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A SEGURANCA

vA alimentar e nutricional

Atividade antimicrobiana e antioxidante de filmes comestiveis de gelatina e
quitosana adicionados de 6leos essenciais

Marcella Vitoria Galindo', Isabela dos Santos Paglione’, Geane Cristiane Balan’, Lyssa Setsuko
Sakanaka®, Marianne Ayumi Shirai’

Os Oleos essenciais tém sido reconhecidos por suas propriedades antimicrobiana e antioxidante,
ganhando destaque na industria de alimentos para ser utilizado como aditivo natural. Entretanto, a
adicao direta de 6leos essenciais na formulacao de alimentos pode provocar a perda de sua bioatividade
em razdo das condi¢oes de processo (luz, calor, pressio e presenca de oxigénio) empregadas. Neste
sentido, a incorporagao de Oleos essenciais em filmes comestiveis é uma interessante alternativa,
permitindo a obten¢ao de embalagens ativas que auxiliam na conserva¢ao de alimentos. Neste trabalho,
filmes comestiveis de gelatina e quitosana adicionados de dleo essencial de alecrim e orégano foram
produzidos. Nos filmes obtidos foram avaliadas as propriedades mecanicas, a morfologia por
microscopia eletronica de varredura, a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Escherichia
coli e Staphylococcus anrens, o conteudo de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelos
métodos ABTS e DPPH. Os filmes contendo 6leos essenciais apresentaram atividade antimicrobiana e
antioxidante, sendo em maior propor¢ao para o filme com Oleo essencial de orégano, e maior
resisténcia a perfuracdo. A adicdo de Oleos essenciais nao alterou a morfologia dos filmes, a qual
apresentou-se compacta, homogénea e sem separagio aparente de fases. Os filmes obtidos possuem
potencial para producdo de embalagens ativas biodegradaveis com o proposito de auxiliar na seguranga
microbiolégica, nutricional e sensorial dos alimentos.

Palavras-chave: Oleo essencial de orégano. Oleo essencial de alecrim. Propriedades mecanicas.
Compostos bioativos.

Antimicrobial and antioxidant activity of chitosan/gelatin and essential oil edible
film

Essential oils have been recognized for their antimicrobial and antioxidant properties, gaining
importance in the food industry to be used as a natural additive. However, the direct addition of
essential oils in the food formulation can cause the loss of their bioactivity due to the process
conditions (light, heat, pressure and presence of oxygen) employed. In this sense, the incorporation of
essential oils into edible films is an interesting alternative, allowing to obtaining active packaging that
helps in the food conservation. In this work, edible films of gelatin and chitosan added with essential
oil of rosemary and oregano were produced. In the obtained films were evaluated the mechanical
properties, morphology, the antimicrobial activity against Escherichia coli and Staphylococcus anreus, the
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content of total phenolic compounds, and the antioxidant activity by the ABTS and DPPH methods.
The films containing essential oils presented antimicrobial and antioxidant activity, being in greater
proportion in the film with essential oil of oregano, and greater puncture resistance. The addition of
essential oils did not alter the morphology of the films, which was compact, homogeneous and without
apparent separation of phases. The films obtained have potential for the production of biodegradable
active packaging in order to assist in microbiological, nutritional and sensorial food safety.

Keywords: Oregano essential oil. Rosemary essential oil. Mechanical properties. Bioactive compounds.

INTRODUCAO

Oleos essenciais sio liquidos oleosos
aromaticos, extraidos de diferentes pattes de
plantas (flores, botoes, sementes, folhas, galhos,
casca, frutas e raizes). Quimicamente, sao
constituidos de diferentes componentes como
terpenos e seus derivados (carvacrol, timol,
eugenol, terpineno, linalol e carvona), aldeidos,
cetonas, alcoois e fendis, e se destacam por
apresentarem amplo espectro de atividade
biolégica (antibacteriano, antifingico, antiviral,
controle de pragas e repelentes de insetos) e
antioxidantes!™>>* !,

Os 6leos essenciais se destacam como
um ingrediente natural para a industria de
alimentos, sobretudo por apresentarem sabor e
aroma intensos. A adicao direta em alimentos
deve ser cautelosa para ndo afetar as
propriedades sensoriais. Desta forma, seu uso ¢
de grande interesse na producdo de filmes
comestiveis biodegradaveis, visando a obtengao
de uma embalagem ativa que auxilia na
melhoria na qualidade sensorial, nutricional e
microbiolégica dos alimentos!™"?.

Dentre os biopolimeros utilizados como
matéria-prima na producao de filmes, a gelatina
se destaca pela sua abundancia e por ser
amplamente utilizado na area farmacéutica e de
alimentos. E obtida a partir da desnaturacao do
colageno, que ¢é o principal constituinte de
ossos e pele de bovinos, suinos e pescados.
Entretanto, sua utilizagdo ¢ restrita pelo carater
hidrofilico e assim apresentar baixa barreira ao
vapor de agual'’,

Uma maneira de melhorar as
propriedades hidrofilicas da gelatina ¢ realizar
blendas com outros biopolimeros, como a
quitosana, que ¢ obtida a partir da desacetilacio
da quitina. A quitina ¢ o segundo maior
carboidrato existente no planeta e ¢ encontrada
em carapagas de crusticeos (caranguejo, lagosta
e camaroes) e insetos, podendo ser produzida
também por fungos!'" "%,

Diversos estudos relatam com sucesso a
incorporagao de Oleos essenciais de orégano
(Origanum vulgare 1..) e de alecrim (Rosmarinus
officinalis ' 1.) em filmes comestiveis!” > "
Hosseini ef " verificaram que filmes de
gelatina e quitosana contendo 6leo essencial de
orégano apresentaram atividade antimicrobiana
frente a microrganismos Gram positivos
(Staphylococcus anrens e Listeria  monocytogenes) e
Gram negativos  (Salmonella  Enteritidis e
Escherichia coli). Entretanto, os autores nao
avaliaram a atividade antioxidante dos filmes
obtidos. Bonilla e Sobral™ produziram filmes
de gelatina e quitosana com extrato alcodlico de
alecrim, canela, boldo e guarana e observaram
significativa atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia col.

O objetivo deste trabalho foi produzir
filmes comestiveis de gelatina e quitosana
adicionados de o6leo essencial de orégano e
alecrim e avaliar as propriedades mecanicas,
atividades antimicrobiana e antioxidante e
morfologia, visando a obtencdo de uma
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embalagem ativa biodegradavel para auxiliar na
seguranga alimentar e nutricional.

MATERIAL E METODOS
Material

Para a producao dos filmes, utilizou-se
quitosana de baixa massa molar (Sigma Aldrich,
EUA) com grau de desacetilagao de 85%,
gelatina tipo B com bloom 250 (Gelita do
Brasil, Brasil), glicerol (Dinamica, Brasil), 6leo
essencial de alecrim (Ferquima, Brasil), o6leo
essencial de orégano (Quinari, Brasil) e tween
80 (Anidrol, Brasil). Para a realizacio das
analises  antimicrobianas  utilizou-se ~ Agar
Mueller Hinton (Himedia, India), caldo Mueller
Hinton  (Himedia, India) e  Peptona
Bacteriolégica (Himedia, India). Para a andlise
de antioxidante e compostos fendlicos totais
utilizou-se 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox), ABTS (2,2-azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]
diammonium salt), persulfato de potassio, acido

gilico e reagente de Folin-Ciocalteu todos da
Sigma Aldrich, EUA.

Produgio dos filmes comestives de gelatina
e quitosana adicionados de 6leos essenciais

Os filmes foram preparados pela técnica de
casting conforme Bonilla e Sobral™, com
algumas modificagdes. Inicialmente preparou-se
as  solugoes de gelatina e  quitosana
separadamente. A quitosana 2% (m/v) foi
dissolvida em 4cido acético 1% (v/v) e mantida
sob agitagio magnética com aquecimento a
45°C por 1 hora. A solucdo de gelatina (GEL)
4% (p/v) com adi¢ao de glicerol (1 g/100 mL
de solugio de gelatina) foi dissolvida sob
agitacdo magnética e aquecimento a 55°C por
35 min. Posteriormente, foi feita a mistura das
duas solugbes, na propor¢cao de 1:1, com
incorporagao de 2% de O6leo essencial de
orégano ou alectim (p/v) e 1% de Tween 80
(p/v). Finalmente, as solucbes foram
homogeneizadas em Ultra-turrax (marca IKA,

modelo T18, EUA) a 10.000 rpm por 4 min.,
vertidos em placas de acrilico e secos em estufa
BOD (Tecnal, Brasil) over night a 25°C. Os
filmes produzidos consistiram em: controle
(FC) sem adicao de oleo, filme com dleo
essencial de orégano (FO) e filme com Odleo
essencial de alecrim (FA).

Extragao dos compostos antioxidantes do
filme

Os filmes (1 g) foram misturados com 20
ml de etanol absoluto (Anidrol, Brasil) e
homogeneizados a 6.000 rpm por 15 minutos.
Em seguida, a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante  utilizado nas analises de
compostos  fendlicos totais e atividade
antioxidante (ABTS e DPPH).

Atividade antioxidante

A analise antioxidante dos filmes foi
realizada pelo método de DPPH e ABTS de
acordo com Rufino ez @/, Para o método de
captura do radical livte DPPH, 30 upL do
extrato foi misturada com 3 ml. de solucao
DPPH a 0,06 uM em tubos de ensaio e
manteve-se em ambiente escuro por 45
minutos. A leitura das amostras foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis (Femto, Brasil) com
comprimento de onda de 518 nm. Os
resultados foram quantificados através de uma
curva padrio de trolox em diferentes
concentracdes (y= -0,0003x + 0,5632, R* =
0,999), e foram expressos em pM equivalente
de trolox por 100 g de filme.

Para a  determinacio da  atividade
antioxidante pelo método ABTS!"” inicialmente
foi preparada uma solugiao estoque de ABTS
7mM e persulfato de potassio 140 mM. Para o
preparo do radical ABTS (ABTS”), 5 mL da
solucdo estoque de ABTS foi misturada com 88
uL da solugdo de persulfato de potassio (7 mM)
e mantida em ambiente escuro, a temperatura
ambiente, por 16 horas. Em seguida, diluiu-se 1
ml. desta mistura em alcool etilico até obter
uma absotrbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm. Em
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tubos de ensaio uma aliquota de 30 pL do
extrato do filme foi misturada com 3,0 ml. do
radical ABTS™ e a leitura da absorbanica (734
nm) foi realizada apds 6 minutos.  Os
resultados foram calculados utilizando-se uma
curva padrao de Trolox (y = -0,0003x + 0,6609;
R* = 0,997) e expressos em uM de Trolox
equivalente por 100 g de filme.

Compostos fenolicos totais

O conteido de compostos fendlicos totais
foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu”. Em tubos de ensaio foram
misturados 200 ul. da fraciao etandlica extraida
do filme e 1000 pL. do reagente de Folin-
Ciocalteu (10%, v/v). Em seguida foi
adicionado 800 ul. da solucio de carbonato de
sédio (7,5%, p/v) e os tubos foram mantidos
em ambiente escuro por 2 horas para reagao.
Uma  amostra  branco  foi  preparada
substituindo-se o extrato por etanol. A
absorbancia foi medida em comprimento de
onda de 765 nm  utilizando um
espectrofotometro  UV-Vis  (Femto, Brasil).
Uma curva padrio foi previamente preparada
utilizando diferentes concentracoes de acido
gilico (y = 10,849x - 0,0051; R* = 0,999). O
conteido de compostos fendlicos totais foi
expresso em mg acido galico equivalente/ 100 g
filme.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi
realizada pela técnica de difusdo em disco de
acordo com a metodologia desenvolvida pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSD"™ e os microrganismos utilizados foram
Staphylococcus aurens (ATCC 25922) e Escherichia
coli (ATCC 35218). Inicialmente, as bactérias
foram reativadas em tubos contendo caldo
Mieller Hinton e incubadas a 35°C por 24
horas. Apds este processo, a suspensiao
bacteriana foi diluida com agua peptonada 0,1%
(p/v) e foi comparada a turbidez do tubo com
o padrio 0,5 da escala de McFarland, que
corresponde a 10° UFC/mL. Placas de Petri

contendo Agar Mteller Hinton  foram
adicionadas de 0,1 mL de suspensio bacteriana
e foi feita a semeadura com alga de Drigalsky.
Os filmes foram cortados em formato de disco
(diametro de 1,5 cm) com auxilio de uma pinga
e tesoura esterilizadas, e foram entdo
depositados no centro da placa com auxilio de
uma pinga estéril. Finalmente, as placas foram
incubadas a 35°C por 24-48 horas e observou-
se a formacio de halo de inibi¢ao.

Propriedades mecinicas

O teste de perfuracio foi feito em
texturometro (Stable Micro Systems, modelo
TA XTplus, Inglaterra). Os corpos de provas
de 20 x 20 mm foram fixados em suporte de
acrilico e uma sonda metalica de ponta esférica,
com diametro de 6,35 mm, a2 uma velocidade de
25 mm/min fez a perfuracio das amostras!".
Os resultados foram expressos em termos de
alongamento na perfuracio, que ¢ a relagio
entre a distancia maxima percorrida pela sonda
cilindrica na amostra (mm) e for¢a maxima na
perfuracao (N), que é a forca necessaria para a
sonda metalica perfurar o filme.

Microscopia  Eletréonica de Varredura

(MEV)

A avaliagao da morfologia dos filmes foi
realizada em  microscopio eletronico  de
varredura (Philips, modelo FEI Quanta 200
Japdo). As amostras fraturadas em nitrogénio
liquido foram fixadas sobre stubs com fitas de
carbono e recobertas com ouro em um Sputter
Coater (BAL-TEC, modeloSCD-050, Balzers,
Liechtenstein). Em seguida foram visualizadas
em microscopio eletronico de varredura, com
poténcia de aceleragao de 20 kV, para analise da
superficie e da regido de fratura. A magnitude
de observacao foi de 400 x para fratura e de 200
x para superficie.
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Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise
de wvariancia (ANOVA) com o auxilio do
software Statistica 10 (StatSoft, EUA) e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O filme comestivel de gelatina e
quitosana (FC) apresentou-se transparente,
homogéneo e sem migracdo aparente de
glicerol na superficie. Os filmes adicionados de
6leos essenciais de alecrim e orégano (FA e FO)
tiveram aparéncia levemente opaca, boa
manuseabilidade e nao foi observado migracao
aparente de glicerol e dleo. A espessura dos
filmes variou de 100 a 150 pum.

As imagens obtidas por MEV podem
ser usadas para avaliar a homogeneidade dos
componentes do filme na matriz, a estrutura de
filmes e a presenca de poros e rachaduras. Na
Figura 1 encontra-se as imagens de MEV da
superficie e fratura dos filmes produzidos. De
modo geral, todas as amostras apresentaram
superficie lisa, homogénea e as imagens de
fratura revelaram uma estrutura compacta e
sem separagao de fases, indicando uma boa
interacdo entre a gelatina e a quitosana e
adequada incorporagdo dos dleos essenciais na
matriz. B possivel afirmar que a quantidade de
6leo e emulsificante (Tween 80) e as condi¢oes
de homogeneizagio foram suficientes e
adequadas  para  emulsificar a  solu¢do
filmogénica. Bonilla e Sobral” observaram
comportamento similar ao incorporar extrato
de boldo, guarana, alecrim e canela em filmes
de gelatina e quitosana.

Figura 1. Imagens de MEV dos filmes de
gelatina e quitosana adicionados de Oleos
essenciais.

Fonte: Dados obtidos. Londrina. 2018.

A resisténcia do filme a perfuragdo é um
requisito importante de embalagens plasticas
para o acondicionamento de produtos
alimenticios pontiagudos. Os resultados do
teste de perfuracdo em termos de forca maxima
(P) e alongamento (D) na perfuragdo estao na
Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades mecanicas de filmes
comestiveis de gelatina e quitosana contendo
6leos essenciais

Propriedade FC FA FO

PN 220 %250 347129 370+ 35
D(@mm)  39+09 37+04 40+06

P — For¢a maxima na perfuracio (N); D —
alongamento na perfura¢ao (mm).

» " Médias com letras iguas na linha ndo
apresentam diferenca significativa (p>0,05) pelo
teste de Tukey.
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A adicdo de 6leos essenciais de alecrim
e orégano elevou os valores de P, indicando que
estes proporcionaram filmes mais resistentes a
perfuracito e ndo alteraram de forma
significativa os valores de D. Esses resultados
corroboram com as imagens de MEV
apresentadas anteriormente, ou seja, filmes com
microestrutura homogénea tendem a ser mais
resistentes. Os filmes obtidos neste trabalho
apresentaram forca na perfuragdo superior a
filmes de proteina de triticale adicionados de
6leo  de orégano”” e filmes de amido
incorporados de extrato de propolis™.

O teor de compostos fendlicos totais e
a atividade antioxidante (DPPH e ABTYS) dos
filmes comestiveis de gelatina e quitosana
adicionados de O6leos essenciais podem ser
visualizados no Grafico 1. Os filmes
adicionados de o6leos essenciais apresentaram
compostos  fenolicos, sendo em  maior
concentracao no filme FO. Este fato fez com
que o filme FO apresentasse maior atividade
antioxidante, tanto pelo método ABTS como
pelo DPPH. Os compostos fendlicos presentes
em Oleos essenciais sao 0s  principais
responsaveis pela atividade antioxidante. No
6leo essencial de orégano os principais
compostos fendlicos encontrados sdo carvacrol,
timol, y-terpineno e p-cimeno e no O6leo
essencial de alecrim sdo a-pineno, 1, 8-cineol,
acetato de bornila e cAnforal.

A atividade antioxidante detectada no
filme FC pode estar relacionada aos
grupamentos amino presentes na estrutura da
quitosana e da gelatina, que possivelmente
reagiram com os radicais livres*.

Grafico 1. Teor de compostos fenodlicos totais e
atividade antioxidante de filmes de gelatina e
quitosana adicionados de 6leos essenciais.
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Fonte: Dados obtidos. Londrina. 2018.

Os filmes contendo Oleos essenciais
apresentaram atividade antimicrobiana frente a
E. coli e S. aurens (Tabela 2), sendo o halo de
inibi¢do maior para o filme FO, corroborando
com os resultados de atividade antioxidante.
Seydim e Sarikus”! também constataram que
filmes de proteina do soro do leite com 6leo de
orégano  apresentou  maior  capacidade
antimicrobiana contra S. awureus, L. monocytogenes,
E. coli e Lactobacillus plantarnm, em comparagao
aos filmes contendo 6leo de alecrim. De acordo
com os autotres, os diferentes efeitos inibitorios
dos o6leos essenciais podem ser atribuidos as
diferencas nas propriedades bioldgicas dos
compostos presentes no mesmo. Além disso,
fatores como regiao de cultivo, parte da planta
utilizada, preparo da matéria-prima (seca ou in
natura) e metodologia de extracio podem
interferir na composi¢do quimica dos o6leos
essenciais e interferir na acio antibacteriana®).

Em estudos similares, Hosseini ¢z 2/
verificaram atividade antimicrobiana de filmes
de gelatina e quitosana adicionados de 6leo de
orégano frente a S. aureus, L. monocytogenes, S.
enteritidis e E.coli. Bonilla e Sobral™ verificaram
halo de inibi¢ao para S. aureus e E. coli em filmes
de gelatina e quitosana incorporados de extrato
de alecrim, canela, boldo e guarana.
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Tabela 2. Halos de inibicio de filmes
comestiveis de gelatina e quitosana contendo
Oleos essenciais

Filme E. coli (mm)  S.aureus (mm)
FC 0 0
FA 20 £ 1,0 18 £ 2.1
FO 47+ 1,0 30 = 3,5

Considerando o grande numero de
compostos quimicos constituintes dos Oleos
essenciais, nao se pode atribuir a atividade
antimicrobiana e antioxidante a um mecanismo
especifico, podendo ter varios alvos na célula.
De um modo geral, os compostos fendlicos
presentes nos oleos essenciais interagem com a
bicamada lipidica da membrana celular da
bactéria, alteram a sua permeabilidade, causam
liberacdo dos constituintes intracelulares vitais,
impedindo a multiplicagao dos microrganismos.
Além disso, quando a perturbagio da
integridade da membrana ocorre, suas fungoes
estdo comprometidas, ndo apenas como uma
barreira, mas também como uma matriz para

enzimas e como um transdutor de energia. **>>
26, 27]

CONCLUSAO

Os filmes de gelatina e quitosana
apresentaram—se COMO uUMmMa mMmattiz Promissora
para incorporacao de dleos essenciais de orégano
e alecrim, obtendo-se materiais com significativa
atividade antioxidante e antimicrobiana. Esses
filmes podem ser utilizados na fabricagao de
embalagens ativas, contribuindo com a seguranca
microbiolbgica, manutencao das caracteristicas
nutricionais e sensoriais do alimento e
minimizagdo do depdsito de lixo nao
biodegradavel no meio ambiente.
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