipeptideo
hidrofébico e catibnico, apresenta atividade antimicrobiana para uma
gama de bactérias Gram-positivas, porém pouca ou nenhuma atividade
para bactérias Gram-negativas, leveduras e bolores (MARTINS et al., 2010).

Basicamente, o tipo do alimento é que define o tipo da embalagem

a ser utilizada, se filme ou revestimento. A principal diferenca entre

os dois é que o revestimento é aplicado na forma liquida sobre os
alimentos, geralmente por imersdo do produto na dispersdo. O filme é uma
fina camada previamente formada a partir da evaporacao do solvente (a
temperatura ambiente ou por secagem em estufa), sendo destacado do
substrato para embalar o alimento (FALGUERA et al., 2011).

Este estudo teve o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana de
filme e revestimento a base de quitosana incorporados de nisina sobre
o crescimento de Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes,
visando utilizd-los como embalagem ativa para alimentos.

Material e Métodos

Material

As espécies bacterianas utilizadas neste estudo foram Listeria
monocytogenes ATCC 3309 e Staphylococcus aureus ATCC 25923,
obtidas da Microbiologics, Sant Cloud, EUA.

A nisina e a quitosana (grau de desacetilacdo de 86,30% e pH 7,9)
foram obtidas da Sigma, St. Louis, MO, EUA.
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O caldo infusdo de cérebro e coracédo e o dgar Mueller Hinton utilizados
foram obtidos da Becton Dickinson, EUA.

O &cido acético glacial utilizado foi da Synth®, Diadema, Brasil e o
glicerol e o Tween 80 foram obtidos da Vetec Quimica Fina, Duque de
Caxias, Brasil.

Métodos

Avaliacdo antimicrobiana da nisina

A nisina teve sua atividade antimicrobiana avaliada por meio de solucdes
preparadas com agua deionizada e nas seguintes concentracdes de nisina:
5.000, 10.000, 15.000, 30.000, 45.000, 60.000, 75.000, 90.000 e
105.000 Ul/mL. A avaliacdo foi realizada pelo método de difusdo em &gar
de acordo com a norma de Desempenho para Testes de Sensibilidade
Antimicrobiana recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2005).

As cepas de L. monocytogenes e S. aureus foram cultivadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo a 35 °C/24 h, e suas concentracoes
foram ajustadas para 106 células/mL.Em seguida, as culturas de L.
monocytogenes e de S. aureus foram inoculadas na superficie de agar
infusdo de cérebro e coracado e dgar Mueller Hinton, respectivamente,
ambas com auxilio de swab estéril.

Com um perfurador estéril, foram realizados pocos de 5 mm de
diametro interno, sendo depositados 60 pL de cada concentracéo de
solucao de nisina, uma em cada poco. Apds incubacao a 35-37 °C/24
horas, foram medidos os didmetros (mm) dos halos de inibicdo da nisina
sobre o crescimento dos microrganismos. Os ensaios foram realizados
em trés repeticoes.

Elaboracédo do filme e do revestimento de quitosana
incorporados com nisina

O filme e o revestimento de quitosana incorporados com nisina foram
elaborados seguindo metodologia de Santiago-Silva et al. (2009), e o
fluxograma de elaboracdo segue as etapas abaixo, conforme Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma de elaboracao do filme e revestimento de quitosana

incorporados com nisina.

Para o filme, a solucdo base filmogénica de quitosana foi preparada
solubilizando-a a 2% (p/v) em &acido acético glacial (1% v/v) e
homogeneizada por 3 h em agitador magnético. Em seguida, adicionou-
-se glicerol (10% v/v) e Tween 80 (5% v/v). A solucéo foi adicionada
da nisina nas mesmas concentracdes (5.000, 10.000, 15.000,
30.000, 45.000, 60.000, 75.000, 90.000 e 105.000 Ul/mL) avaliadas
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anteriormente, diluidas em 2 mL de acido acético P.A., e o pH foi
ajustado para 3. Agitou-se por mais 1 h até completa homogeneizacgao.
A solucao foi vertida em placa de vidro previamente sanitizada com
alcool 70% e espalhada com auxilio de uma barra metalica em aco
inoxidavel, a espessura de 1 mm, para a formacao do filme. Apds a
completa evaporacao do solvente a temperatura ambiente (24 £ 1 °C),

o filme foi removido da placa e acondicionado em dessecador. Foi
elaborado também o filme controle (sem nisina). Os ensaios foram
realizados em trés repeticoes.

O revestimento foi obtido seguindo basicamente o mesmo processo
para o filme até a etapa de obtencao da solucao filmogénica, sem a
adicao de glicerol e Tween (Figura 1). Ao finalizar o processo para
obtencao do revestimento, este foi utilizado no mesmo instante na
avaliacado da atividade antimicrobiana. Os ensaios foram realizados em
trés repeticoes.

Atividade antimicrobiana do filme e do revestimento de
quitosana

A avaliagcao antimicrobiana do filme de quitosana com nisina foi
realizada depositando-se discos (1,5 cm de didmetro) do filme sobre a
superficie de dgar Mueller Hinton e agar infusdo de cérebro e coracao
inoculados com suspensodes de células (106 UFC/mL) de S. aureus

e L. monocytogenes, respectivamente. As placas foram incubadas

a 35 °C/24 h, e a atividade antimicrobiana foi determinada pela
medida do didmetro do halo de inibicdo (mm) sobre o crescimento
dos microrganismos em volta de cada disco do filme. A avaliacao foi
realizada com as concentracoes de nisina de 5.000, 10.000, 15.000,
30.000, 45.000, 60.000, 75.000, 90.000 e 105.000 Ul/mL. Os
ensaios foram realizados em trés repeticoes.

A avaliagao antimicrobiana do revestimento foi realizada com as
mesmas concentracdes de nisina citadas anteriormente. Depositaram-
se 60 pL de cada solucao base filmogénica de quitosana com nisina
em pocos de 5 mm de didmetro sobre a superficie do dgar Mueller
Hinton e agar de infusdo de cérebro e coracao inoculados com
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suspensoes de células (106 UFC/mL) de S. aureus e L. monocytogenes,
respectivamente. As placas foram incubadas a 35 °C/24 h, e a
atividade antimicrobiana foi determinada pela medida do didmetro do
halo de inibicdo (mm) do crescimento dos microrganismos em volta de
cada poco. Os ensaios foram realizados em trés repeticoes.

Andlise estatistica

Os resultados do experimento foram analisados estatisticamente
por andlise de variancia dos efeitos principais (microrganismos

e concentracdes de nisina); da comparacado das médias dos
tratamentos constituidos pelas concentracdes de nisina e pelos
microrganismos. As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O programa
utilizado foi o StatSoft.Statistica.v10.

Resultados e Discussao

Atividade antimicrobiana das solu¢cdes de nisina

As solucdes de nisina apresentaram atividade antimicrobiana em todas
as concentracoes testadas (5.000, 10.000, 15.000, 30.000, 45.000,
60.000, 75.000, 90.000, 105.000 Ul/mL), inibindo o crescimento das
bactérias L. monocytogenes e S. aureus (Figura 2).

Fotos: Selene Daiha Benevides

Figura 2. Halos de inibicdo (mm) das solugdes de nisina (5.000, 10.000, 15.000,
30.000, 45.000, 60.000, 75.000, 90.000, 105.000 Ul/mL) sobre o crescimento
de L. monocytogenes (a) e S. aureus (b). Controle no poco do centro da placa.
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Os diametros dos halos de inibicao variaram de 12,0+0,0 a 15,00+0,0
para S. aureus e de 12,0+£0,0 a 18,0+ 1,7 para L. monocytogenes
(Tabela 1), variando em funcao da concentracao de nisina.

Tabela 1. Valores médios dos diametros (mm) dos halos de inibicdo produzidos
pelas diferentes concentracGes de solucdes de nisina sobre o crescimento
microbiano.

Halo de inibicdo (mm)

Concentracdo
wun™® Staphylococcus aureus  Listeria monocytogenes
5.000 12,0£0,0° 12,0+0,0°
10.000 14,3+0,6° 14,7 +0,6%
15.000 14,3+0,6° 15,7+0,6°
30.000 14,7 +0,6° 17,3+1,12
45.000 15,0+1,0° 18,0+1,7°
60.000 14,7+0,6° 18,0+1,72
75.000 14,7+0,62 17,0+1,72
90.000 14,7+0,6° 16,3+1,1°
105.000 14,7+0,6° 15,3+0,6%

(1) . .
Ul: Unidade Internacional

Médias com letras iguais na mesma coluna indica que ndo houve diferenca significativa (p<0,05).

A atividade antimicrobiana da concentracdo de 5.000 Ul/mL de nisina
sobre o crescimento S. aureus apresentou diferenca significativa
(p<0,05) das demais concentracoes. A partir de 10.000 Ul/mL, nao
houve diferenga significativa entre as concentracdes de nisina.

Os resultados indicaram que, apesar de a nisina possuir potencial
antimicrobiano, parece possuir acdo limitada, observada por meio
do didmetro dos halos que néao foi diretamente proporcional ao
aumento da concentracao de nisina. Segundo Melo et al. (2005) a
acdo antimicrobiana da nisina é limitada, indicando a necessidade da
realizacdo de estudos visando conhecer a tecnologia de barreiras ou
alterar as condigcGes do meio onde a nisina pode atuar.
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Atividade antimicrobiana das embalagens ativas de
quitosana com nisina
O efeito antimicrobiano dos diferentes revestimentos de quitosana com

nisina sobre o crescimento de L. monocytogenes e S. aureus, pode ser
observado nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3. Halos de inibicdo (mm) dos
revestimentos com nisina sobre o
crescimento de L. monocytogenes nas
concentragdes de (a) 5.000, 10.000
e 15.000 UI; (b) 30.000, 45.000

e 60.000 UI; (c) 75.000, 90.000 e
105.000 Ul. O controle (revestimento
sem nisina) esta no poco central da
placa.
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Figura 4. Halos de inibicdo (mm)
dos revestimentos com nisina
sobre o crescimento de S. aureus nas
concentracdes de (a) 5.000, 10.000

e 15.000 UI; (b) 30.000, 45.000 e
60.000 Ul e (c) 75.000, 90.000 e
105.000 UIl. O controle (revestimento
sem nisina) esté no poco central da
placa.

O efeito antimicrobiano da nisina nos revestimentos sobre o
crescimento S. aureus e L. monocytogenes tiveram variacao em funcao
da concentracao de nisina, apresentando halos com diametros de
7,5+1,4mma11,3+£1,2mmede 9,8+0,4 mma 23,0+1,5 mm,
respectivamente, conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Valores médios dos diametros (mm) dos halos de inibicao resultantes
da acdo da nisina sobre o crescimento microbiano nos revestimentos.

Concentracdo Diametro do halo de inibicdo (mm)
wn' Staphylococcus aureus  Listeria monocytogenes
Controle (sem nisina) 7,7+0,8° 10,56+0,5°
5.000 8,0+£0,0 9,8+0,4°
10.000 7,5+1,4° 10,2+0,4°
15.000 7,7+0,8° 11,0+0,0°
30.000 7,8+0,8° 20,0+3,2%
45.000 8,3+0,5 19,8+2,2%
60.000 9,7+0,6® 22,024
75.000 11,3+1,2° 23,0+1,5°
90.000 10,8+1,0° 20,8+£1,7%®
105.000 10,2+1,2° 19,3+2,5°

(1) . .
Ul: Unidade Internacional

Médias com letras iguais na mesma coluna indica que ndo houve diferenca significativa (p <0,05).

Para S. aureus, nao houve diferenca significativa (p <0,05) entre o
diametro dos halos do controle até a concentracado de 45.000 Ul. O
mesmo aconteceu de 60.000 Ul até 105.000 Ul, que apresentaram os
maiores halos de inibicdo, com didametros variando de 9,7+0,5 mm a
11,3+1,2 mm.

Para L. monocytogenes o diametro dos halos foram maiores quando
comparados aos obtidos para S. aureus, indicando maior efeito
antimicrobiano da nisina sobre essa bactéria. O controle nao diferiu
estatisticamente (p<0,05) de 5.000 a 15.000 Ul. As concentracdes
de 30.000 a 90.000 Ul/mL apresentaram maiores halos de inibicéo,
mas nao diferiram estatisticamente (p <0,05). O efeito antimicrobiano
da nisina em relacdo a sua concentracdo também foi constatado

por Pranoto et al. (2005) em filmes de quitosana incorporados com
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diferentes concentracoes de nisina (51.000, 102.000, 153.000 e
204.000 Ul) sobre Escherichia coli, S. aureus, L. monocytogenes,
Salmonella typhimurium e Bacillus cereus, indicando que ha um limite
de difusdo do antimicrobiano no filme.

Os filmes controle e de quitosana com nisina apresentaram halo de
inibicdo do crescimento microbiano somente na area de contato com
o agar. Os resultados para as concentracoes de de 30.000, 45.000 e
60.000 Ul sao apresentados na Figura 5.

30.000 UI

60.000 UI 60.000 UI

45.000 UI 45.000 UI

Figura 5. Inibicdo do crescimento de (a) L. monocytogenes e (b) S. aureus nos
filmes de quitosana incorporados com nisina nas concentracdes de 30.000,
45.000 e 60.000 Ul. (C) Filme controle (sem nisina).

A auséncia do halo de inibicdo além da superficie de contato com

os filmes pode ser atribuida a nao difusdo da nisina no agar, ficando
fisicamente aprisionada a matriz do filme. Leceta et al. (2013)
avaliaram a atividade antimicrobiana de filmes a base de quitosana

e também constataram que nao houve formacao de zona de inibicao
além da superficie de contato com o agar, independentemente do
peso molecular da quitosana utilizada, do contelddo de glicerol, do tipo
de amostra (revestimento ou filme) e das condicdes de secagem das
amostras (temperatura ambiente ou estufa).
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O filme sofreu hidratagao devido a umidade contida no agar,

causando intumescimento, e formacao de uma barreira de difusdo
com consequente reducao da liberacdo do composto ativo. O mesmo
aconteceu com os filmes de quitosana incorporados com nisina

sobre o desenvolvimento de S. aureus e L. monocytogenes avaliados
por Baumgartner et al. (2005) e Yadav et al. (2011). Os autores
observaram que a atividade antimicrobiana da nisina ndo apresentou
diferenca significativa na cinética de liberacdao. A umidade mais elevada
do meio de cultura pode ter hidratado o biopolimero, resultando em
dilatacado e reducao da capacidade de reter a nisina. Os filmes controle
apresentaram halo de inibicdo somente na area de contato.

Conclusoes

O revestimento de quitosana incorporado com nisina apresenta melhor
atividade antimicrobiana nas concentracoes de 60.000 a 75.000 Ul/mL
sobre o crescimento de S. aureus e L. monocytogenes, indicando seu
potencial para ser utilizado como embalagem ativa de alimentos.
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