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Resumo:

Aindustria de embalagens esta em constante evolugao, buscando solugdes que
transcendem a simples protecao e transporte dos produtos. As embalagens
ativas destacam-se como alternativas inovadoras, que permitem a incorporagao
de substancias antimicrobianas, antioxidantes e absorventes de gases,
oferecendo maior prote¢ao e redugéo dos riscos de contaminagao prolongando
sua vida util especialmente dos alimentos in natura. Neste estudo, investigou-se
0 uso da celulose bacteriana (CB), produzida por bactérias Komagataeibacter
hansenii ATCC 23769, como possivel utilidade como embalagem ativa. A CB foi
caracterizada quanto a sua capacidade de intumescimento com extratos
bioativos. Foram obtidos e testados 16 extratos vegetais a partir do alecrim, alho,
barbatimao, canela em p6 e pau, cominho em semente e pd, cravo em flor e po,
curcuma, feno-grego, louro em folhas e pd, noz-moscada, orégano e pimenta
calabresa, utilizando os métodos de maceracdo e decoccdo. A atividade
antimicrobiana dos extratos foi avaliada por difusdo em discos, sobre Bacillus
cereus ATCC 14579 e Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028.
Os extratos de alecrim, barbatimao, canela (p6), cravo (flor e pd) e orégano
demonstraram capacidade de inibicdo na concentracdo de 0,1 g/mL. As
membranas de CB foram incorporadas com esses extratos na concentragao de
0,25 g/mL para o teste de funcionalidade de embalagem ativa. No teste de
atividade inibitéria de crescimento, por contato, uvas contaminadas previamente
utilizando uma mistura bacteriana, na escala 0,5 de McFarland (1,5x108
UFC/mL) composta por S. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14025, B. subtilis
ATCC 19659, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022 e
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa PAO1 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, foram embaladas nas membranas de CB
incorporadas com os extratos e, apds sete dias de armazenamento, observou-
se completa inibicdo do crescimento bacteriano nas amostras testadas,
enquanto o grupo controle (uvas contaminadas embaladas em membranas de
CB sem incorporagao dos extratos) apresentou crescimento bacteriano. Nao
foram detectadas alteragées no pH das frutas, sugerindo compatibilidade das
membranas de CB incorporadas com extratos vegetais para alimentos in natura.
Os resultados obtidos destacam o potencial da CB incorporada com extratos
vegetais como uma solugao sustentavel e eficaz para o desenvolvimento de
embalagens ativas.

Palavras-chave: Embalagem ativa, celulose bacteriana, extratos vegetais,
atividade antimicrobiana, conservagao de alimentos.



Abstract:

The packaging industry is in constant evolution, seeking solutions that go beyond mere
protection and transportation of products. Active packaging has emerged as an
innovative alternative, allowing the incorporation of antimicrobial, antioxidant, and gas-
absorbing substances, thereby providing enhanced protection and reducing
contamination risks—particularly by extending the shelf life of fresh produce. In this
study, bacterial cellulose (BC), produced by Komagataeibacter hansenii ATCC 23769,
was investigated for its potential application as an active packaging material. BC was
characterized for its swelling capacity with bioactive extracts. Sixteen plant extracts
were obtained and tested using maceration and decoction methods, from rosemary,
garlic, barbatimdo, cinnamon (ground and stick), cumin (seed and powder), clove
(flower and powder), turmeric, fenugreek, bay leaf (whole and ground), nutmeg,
oregano, and red pepper flakes. The antimicrobial activity of the extracts was
evaluated using the disk diffusion method against Bacillus cereus ATCC 14579 and
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Extracts of rosemary,
barbatim&o, cinnamon (powder), clove (flower and powder), and oregano exhibited
inhibitory activity at a concentration of 0.1 g/mL. BC membranes were then
incorporated with these extracts at a concentration of 0.25 g/mL for functional active
packaging testing. In the contact inhibition assay, grapes previously contaminated with
a bacterial mixture adjusted to 0.5 McFarland standard (1.5 x 10® CFU/mL)—
comprising S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14025, Bacillus subtilis ATCC
19659, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa PAO1, and Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883—were wrapped in BC membranes containing the extracts. After seven
days of storage, complete bacterial growth inhibition was observed in the treated
samples, while the control group (contaminated grapes wrapped in BC membranes
without extract incorporation) showed bacterial growth. No changes in fruit pH were
detected, suggesting the compatibility of BC membranes incorporated with plant
extracts for use with fresh produce. These findings highlight the potential of BC
incorporated with plant extracts as a sustainable and effective solution for the
development of active packaging.

Keywords: Active packaging, bacterial cellulose, plant extracts, antimicrobial
activity, food preservation.
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Biopolimero a base de celulose bacteriana para preservagao de alimentos in
natura

1. INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA:
1.1. Aspectos gerais

A embalagem ativa tem se mostrado uma abordagem inovadora e promissora na
industria de embalagens. Diferente das embalagens tradicionais, que tem a funcao
principal de proteger o produto e facilitar o transporte, as embalagens ativas
desempenham um papel mais dinamico, interagindo diretamente com o conteudo
embalado (BRAGA; SILVA, 2017), controlando e regulando as condigcbes ambientais em
seu interior, como temperatura e niveis de oxigénio, onde a manuteng¢ao das condigdes
ideais de armazenamento pode prolongar significativamente sua vida util e preservar a
qualidade (MIGUEL, 2023). Além disso, as embalagens ativas também podem incorporar
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e absorvente de gases, fornecendo uma
protecdo adicional (BHARDWAJ; ALAM; TALWAR, 2019). A celulose bacteriana (CB) &
um biopolimero produzido por diferentes microrganismos, especialmente por bactérias
do género Komagataeibacter, com énfase na espécie K. hansenii. Sua sintese ocorre em
diversos meios de cultivo, tanto naturais quanto sintéticos, a partir de distintas fontes de
carbono. (DUARTE et al., 2019; LAZARINI et al., 2018). A CB tem a mesma estrutura da
celulose vegetal, porém ¢é isenta de outros biopolimeros como a pectina, lignina e
hemicelulose. Possui caracteristicas unicas que a tornam adequadas para aplicagdes
em diversos setores industriais, como biomateriais, eletrébnicos, alimentos e téxteis
(ALBUQUERQUE, 2019).

1.2. CB como material para embalagens de alimentos

Ao longo dos anos, o desenvolvimento de novas embalagens para alimentos,
utilizando materiais ecolégicos vem despertando o interesse de muitos pesquisadores
devido a sua facilidade de desenvolvimento e um papel eficaz como material de
embalagem de alimentos sustentavel (JANG et al., 2023). Nesta abordagem, a CB tem
despertado um interesse crescente na industria de embalagens, devido as suas
propriedades unicas e sustentaveis, , como elevada pureza, elevada resisténcia
mecanica, biocompatibilidade e biodegradabilidade (NASCIMENTO, 2022) permitindo a
incorporagao de diversos materiais, tais como conservantes naturais (por exemplo, 6leos
essenciais, extratos vegetais e especiarias), além de aditivos alimentares, para aumentar
a vida util e melhorar as propriedades antimicrobianas e antioxidantes. (JANG et al.,

2023). Uma das principais vantagens da CB, como material de embalagem, é a sua alta
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resisténcia mecanica, flexibilidade e capacidade de retengéo de agua, o que a torna uma
barreira eficaz, auxiliando na preservacdo da qualidade e da vida util dos alimentos
embalados (MACHADO, 2022). Essas propriedades tornam a CB uma opcéo
interessante para embalar produtos frescos, como frutas, vegetais e carnes (PINTO,
2020). Outra vantagem da CB é a sua capacidade de moldagem, em diferentes formas
e tamanhos, o que permite a produgdo de embalagens customizadas para diferentes
produtos, adaptando-se as necessidades especificas de cada alimento (ENGEL, 2022).
Uma abordagem promissora para utilizacdo de extratos vegetais na conservagao de
alimentos € a sua incorporagao em biopolimeros biodegradaveis, néo toxicos e seguros
para o contato com alimentos, tornando-os uma alternativa sustentavel (SUTIL, 2023),

como é o caso da CB.

1.3. Extratos vegetais como conservantes naturais

Ha um interesse crescente na utilizagdo de extratos vegetais como agentes
conservantes naturais. Esses extratos sao ricos em compostos bioativos como polifendis,
flavonoides e carotenoides, que apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e anti-inflamatorias. Essas propriedades fazem dos extratos vegetais uma opgao atraente
para substituir aditivos sintéticos na industria alimenticia (MARTELLI et al., 2021).
Estudos relatam atividade antibacteriana de extratos vegetais sobre varias espécies de
microrganismos (OLVERA-AGUIRRE et al., 2023; ZHU et al., 2019). Dentre esses
extratos, podem ser citados os 6leos essenciais de especiarias (ZHU et al., 2019), 6leo
essencial de orégano (ADRIANE et al., 2023; LASTRA-VARGAS et al., 2023), e extratos
de broto de cravo, raiz de gengibre e de alho, com acéo sobre bactérias patogénicas de
alimentos (SINGH et al., 2023). A Tabela 1 apresenta os compostos bioativos, com

atividade antimicrobiana, dos extratos.
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Tabela 1. Compostos bioativos, com atividade antimicrobiana, dos extratos

acido rosmarinico, carnosol AMARAL et al.,2021
_ e acido carndsico

alicina OLIVEIRA; CAVALCANTE;
_ RIBEIRO, 2021
_ taninos FERNANDES, 2020
_ cinamaldeido e eugenol ALVES, 2023

cuminaldeido e o timol FERREIRA;

ZANCHETTIN; BINHARA,

_ eugenol SANTANA et al., 2021
_ curcumina SCHMIDT, 2022
_ alcaloides e saponinas LIMA SOUZA, 2022
_ cineol e eugenol REIS, 2023
_ miristicina e elemicina HUTHER et al., 2023
_ carvacrol e timol GOMES, 2022
_ capsaicina COLCENTI, 2023

Diante das propriedades benéficas das embalagens ativas e das vantagens
oferecidas pela CB como biomaterial para embalagens, justifica-se o desenvolvimento
deste trabalho para explorar a aplicagdo de CB em embalagens ativas alimenticias. Este
estudo visa n&o apenas prolongar a vida util e preservar a qualidade dos produtos
alimenticios in natura, embalados, mas também contribuir para a seguranga alimentar, a
qual se refere a garantia de acesso continuo a alimentos seguros, nutritivos e em
quantidade suficiente para atender as necessidades de uma populagéao (LIMA; BESSA,;
SALOMAO, 2024). Ao explorar a incorporagéo de extratos vegetais na CB, buscou-se
criar embalagens ativas capazes de proporcionar protecdo extra contra agentes
microbianos, contribuindo para a prevengdo da contaminagdo e deterioracdo dos

alimentos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral:

Este estudo teve como objetivo investigar a produ¢cdo de membranas CB utilizando
K. hansenii ATCC 23769, em cultivo estatico, avaliando a influéncia de diferentes
fontes de carbono no rendimento em massa seca, capacidade de intumescimento
das membranas e a eficacia antimicrobiana de membranas funcionalizadas com

extratos vegetais na inibicdo e/ou redugéo de crescimento bacteriano.
2.2. Objetivos especificos:

e Produzir membranas de CB em meios de cultivo com diferentes fontes de
carbono, utilizando a cepa K. hansenii ATCC 23769, visando identificar as
condi¢cbes que maximizem resisténcia e capacidade de intumescimento das
membranas.

e Avaliar o rendimento em massa seca das membranas de CB produzidas.

e Determinar a capacidade de intumescimento das membranas de CB,
fundamental para a incorporagcéo de compostos bioativos.

« Obter e processar extratos vegetais por métodos de maceragéo e decocgéo,
utilizando diferentes espécies vegetais para avaliagdo do potencial
antimicrobiano.

« Avaliar a atividade inibitoria de crescimento bacteriano dos extratos vegetais,
utilizando testes de difusdo em discos, testes de contato com membranas de
CB impregnadas com os extratos e testes de redug¢ao de contaminagcéo em
alimentos in natura (uvas) embalados com CB impregnada com os extratos

que apresentaram atividade antibacteriana nos testes de difusao

12
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes utilizados na preparagao dos meios de cultivo para producao de
CcB

Os meios de cultivo foram preparados utilizando como fontes de carbono, a glicose,
sacarose, frutose e etanol absoluto, Fosfato de potassio dibasico (K2HPOs), hidroxido de
sédio (NaOH) da empresa SYNTH. A glicose e o extrato de levedura da empresa
MERCK. O agar da empresa KASVI.

3.1.2. Extratos vegetais

As amostras secas dos vegetais de alecrim (Rosmarinus officinalis), alho (Allium
sativum), barbatimao (Stryphnodendron adstringens), canela em po, canela em pau
(Cinnamomum verum), cominho em semente, cominho em pé (Cuminum cyminum),
cravo em flor (Syzygium aromaticum), curcuma (Curcuma longa), feno-grego (Trigonella
foenum-graecum), louro em folhas, louro em p6 (Laurus nobilis), noz-moscada (Myristica
fragrans), orégano (Origanum vulgare) e pimenta calabresa (Capsicum annuum), foram

adquiridas em estabelecimentos comerciais locais da cidade de Araraquara/SP.

3.2 Métodos
3.2.1. Producao e processamento das membranas de CB

As amostras de K. hansenii ATCC 23769 foram cultivadas em meio contendo
frutose (60 g/L), extrato de levedura (5,6 g/L) e etanol absoluto (50 mL/L). O cultivo foi
inicialmente, incubado sob agitagcéo, a 250 rpm, em uma estufa incubadora Shaker tipo
B.O.D. a 28°C por 24 horas. Em seguida, o cultivo foi mantido em cultivo estatico em
B.O.D. a 28°C por 7 dias, resultando na formacgao de uma manta de CB. Apds obtencao
da membrana de CB, o cultivo foi vigorosamente agitado para remover as bactérias da
membrana, e a suspensao bacteriana obtida foi utilizada como pré-indculo.

O processamento das mantas de CB tem como objetivo a remog¢ao do meio de
cultivo, por lavagem em agua corrente para eliminar excessos de residuos superficiais.
A seguir, as membranas de CB foram submetidas a um tratamento utilizando solugéo de
NaOH 0,5M, em banho-maria a 80°C. Apds o tratamento com NaOH, as membranas
foram lavadas em agua destilada, com troca peridédica, em banho-maria a 60°C, até

neutralizagao do pH.
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Foram testados 3 meios de cultivo com deferentes fontes de carbono para a
producédo de CB. O Meio Sintético 1 (MS1) utilizando 20g/L glicose, 40g/L sacarose,
50mL alcool absoluto, 5,6g/L extrato de levedura, 1g/L K2HPOa4, Meio Sintético 2 (MS2)
utilizando 12g/L glicose, 42,5g/L sacarose, 12,7g/L frutose, 50mL alcool absoluto, 5,6g/L
extrato de levedura, 1g/L K2HPO4 e meio Frutose (FRU) utilizando 60g/L de frutose,
5,69/L de extrato de levedura, 50mL/L de etanol absoluto (Lazarini et al.,2016).

A partir do pré-inéculo, foram realizados cultivos nos trés meios para a produgao
de CB, mantidos em cultivo estaticos em B.O.D. a 28°C por 7 dias, visando o
desenvolvimento das membranas de CB. Foram produzidas membranas em triplicata
em cada meio de cultivo testado, como demonstrado na Figura 1, as quais foram tratadas
e secas em estufa a 60°C para analise quanto ao rendimento em massa seca e

porcentagem de intumescimento.

1 -_— - - ez L
- / S, ¢
agw '
Incubagdo do indeulo de K hanseni Produgéio dos meios M31, Inoculagdo dos meios
em B.O.0. por 24h & 28°C MZ2 e FRU
_— " .’f s
1 == » Incubagio em
[' 1 i . '-"-i...::'_._. . ] meio estatico em
— [— ' B.O.DO. por 7 dias
i == ==— -
= L e 8 28°C
Secagem em estufa das Processamento e puriﬁcags'in
membranas de CB produzidss das membranas de CB em
NalH no banho maria & S0°C
por 40 min.

Figura 1 — Producéo e processamento das membranas de CB. (Fonte: Préprio autor)

3.2.2. Analise do rendimento em massa seca das membranas de CB

Para a determinacdo do rendimento em massa seca das membranas de CB

produzidas foi utilizada a equacao (1):

(1)  Rendimento (%) = % x 100

Onde mo é corresponde a massa seca da membrana de CB (g) e C a massa da

fonte de carbono utilizada (g).
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O resultado, expresso em porcentagem, indica a eficiéncia de conversdo do
substrato inicial em biomassa, permitindo avaliar o desempenho do processo de
producao.

Esse parametro € importante para otimizar o cultivo e compreender fatores que
influenciam na produgdo, como a qualidade da fonte de carbono, as condicbes

ambientais e o tempo de incubacéo.

3.2.3. Estudo de intumescimento

O procedimento experimental envolveu a imersao das membranas de CB em agua
destilada, mantida a temperatura ambiente (25°C), até atingir o estado de equilibrio de
intumescimento. O equilibrio foi estabelecido quando ndo houve mais variagao
significativa na massa das membranas, indicando que a maxima saturacéo de agua
havia sido alcangada.

Apos esse periodo, as membranas foram cuidadosamente retiradas da solucéo,
garantindo que nao houvesse perda de agua superficial, para entdo serem pesadas em
uma balancga analitica de alta precisao e determinar a massa umida (MU). A massa seca
inicial (M,) das membranas, previamente obtida por secagem em estufa até peso
constante, foi utilizada como parametro comparativo.

A porcentagem de intumescimento foi realizada utilizando a expressao (2):

(2)  Intumescimento (%) = MUVMQX 100
U

Onde Mu corresponde a massa Umida e Mo a massa seca da membrana de CB (g).

Apos esse periodo, as membranas foram cuidadosamente retiradas da solucao,
garantindo que nédo houvesse perda de agua superficial, para entdo serem pesadas em
uma balancga analitica de alta precisao e determinar a massa umida (MU). A massa seca
inicial (M,) das membranas, previamente obtida por secagem em estufa até peso

constante, foi utilizada como parametro comparativo.

3.2.4. Obtengao e processamento dos extratos vegetais

As amostras de plantas secas (8,6 g de alecrim; 5 g de alho; 16,7 g de barbatiméo;

5,56 g de canela em po; 5,56 g de canela em pau; 5 g de cominho em semente; 5 g de
cominho em po; 5 g de cravo em flor; 5 g de cravo em pd; 5 g de curcuma; 3,34 g de
feno-grego; 0,96 g de louro em folhas; 0,96 g de louro em po; 3 g de noz-moscada; 10 g
15
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de orégano; e 20 g de pimenta calabresa em pd) foram trituradas. Apéds trituragéao,
vegetais obtidos foram submetidos a extragcdo por decocgdo em banho-maria a uma
temperatura de 80 °C por 15 minutos e a maceracéo por 7 dias com agita¢des periodicas.
Foram utilizados como solventes 25 mL de agua destilada e 25 mL de etanol a 70%.

Os extratos resultantes dos solventes foram misturados, filtrados, desidratados
em estufa a 60 °C e armazenados sob forma de p6 em tubos de microcentrifuga para os
testes de atividade antimicrobiana, conforme a Figura 2. Posteriormente, esses extratos

foram diluidos em agua destilada para alcangar as concentragdes desejadas nos testes.

Vi
ﬁ«gue destilada  Alcool 70°C Mistura
Filtracdo
o — ’
\ {
...... '\
1
\
Extrato seco Secagem

Figura 2 — Obtencao e processamento dos extratos vegetais. (Fonte: Proprio autor)

Os extratos, obtidos foram utilizados nos testes para determinagao da atividade

antibacteriana, por difusdo em discos.

3.2.6. Teste de atividade antibacteriana dos extratos, por difusao em discos

Os organismos Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028, e Bacilllus
cereus ATCC 14579 foram obtidos da Fundacdo André Tosello. Os testes de atividade
antibacteriana por difusdo em discos foi realizado seguindo as normas do CLSI 2022
(CLSI, 2022).Um volume de 50uL das suspensdes ou solugdes dos 16 extratos vegetais
obtidos, diluidos a 0,1g/mL, foram impregnados em discos de papel de filtro Whatman
n°2 com diametro de 10mm com a concentragdo dadas em gramas por area do disco
(g/mm?3). Os discos impregnados foram desidratados em estufa ventilada a 36°C. Apés
secagem, os discos foram colocados na superficie de placas de agar Mueller-Hinton
inoculadas com uma suspensdo na escala nefelométrica 0,5 de McFarland (1,5 x 108
unidades formadoras de col6nia por mL — UFC/mL) das bactérias, S. enterica sorovar
Typhimurium ATCC 14028 e B. cereus ATCC 14579. As placas foram incubadas por 24

16



Biopolimero a base de celulose bacteriana para preservagao de alimentos in
natura

horas a 36°C. A determinacao da atividade antibacteriana foi determinada pela formagao
de halo de inibicdo ao redor dos discos. Os testes foram realizados em triplicata (Figura
3). OS extratos que apresentaram atividade inibitoria de crescimento bacteriano, nesses

testes, foram utilizados para impregnagao em CB.

Tyeh 13 . us
Es McFarla
—
incubation for 24 hours
at 36°C

Discos de papel

Extratos vepstsis | WRATtMan No. 2, estéreis \
Extratos vegets ;
'

0.1 g/mL - I

Halo de inibigSo

Secagem em estufa 2 36°C por 24 h

(©)
© ©
©

Figura 3 - Difusdo em discos. (Fonte: Préprio autor)

3.2.6. Incorporagao dos extratos vegetais em CB

Os extratos vegetais com atividade inibitéria de crescimento determinada nos
testes de difusao em discos foram diluidos nas concentrag¢des de 0,25g/mL. Em seguida,
as membranas de CB com didmetro de 15mm foram submersas nas solu¢des em 1mL
dos extratos vegetais, permanecendo em contato por um periodo médio de 4 horas. Apos
a imersao, as membranas foram retiradas das solugdes e submetidas novamente a
secagem em estufa a 36°C até que a umidade fosse completamente removida. Esse
procedimento permitiu a incorporagéo dos extratos vegetais as membranas de CB. Para
quantificar a quantidade de extrato vegetal incorporada por unidade de area das
membranas de CB, foi utilizada a concentracado superficial média. Este parametro foi
calculado pela razao entre a massa total de extrato incorporado e a area da superficie
da membrana, permitindo expressar de forma padronizada a quantidade de extrato
presente em diferentes dimensdes de membrana, dadas em mg/mm>.

No caso das membranas circulares com 15 mm de didmetro, a area foi calculada
utilizando a férmula da area do circulo: A = nr?. Para as membranas retangulares com
dimensdes correspondentes a 210 mm x 148,5 mm, a area foi calculada como: A =
210mm x 148,5mm.
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Essa metodologia garantiu a incorporagao dos extratos vegetais as membranas,

resultando em materiais potencialmente aplicaveis para as avaliacdes subsequentes.

3.2.7. Teste de atividade antimicrobiana por contato

As membranas de CB de 15 mm de didmetro, impregnadas com extratos vegetais
conforme descrito no item 3.2.6., passaram por um processo de intumescimento,
aumentando sua massa em média de 91%, conforme tabela 2 do item 4.2. Aincorporagao
dos extratos foi realizada utilizando uma concentragdo de 0,25 g/mL, assegurando a
absorgao da solucdo. Essa padronizacao permitiu uma distribuicdo dos compostos ativos
nas membranas. Para o preparo da mistura da suspensao bacteriana, foi realizado o pré-
in6culo de cada cepa bacteriana utilizada. As cepas bacterianas utilizadas nesse teste
foram S. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14025, B. subtilis ATCC 19659, Escherichia
coli ATCC 25922, Shigella flexneri ATCC 12022 e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Os pré-indculos foram ajustados na escala nefalométrica 0,5 de McFarland (1,5 x
108 unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL). Em seguida, 200 pyL de cada
suspensao bacteriana foram misturados em proporgdes iguais para formar uma
suspensao bacteriana.

Os discos impregnados com extratos foram acondicionados em placas de Petri de
vido estéreis e, individualmente expostos a 50 yL da mistura bacteriana, garantindo a
cobertura uniforme de sua superficie. Apos a aplicagdo da mistura bacteriana, as placas
foram incubadas a 36° C em estufa bacteriolégica por 24 horas. Apds esse periodo, 0s
discos foram transferidos para tubos de vidro contendo 15 mL de agua destilada estéril
e agitados em vortex por 15 segundos para suspenséo bactérias viaveis possivelmente
aderidas as membranas.

A seguir, 50 pL da suspenséao, contida em cada tubo de vidro, foram semeados,
com o auxilio de algas de Drigalski estéreis, em placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 36 °C por 24 horas,
conforme descrita na Figura 4. Todos os experimentos foram realizados em triplicata para

garantir a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados.
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Typhymurium; B. mix de bactérias 2
e. coli; S. flexneri

semeadura vortex 13 s

Figura 4: Teste de atividade antimicrobiana por contato. (Fonte: Préprio autor)

3.2.8. Testes de reducao de contaminagao de uvas embaladas em CB
impregnadas com os extratos

Foi preparada uma suspensao bacteriana contendo E. faecalis ATCC 29212, B.
subtilis ATCC19659, e S. flexneri ATCC12022. Cada cepa foi cultivada individualmente
em caldo nutritivo BHI (cérebro - coracao — infusdo) a 36°C por 24 horas. Os pré-inoculos
foram ajustados individualmente a turbidez correspondente ao padrao de McFarland (1,5
x 108 UFC/mL). Em seguida, cada suspensao bacteriana foi misturada em proporgdes
iguais, totalizando 20 mL de solugdo contaminante.

Uvas in natura e intactas foram selecionadas e previamente higienizadas com agua
destilada estéril. As uvas foram imersas individualmente na mistura bacteriana por 1
minuto para garantir a contaminag¢ao uniforme. Apds a imersao, as uvas foram deixadas
em contato com o ar por 15 minutos em condi¢gdes assépticas para permitir a adesao das
bactérias a superficie.

Membranas de CB com dimensdes de 210 mm x 148,5 mm foram inicialmente
submetidas a um processo de intumescimento de aproximadamente 91%, conforme
demonstrado na Tabela 2. Posteriormente, essas membranas foram incorporadas com
extratos vegetais de alecrim, barbatiméo, canela em pd, cravo em flor, cravo em po e
orégano, utilizando solugdes com concentragédo de 0,25 g/mL. Apds a impregnagao, as
membranas foram submetidas novamente a secagem a 36°C até a completa remocgao
da umidade, garantindo a fixagdo dos compostos ativos dos extratos vegetais. Para
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avaliar a eficacia antimicrobiana dos extratos, trés uvas previamente contaminadas foram
colocadas em contato direto com cada membrana incorporadas com os extratos
vegetais, possibilitando a andlise da redugdo da carga bacteriana na superficie das
frutas. Em seguida, as uvas embaladas com as CBs, foram acondicionadas em sacos
estéreis e armazenadas em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 7 dias.

ApOs o contato com as membranas impregnadas com os extratos e com a CB pura
(controle), as uvas foram transferidas para tubos contendo agua destilada estéril e
agitadas em vortex por 20 segundos para remover as bactérias aderidas. Em seguida,
100 pL da solugao resultante foram

inoculados em placas de Petri contendo meio agar Muller-Hinton, utilizando uma
alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 36°C por 24 horas.

Decorridas 24 horas de incubacéo, foi realizada a contagem do numero de unidades
formadoras de colénia (UFC) nas placas para determinar a reducdo bacteriana em
comparagao com os controles, como descrito na Figura 5. O experimento foi conduzido

em triplicata para cada extrato e o controle.

uvas embaladas
em CB por 7 dias

S. Typhymurium; 8, mix de bactérias
f:

Uva em agua
destilada

24n

Contagem de 3
colonias N,
semeadura vortex 15 s

Figura 5: Testes de redugao de contaminagédo de uvas embaladas em CB impregnadas com os extratos.

(Fonte: Préprio autor).

3.2.9. Analise das caracteristicas fisico — quimicas das uvas embaladas com CB
incorporadas com os extratos vegetais

Foram utilizadas uvas, in natura do tipo Vitéria, adquiridas em um hortifruti da
cidade de Araraquara-SP. Para a realizacado desses experimentos foram escolhidas uvas,

com peso médio de 4 g, selecionadas com base na uniformidade de tamanho e
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aparéncia. As uvas foram distribuidas em grupos, sendo cada grupo composto por trés

uvas envoltas individualmente com membranas de CB impregnadas com os extratos
vegetais que apresentaram atividade antibacteriana.

Cada tipo de membrana de CB incorporada com extrato vegetal foi utilizada para
embalar um grupo contendo 3 uvas. Apés as uvas serem embaladas com as membranas
de CB, as amostras foram acondicionadas em sacos estéreis e mantidas em condi¢des
ambientais controladas, a uma temperatura de 25°C, por um periodo de 7 dias. Apds
esse periodo, as uvas foram transferidas para tubos Falcon de 50 mL e submetidas a
esmagamento manual para extragdo do suco. O pH do suco foi medido utilizando fitas
medidoras de pH. As medi¢cbes foram realizadas antes do inicio do experimento (uvas
frescas sem tratamento) e apds 7 dias de interagdo com as membranas de CB. O
experimento foi conduzido em triplicata para cada tipo de membrana incorporada com

extrato vegetal.
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4. RESULTADOS
4.1. Producao das membranas de CB

As membranas de CB produzidas por K. hansenii ATCC 23769, foram
processadas, conforme descrito no item 3.2.1. Foram produzidas 3 membranas de cada
meio, as quais foram tratadas e secas em estufa a 60°C (Figura 6) para estudos dos
diferentes meios quanto ao rendimento em massa seca e porcentagem de

intumescimento.

Figura 6 — Aspecto macroscépico das membranas de CB produzidas, em quadruplicata, por K.
hansenii ATCC 23769. (Fonte: Proprio autor)

4.2. Analise do rendimento em massa seca e determinacgao da relagao
volume/area de intumescimento das membranas de CB

A determinagdo do rendimento em massa seca e a relagdo volume/area de
intumescimento, parametros importantes para a realizagdo do estudo de liberacao
sustentada de farmacos, foi realizada conforme descrito por Lazarini e colaboradores
(LAZARINI et al., 2018). Apds a determinacéo desses parametros, foi possivel calcular a
porcentagem de intumescimento para determinagcdao do volume de extrato a ser
incorporado nas membranas. Como pode ser observado na Tabela 2, os meios MS1 e

FRU apresentaram maior porcentagem de intumescimento.

MASSA MASSA
MEIODE | DESVIO
UMIDADA | SECADA | INTUMESCIMENTO % -
CULTIVO PADRAO
CB (mg) CB (mg)

MS1 954 8 91,00 1,41
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MS2 877 8 89,67 1,7
FRU 605 6 90,34 3,30

Tabela 2: Valores do intumescimento obtidos.

Os resultados na Tabela 2 demostram que, embora MS1 e FRU tenham valores de

porcentagem de intumescimento proximos, o MS1 apresenta uma maior consisténcia

nos resultados, conforme evidenciado pelo menor desvio padrao que foi calculado pela

porcentagem de intumescimento das membranas de CB.

4.3. Obtencgao dos extratos vegetais

PLANTAS SECAS

MASSA DE PLANTAS

MASSA DE EXTRATO

SECAS (g) OBTIDO (g)
ALECRIM 8,6 0,7
ALHO 5 0,37
BARBATIMAO 16,7 0,830
CANELA PO 5,6 0,37
CANELA PAU 5,6 0,13
COMINHO 5 0,3
SEMEMTE
COMINHO PO 5 0,48
CRAVO FLOR 5 0,35
CRAVO PO 5 0,27
CURCUMA 5 0,13
FENO GREGO 3,4 0,061
LOURO FOLHAS 0,96 0,115
LOURO PO 0,96 0,137
NOZ MOSCADA 3 0,13
OREGANO 10 0,525
PIMENTA 20 0,115
CALABRESA

Tabela 3: A quantidade de extratos obtidos apds as etapas descritas no item 3.2.4.
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Com base nos dados da Tabela 3, foram obtidos extratos de todas as plantas secas
em diferentes rendimentos em massa seca. Esses extratos sdo conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas e foram investigados para avaliar seu potencial na inibicao
de crescimento de bactérias das espécies B. cereus ATCC 14579, e S. enterica sorovar
Typhimurium ATCC 14028.

4.4. Resultados de teste de atividade antimicrobiana por difusao em discos

Os halos de inibicao ao redor dos discos de papel de filtro impregnados com os
extratos foram mensurados apds 24 horas de incubacgao a 36°C para avaliar a eficacia
antimicrobiana dos 16 extratos vegetais (Tabelas 4, 5, 6 e 7). Dos 16 extratos vegetais
avaliados, seis apresentaram atividade antibacteriana na concentragdo testada de
0,1g/mL.

A Figura 7 apresenta os resultados obtidos no ensaio de atividade antibacteriana
dos extratos de (1) alecrim, (2) alho, (3) barbatimao e (4) canela em pd, frente as
espécies Bacillus cereus e Salmonella enterica sorovar Typhimurium.

Para cada extrato, foi aplicada uma massa de aproximadamente 5 mg de extrato
puro por disco de 10 mm de didametro, obtida a partir da aplicagcado de 50 uL de solugao
contendo 0,1 g/mL do respectivo extrato. Os resultados demonstraram que o extrato de
alecrim foi eficaz na inibicdo do crescimento de ambas as espécies bacterianas,
evidenciando seu potencial como agente antimicrobiano natural. O extrato de alho, nas
condicbes testadas, ndo apresentou atividade antibacteriana. Por sua vez, o extrato de
barbatimdo demonstrou eficacia na inibicdo de B. cereus e S. enterica sorovar
Typhimurium. De maneira semelhante, o extrato de canela em pé também apresentou

efeito inibitério sobre o crescimento das duas espécies bacterianas analisadas.

Figura 7 — Teste de atividade inibitéria de crescimento dos extratos de (1) alecrim, (2) alho, (3)
barbatiméo, (4) canela em p6 — Painel A — B. cereus; Painel B — S. enterica.
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B. cereus S. enterica
22+1,2 24 +1,4
0 0
27 £1,7 29+1,9
26 +1,6 26 +1,6

Tabela 4: Medida dos halos de inibigdo de crescimento bacteriano.

A Figura 8 apresenta os resultados obtidos no teste de atividade antibacteriana
dos extratos de (5) canela em pau, (6) cominho semente, (7) cominho em pé e (8) cravo
em flor, sobre as espécies B. cereus e S. enterica sorovar Typhimurium. O extrato de
canela em pau apresentou concentragdes inferiores as observadas no extrato de canela
em po e nao apresentou efeito inibitorio sobre as bactérias nas condi¢des avaliadas. O
extrato de cominho em pé apresentou maior rendimento em comparagao ao extrato das
sementes inteiras. Nao foi observada atividade antimicrobiana para o extrato de cominho
em po, na concentracao testada, frente as cepas utilizadas. Ja o extrato de cravo em flor

demonstrou eficacia na inibicado de B. cereus e S. enterica sorovar Typhimurium.

Figura 8 — Teste de atividade inibitéria de crescimento dos extratos de (5) canela em pau, (6)
cominho semente, (7) cominho em pé, (8) cravo em flor — Painel A — B. cereus; Painel B — S.

enterica.
B. cereus S. enterica
0 0
0 0
0 0
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28+1,8 24+14

Tabela 5: Medida dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano.

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos no teste de atividade
antibacteriana dos extratos de (9) cravo em pé, (10) curcuma, (11) feno-grego e (12)
louro em folhas, frente as espécies Bacillus cereus e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium. Para todos os extratos, foi aplicada de 50 uL de solugao contendo 0,1
g/mL de extrato, resultando na deposi¢cao de 5 mg de extrato sobre discos de 10
mm de didmetro. O extrato de cravo em pd apresentou atividade inibitéria
significativa sobre o crescimento das espécies bacterianas avaliadas, evidenciando
seu potencial como agente antimicrobiano natural. Em contrapartida, os extratos de

curcuma, feno-grego e louro em folhas ndo demonstraram atividade antimicrobiana

sob as condi¢des experimentais testadas.
A

Figura 9 — Teste de atividade inibitoria de crescimento dos extratos de (9) cravo em po, (10)
clrcuma, (11) feno grego, (12) louro em folhas — Painel A — B. cereus; Painel B — S. enterica.

B. cereus S. enterica
28+1,8 3+2

0 0

0 0

0 0

Tabela 6: Medida dos halos de inibi¢gdo de crescimento bacteriano.

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos no teste de atividade antibacteriana
dos extratos de (13) louro em po, (14) noz-moscada, (15) orégano e (16) pimenta
calabresa, frente as espécies Bacillus cereus e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium. Para cada extrato, foi aplicada 50 pL de solugao contendo 0,1 g/mL de

extrato, correspondendo a aplicagado de 5 mg de extrato puro sobre discos de 10 mm de
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didmetro. O extrato de louro em pé apresentou maior rendimento na obtengao do extrato
em comparacgao ao louro em folhas; contudo, ndo demonstrou atividade antimicrobiana
sob as condicbes avaliadas. De modo semelhante, o extrato de noz-moscada nao exibiu
efeito inibitério sobre as cepas bacterianas testadas. Por outro lado, o extrato de
orégano, reconhecido pela presenga de compostos bioativos como carvacrol e timol, foi
eficaz na inibicdo do crescimento de ambas as espécies bacterianas. O extrato de
pimenta calabresa, nao apresentou atividade antimicrobiana nas condi¢des

experimentais utilizadas.
A

Figura 10 — Teste de atividade inibitéria de crescimento dos extratos de (13) louro p6, (14) noz moscada,
(15) orégano, (16) pimenta calabresa — Painel A — B. cereus; Painel B — S. enterica.

B. cereus S. enterica

0 0

0 0
271,77 24+14

0 0

Tabela 7: Medida dos halos de inibi¢gdo de crescimento bacteriano.

Os extratos de (1) alecrim, (3) barbatimao, (4) canela em pé, (8) cravo em flor, (9)
cravo em po e (15) orégano apresentaram atividade antimicrobiana frente as espécies
Bacillus cereus ATCC 14579 e Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028.
Para todos os extratos, foi aplicada uma solugao na concentragao de 0,1 g/mL, com
volume de 50 uL sobre discos de 10 mm de didametro, totalizando 5 mg de extrato por
disco. Os resultados indicaram que todos os extratos mencionados foram eficazes na
inibicdo do crescimento bacteriano sob as condigdes avaliadas, evidenciando seu

potencial como fontes naturais de agentes antimicrobianos.

27



Biopolimero a base de celulose bacteriana para preservagao de alimentos in
natura

4.5. Resultados de teste de atividade antimicrobiana por teste de contato com as
CB incorporadas com os extratos que apresentaram atividade inibitéria de
crescimento bacteriano no teste de difusdo em discos

Os resultados obtidos no teste de contato demonstraram a eficacia antimicrobiana
das membranas de CB incorporadas com extratos naturais de alecrim, barbatiméao,
canela em po, cravo em flor, cravo em pd e orégano frente ao mix bacteriano contendo
S. enterica sorovar Typhimurium, B. subtilis, E. coli, S. flexneri e E. faecalis. As
membranas de CB, com 15 mm de diametro, apresentaram um intumescimento de 91%.
Para incorporagéo dos extratos vegetais, cada membrana foi submetida a imersdo em
solugao contendo 0,25 g/mL do respectivo extrato, resultando na absorgéo de cerca de
946 uL de solugao por membrana. Nessa condi¢ao, a quantidade de extrato incorporado
por disco foi aproximadamente 236,5 mg, equivalente a uma concentragéo superficial de
1,338 mg/mm? para todos os extratos aplicados, considerando a area total da membrana
(176,71 mm3).

Os testes demonstraram que todas as membranas de CB contendo os extratos
avaliados apresentaram atividade inibitéria significativa sobre o crescimento das
espécies bacterianas testadas, evidenciando o potencial dos extratos vegetais
impregnados nas membranas como agentes antimicrobianos naturais em sistemas de

contato direto.

4.6. Resultados de testes de redugao de contaminagao em alimentos in natura
(uvas) embaladas com CB incorporada com os extratos vegetais

A Figura 11 ilustra uma embalagem de CB pura (A) e uma embalagem de CB

impregnada com extrato de alecrim (B).
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A B

Figura 11 — Demonstragdo das uvas embaladas com a CB usada como controle ( e a CB incorporada
com o extrato vegetal de alecrim (B).

Como pode ser observado nas Figuras 12 e 13, os resultados obtidos no teste
demonstraram completa inibicdo do crescimento bacteriano em todas as amostras
embaladas com membranas de CB com dimensbes de 210 mm x 148,5 mm,
incorporadas com os extratos vegetais testados (alecrim, barbatimao, canela em po,
cravo em flor, cravo em pd e orégano) utilizando uma concentragdo de 0,25 g/mL.
Considerando essa condicdo, a massa total de extrato incorporada foi de
aproximadamente 2,80 g para alecrim, 3,32 g para barbatiméo, 1,48 g para canela em
po, 1,40 g para cravo em flor, 1,08 g para cravo em p6 e 2,10 g para orégano. Além disso,
o volume de solugao utilizada para impregnacdo das membranas foi de
aproximadamente 11,20 mL para alecrim, 13,28 mL para barbatimao, 5,92 mL para
canela em po, 5,60 mL para cravo em flor, 4,32 mL para cravo em po6 e 8,40 mL para
orégano. Esses resultados evidenciam o potencial das membranas de CB
funcionalizadas na inibicdo do crescimento bacteriano quando comparadas ao controle

(membrana de CB pura sem incorporagéo dos extratos).
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Figura 12 - Resultados de testes de redu¢éo de contaminacéo das uvas embaladas com CB controle e
impregnadas com alecrim e barbatimao.

Figura 13 - Resultados de testes de redugéo de contaminagéo das uvas embaladas com CB
impregnadas com canela em p@, cravo em po, cravo flor e orégano.

Esses resultados ressaltam o potencial das membranas de CB incorporadas com
extratos vegetais como uma abordagem eficiente na redugao de bactérias contaminantes
em superficies alimentares, especialmente quando comparados ao controle (Figuras 11
e 12). Esses resultados reforgam o potencial das membranas de CB impregnadas com
extratos vegetais para aplicagao na conservagao de alimentos frescos, fornecendo uma

alternativa sustentavel e segura.

4.7. Analise de caracteristicas fisico-quimicas das uvas embaladas com CB
incorporadas com extratos vegetais

Apds a andlise das caracteristicas fisico-quimicas das uvas embaladas com
membranas de CB incorporadas com extratos vegetais de alecrim, barbatimao, canela
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po, cravo pd e em flor e orégano, os seguintes resultados foram observados apds sete
dias de armazenamento: As uvas mantiveram o peso médio inicial de 4 g em todos os
grupos experimentais, indicando que as membranas de CB foram eficazes em minimizar
a perda de massa associada a desidratagao. A textura das uvas permaneceu consistente,
com aparéncia firme e auséncia de sinais de amolecimento excessivo. A cor das uvas
nao apresentou alteragdes visiveis em comparagdo com as amostras. A analise visual
indicou que as membranas de CB incorporadas com extratos vegetais contribuiram para
a estabilidade da aparéncia externa das frutas. O pH das uvas, medido antes e apds sete
dias de contato com as membranas de CB, manteve-se estavel entre 3 e 4, indicando
que os extratos vegetais presentes nas membranas néo interferiram na acidez das frutas.
Nao foram observados sinais significativos de desidratagdo nas uvas embaladas com as
membranas de CB, reforgando a eficiéncia do material na redug¢ao da perda de umidade
durante o periodo de armazenamento. Esses resultados demonstram que as membranas
de CB incorporadas com extratos vegetais sdo eficazes na preservagédo das
caracteristicas fisico-quimicas de uvas frescas, garantindo a manutencdo de sua

qualidade, incluindo a estabilidade do pH entre 3 e 4, durante o armazenamento.
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5. CONCLUSOES

Foram produzidas membranas de CB utilizando K. hansenii ATCC 23769 em
diferentes meios de cultivo, com fontes de carbono variadas e uma fonte de nitrogénio.

Os trés meios utilizados (MS1, MS2 e FRU) apresentaram valores préximos para
rendimento em massa seca e capacidade de intumescimento, evidenciando a adequacéao
de todos os meios para a produ¢gao de membranas com propriedades satisfatérias.

As membranas de CB apresentaram rendimento significativo em massa seca e alta
capacidade de intumescimento, fundamentais para a incorporacdo de compostos
bioativos.

Foram obtidos 16 extratos vegetais por maceragao e decocgao.

Os extratos de alecrim, barbatim&o, canela em pd, cravo em flor, cravo em pé6 e
orégano demonstraram atividade antimicrobiana significativa nos testes de difusdo em
discos contra B. cereus e S. enterica sorovar Typhimurium.

As membranas de CB incorporadas com os extratos de canela em pd, cravo em flor,
cravo em po e orégano foram eficazes nos testes de contato, inibindo o crescimento de
uma mistura bacteriana composta por S. enterica, B. subtilis, E. coli, S. flexneri e E.
faecalis.

As membranas de CB incorporadas com os extratos CB impregnadas com os
extratos canela em po, cravo em flor, cravo em p6 e orégano, de canela em pd, cravo em
flor, cravo em po6 e orégano demonstraram inibicdo do crescimento bacteriano apds sete
dias de armazenamento.

As analises fisico-quimicas das uvas frescas demonstraram que o pH permaneceu
estavel entre 3 e 4 ao longo do periodo experimental, confirmando que as membranas
impregnadas com os extratos vegetais ndo alteraram as propriedades naturais do
alimento.

As uvas também mantiveram peso, textura e cor, indicando a eficiéncia das
membranas na preservacao das caracteristicas de qualidade de uvas in natura.

O estudo reforga a perspectiva de que as membranas de CB incorporadas com os
extratos possuem grande potencial como embalagens ativas, promovendo a extens&o
da vida util de alimentos frescos.

A pesquisa contribuiu para a consolidagao do uso de biomateriais que ndo apenas
atuam como barreiras fisicas, mas também desempenham fungdes bioativas para

melhorar a segurancga alimentar.
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A combinacdo de CB com extratos vegetais tem a possibilidade de atender a

crescente demanda da industria alimenticia por alternativas naturais aos conservantes

quimicos.
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5. PERSPECTIVAS

e Realizar testes com maiores concentracbes dos extratos que nao
apresentaram atividade inibitéria de crescimento bacteriano;

e Realizar a caracteriza¢cdo dessas membranas produzidas por MEV e FTIR,;

e Avaliar a viabilidade dos vegetais embalados, por periodos mais prolongados para
verificar o aumento da vida util;

e Produzir e caracterizar das membranas incorporadas com outros extratos vegetais

por microscopia eletrénica de varredura, analise térmica.

e Produzir protétipos de embalagens ativas, com dimensdes variadas para

revestimento de outros vegetais e frutos.
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