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RESUMO

Os biofilmes possuem um promissor campo de aplicagdo como conservante de alimentos. Em
comparacdo com as embalagens sintéticas, sdo materiais de embalagens de alimentos, que
possuem vantagens da biodegradabilidade. Neste estudo avaliamos os filmes ativos
incorporados com 6leos essenciais na conservacao de Mytella falcata (sururu). Os materiais
vegetais Syzygium aromaticum, Rosmarinus officinalis e Zingiber officinale foram obtidos em
Séo Luis (MA). A extracdo dos OEs seguiu a tecnica de hidrodestilacdo. Os constituintes do
OE foram identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM). Os filmes de alginato de sodio foram preparados por casting com adicdo dos OEs. Para
0S ensaios antimicrobianos dos filmes in vitro foram utilizadas cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus e cepas isoladas do alimento. As analises antimicrobianas foram
realizadas pelo ensaio do Método de Difusdo de Disco (MDD), ensaio de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). A atividade
antioxidante dos OEs foram analisadas pelo método de DPPH. Através da CG-EM, foi
identificado o eugenol em 52,53% como componente majoritario do OE de S. aromaticum. A
atividade antioxidante do OE de S. aromaticum foi obtida com a CEso de 15,14 mg L™.De
acordo os resultados apresentados com o ensaio de Difusdo de Disco o biofilme incorporado
com OE de S. aromaticum foi eficiente ao inibir o crescimento bacteriano da Escherichia coli?
(12 mm) e Escherichia coli® (14mm) ja a Sthaphyloccuss aureus’de (14 mm) e
Sthaphyloccuss aureus® (16 mm) ja nos resultados Diluicio em Caldo A CIM do biofilme
incorporado com OE de S. aromaticum em frente as cepas de Escherichia coli® e Escherichia
coli® foram 99 pg mL™* e 80 pg mL? respectivamente,ja a Sthaphyloccuss aureus® e
Sthaphyloccuss aureus® foram 116 pg mL™* e 100 pg mL™ respectivamente.Para a CBM os
resultados foram Escherichia coli® e Escherichia coli® foram 116 pg mL™? e 100 pg mL™
respectivamente, ja a Sthaphyloccuss aureus® e Sthaphyloccuss aureus® foram 133 pg mL™* e
100 pg mL?, obteve-se acdo antimicrobiana de S. aromaticum, e ndo foi observada acgéo
antimicrobiana dos OEs de R. officinalis e Z. officinale.
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INTRODUCAO

Mytella falcata (sururu) é uma espécie de importancia econémica que possui alta
demanda de mercado durante todo o ano. Mytella falcata, nos Gltimos anos, tornou-se uma
iguaria muito apreciada pela populacéo nordestina, sendo consumida em diferentes tipos de
preparacOes culinarias. Possui muitos beneficios para a saude, pois é um alimento com boa
digestdo, rico em ferro, contetdo rico em proteinas, carboidratos, acidos graxos saturados,
poli-insaturados, além de que seu consumo frequente que pode prevenir doencas
cardiovasculares (SANTOS et al. 2014).

Porém, estes sdo vistos como alimentos de alto risco, estando amplamente
associados a casos de intoxicacdo e infec¢do alimentar, ocasionados, na maioria das vezes,
por um cozimento insuficiente do alimento ou por contaminag¢do cruzada, sendo uma
possivel consequéncia do aumento da poluicdo ambiental (PEREIRA et al., 2018).

O uso indiscriminado, erréneo e abusivo de antimicrobianos, tanto na medicina
humana quanto na veterinaria, tem elevado as taxas de resisténcia aos antibidticos,
antifingicos e antiparasitarios, criando organismos multirresistentes, o que limita as
opcdes de tratamento e trazem consequéncias clinicas e econémicas graves, contribuindo
com o aumento da morbimortalidade em humanos e animais (LOUREIRO et al., 2016). A
resisténcia de bactérias patogénicas, como casos de infeccéo e intoxicagdo por Escherichia
coli e Staphylococcus aureus em mariscos como o Mytella falcata estd muito associada a
transferéncia horizontal de plasmideos de resisténcia (SHERLEY et al., 2004).

A Escherichia coli € uma bactéria patogénica de grande importancia em
microbiologia de alimentos. Por ser originaria do trato intestinal de animais de sangue
quente, é reconhecida como indicador de contaminacdo fecal e consequentemente das
condicdes higiénico-sanitarias de obtencdo, processamento e manipulacdo de alimentos.
Por outro lado, Staphylococcus aureus € um patégeno humano oportunista de grande
importancia em diferentes setores, como por exemplo, médico e na industria de alimentos,
em funcdo da sua capacidade de produzir toxinas. Além do frequente envolvimento em
casos e surtos de intoxicacdo alimentar (ANDRE, 2015).

A aplicacdo de revestimentos com agdo antimicrobiana tem sido muito utilizada na
reducdo de microrganismos em alimentos in natura, pois além de conservar as
caracteristicas sensoriais do alimento, garante a seguranca alimentar quanto aos perigos
biolégicos (ALVES 2020).

Os conservantes naturais a base de OEs despertam interesse na busca de plantas.
Isso é explicado por que a aplicacdo de OEs nos alimentos possui trés vantagens, que sao:
prolongacdo da vida util nas prateleiras, inibicdo do desenvolvimento de patdgenos
alimentares e reducao da atividade toxica (POMBO et al., 2018). Dessa forma, das diversas
espécies de plantas com essa finalidade, destaca-se Syzygium aromaticum (cravo-da-india).
Pois além de possuir essas caracteristicas, estes OEs podem ser utilizados como
conservantes naturais em pescados.

Pois além de possuir essas caracteristicas, estes OEs podem ser utilizados como
conservantes naturais em pescados. Em suma, considerando a caréncia de estudos
relacionados a conservacdo de Mytella falcata e suas condi¢des higiénico-sanitarias.



OBJETIVOS:

O presente trabalho teve como finalidade avaliar a utilizagdo de Mytella falcata para
avaliar a atividade antimicrobiana na aplicacdo de biofilmes incorporados com OEs de
Syzygium aromaticum como agentes conservantes.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

A coleta S. aromaticum, R. officinalis e Z. officinale utilizados nesta pesquisa foi
realizada no periodo de outubro a dezembro de 2021 na cidade de S&o Luis-MA. O
material foi transportado ao Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) para armazenamento, de acordo com a
metodologia de Matos (2009).

Extracao dos OE’s

Para a extracdo de OE, a técnica de hidrodestilacdo foi realizada com um extrator
de vidro Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo acoplado a uma manta
aquecedora como fonte geradora de calor. Foram utilizados 100g de cada material vegetal,
adicionando &gua destilada (1:10). A hidrodestilagdo foi realizada a 100°C durante 3he o
OE extraido foi coletado.

Constituintes quimicos

Os constituintes dos OEs foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas. Para a identificacio dos compostos na amostra
utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &
Identification System).

Atividade Antioxidante pelo Método DPPH

A atividade antioxidante foi analisada através da capacidade em sequestrar o radical
estavel DPPHe(2,2-difenil-1-picril-hidrazina), de acordo com Brand-Williams (1995).
Com o intuito de determinar a capacidade antioxidante pelo método DPPH do OE utilizou-
se a metodologia adaptada de Brand-Williams et al. (1995).

Producao das solucdes filmogénicas

Os filmes de alginato de sddio foram preparados por casting, tendo como base a
metodologia desenvolvida por Zactiti e Kieckbusch (2005). Foram realizadas avaliacGes
subjetivas, considerando os aspectos visuais e tateis para selecionar as formulacdes mais
promissoras. Apenas os filmes que apresentaram homogeneidade (auséncia de particulas),
continuidade (auséncia de rupturas ou regides quebradicas), flexibilidade, facilidade de
desprendimento do suporte e manuseio foram selecionados, a fim de ndo comprometer os
resultados das analises posteriores.

Atividade antimicrobiana dos biofilmes in vitro

A técnica de difusdo de disco foi realizada segundo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2020) que padroniza os testes de sensibilidade de
antimicrobianos por disco-difuséo. Os valores dos halos de inibigdo foram expressos em
médias. O ensaio de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Bactericida Minimo (CBM )



foram realizados empregando-se a técnica de diluicdo em caldo, proposta pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos dos OEs sdo importantes ndo apenas para
determinacdo da qualidade, como também para o controle da sua pureza. Os resultados
para S. aromaticum, sdo apresentados a seguir (Tabela 1).

Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos do OE de Syzygium aromaticum

Parémetros Fisico-quimicos OE Syzygium aromaticum
Densidade (g/mL) 0,9650
indice de refracdo (ND 25°) 1,522
Solubilidade em alcool a 90% (v/v) 1:2
Cor Incolor
Aparéncia Limpido
Rendimento (m/m) (%) 2,64

A qualidade dos OEs depende de varios parametros, como indice de refracéo,
solubilidade em diferentes solventes organicos, densidade, etc., que sdo utilizados para
avaliar a qualidade dos materiais vegetais, além de controlar a identidade e pureza do OE.

Caracterizacao quimica do OE de Syzygium aromaticum.

As caracteristicas quimicas do OE obtidas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectroscopia de Massas (CG-EM) desse estudo nos mostra a presenca dos constituintes
apresentados a seguir (Tabela 2).

Tabela 2-Analises quimicas do OE de Syzygium aromaticum

!Pico 2Tr (min) Substancia identificada Teor (%)
1 27,40 Eugenol 52,53
2 27,99 Copaeno 2,05
3 29,47 Cariofileno 37,25
4 30,57 Humuleno 4,11
5 32,94 Acetato de eugenila 4,05

O alto teor revelado na Tabela 2 de eugenol com 52,53% confirma como
0 componente majoritario do Oleo essencial, foram identificados e quantificados outros 4
constituintes. Foram estes o cariofileno com 37,25%, humuleno (4,11%), acetato de
eugenila (4,05%) e copaeno (2,05%). Embora o OE de Syzygium aromaticum seja
normalmente uma mistura de varios compostos organicos o mesmo apresenta um
composto majoritario, esse componente é o eugenol.



Atividade Antioxidante

Os resultados dos célculos dos potenciais antioxidantes de OE de Syzygium
aromaticum descritos na Tabela 3, foram interpretados com base na concentragao eficiente
CEso e CEg, em mg LT A mesma apresenta os resultados da capacidade antioxidante do
OE.

Tabela 3-Atividade Antioxidante (DPPH) do OE de Syzygium aromaticum

CE=o CEqg R2

OE 15,14 mg L 44,12 mg L 0,9952

Segundo Sousa et al. (2007), quanto menor o valor de CEso, maior a atividade
antioxidante do composto vegetal, pois é necessaria uma menor concentracdo de éleo para
reduzir o radical DPPH em 50% manifestando potencial para atividade antioxidante. Os
resultados para 0 OE de Syzygium aromaticum séo satisfatérios, ilustrando que os dados
apresentados neste trabalho trazem outra perspectiva para o uso de produtos naturais
biotecnologicos em aplicagdes de tratamento oxidativo

Atividade antimicrobiana dos biofilmes

De acordo os resultados apresentados na Tabela 4, com o ensaio de Difusdo de
Disco, foi possivel obter os dados referentes aos diametros medios dos halos de inibigcdo
(mm), concentracdo inibitéria minima (ug mL™?), concentracdo bactericida minima (ug
mL?). N&o foi observada agdo antimicrobiana dos OEs de R. officinalis e Z. officinale.

Tabela 4-Analise antimicrobiana de biofilmes contendo OE de S. aromaticum frente
estirpes microbianas isoladas de Mytella falcata e cepas padrdes em modelo in vitro

Espécie DHI CIM CBM
Escherichia coli? 12,00 99,00 116,00
Escherichia coliP 14,00 80,00 100,00

Sthaphyloccuss aureus? 14,00 116,00 133,00
Sthaphyloccuss aureus® 16,00 100,00 100,00

Nota: DHI- didmetros médios dos halos de inibicdo (mm); CIM- concentragéo inibitdria minima (ug mL™?);
CBM- concentragdo bactericida minima (ug mL™); a- cepa isolada de sururu; b-cepa padrdo ATCC

Conforme os critérios estabelecidos por Moreira et al., (2005), a classificacdo para
sensibilidade de microrganismos frente a acdo de produtos naturais, € definida de acordo
com o didmetro do halo de inibicdo formado, sendo classificados como resistentes quando
o0 halo de inibi¢do for menor que 8 mm e sensiveis para halos de 9 a 14 mm. Dessa forma,
os halos de inibicdo formados permitem classificar todas as cepas bacterianas como
sensiveis frente ao biofilme incorporado com OE de S. aromaticum.

O biofilme incorporado com OE de S. aromaticum foi eficiente ao inibir o
crescimento bacteriano da Escherichia coli® (12 mm) e Escherichia coli® (14mm) ja a
Sthaphyloccuss aureus®de (14 mm) e Sthaphyloccuss aureus® (16 mm), O halo inibitério



considerado foi a &rea sem crescimento detectavel a olho nu. Através desta observagao foi
possivel observar que houve inibi¢do, uma vez que houve a formacgdo de halo ao redor do
disco.

De acordo com Aligiannis et al., (2001), a classificacdo da atividade antimicrobiana
para espécimes vegetais, segundo os resultados da CIM, € considerada de forte inibicéo:
CIM até 500 pg mL™ ; inibicdo moderada: CIM entre 600 e 1000 pug mL? ; e fraca
inibicdo: CIM acima de 1000 pg mL™* A CIM do biofilme incorporado com OE de S.
aromaticum em frente as cepas de Escherichia coli? e Escherichia coli® foram 99 ug mL? e
80 pug mL* respectivamente,ja a Sthaphyloccuss aureus® e Sthaphyloccuss aureus® foram
116 pg mL? e 100 pug mL™? respectivamente.Para a CBM os resultados foram Escherichia
coli® e Escherichia coli® foram 116 pg mL? e 100 pg mL? respectivamente, ja a
Sthaphyloccuss aureus® e Sthaphyloccuss aureus® foram 133 pug mL? e 100 pug mL™
respectivamente conforme a Tabela.

Dessa forma com a utilizacdo de biofilmes contendo OE de S. aromaticum € uma
opcao para substituir as embalagens sintéticas e reduzir os danos ambientais causados pelas
embalagens sintéticas, mas também um aliado na manutencdo das propriedades fisico-
quimicas dos alimentos e na seguranca alimentar. Observamos que ocorrem altos
resultados positivos, para a saide humana, como a diminuicdo e até mesmo a morte de
determinadas patologias bactericida.

CONCLUSOES

A utilizagdo de um procedimento tradicional de extragéo e a utilizagdo de um 6leo
essencial de fonte confiavel resultou em um 6leo essencial com caracteristicas fisicas e
quimicas esperadas se tratando de tal espécie. A técnica de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas se mostrou eficaz para a identificacdo dos componentes do 6leo
essencial. A identificacdo do eugenol como componente majoritario justifica o potencial
antibacteriano do 6leo, e ainda a sua atividade antioxidante satisfatoria. Além de varios
outros possiveis beneficios que podem ser analisados através de estudos futuros. Os
resultados apontam a eficiéncia da atuacdo do biofilme incorporado com dleo essencial de
S. aromaticum como um antimicrobiano.
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