Luis Gongalo Igreja Norinho

Avaliagdo dos dleos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais

conservantes alimentares: estudo preliminar

Licenciatura em Ciéncias da Nutricdo
Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa
Porto, 2023






Luis Gongalo Igreja Norinho

Avaliagdo dos dleos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais

conservantes alimentares: estudo preliminar

Licenciatura em Ciéncias da Nutricdo
Faculdade de Ciéncias da Saude
Universidade Fernando Pessoa
Porto, 2023



Luis Gongalo Igreja Norinho

Avaliagdo dos dleos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais

conservantes alimentares: estudo preliminar

Declaro, para os devidos efeitos, ter atuado com total integridade na elaboracdo deste
Trabalho de Projeto. Atesto a originalidade do trabalho, confirmo que ndo incorri em
plagio e que todas as frases que retirei de textos de outros autores foram devidamente
citadas ou redigidas por outras palavras e convenientemente referenciadas na bibliografia.

(Luis Gongalo Igreja Norinho)

Trabalho apresentado a Universidade Fernando Pessoa como parte dos requisitos para

obtencdo do grau de licenciatura em Ciéncias da Nutricao.

Orientadora:
Professora Doutora Ana Cristina Vinha
Coorientadora:

Professora Doutora Carla Sousa e Silva






Avaliacdo dos 6leos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais conservantes
alimentares: estudo preliminar

indice
1. INDICE DE FIGURAS . ..o et ee e eeee e e e e e e e es e e et e es e ee e eerae e VI
11 INDICE DE TABELAS ... e ee e e e e e e e et e e s ee e eerae i VI
I1l. TITULO/AUTORES/ AFILIACOES ACADEMICAS........cocovveeeeeeeeren, VIl
IV . RESUMO ... VI
N A B S T R A C T oot e et e s e e nennnnnnnnnnnnnnnnnnnn IX
1. INTRODUGAD ..ot 1
2. MATERIAIS E METODOS ..o oot eeee e eeer e eee e e e e eees e aeeraeesaeenerans 9
2. L, AMOS T R A S ettt ettt —————— 9
2.2 REAGENTES ...t e ettt et e e et e e e e et et e e et e e e e et ee e eeeeeeeeeene e e e eeeeereennanneaeees 10
2.3. EXTRAGAO DOS OLEOS DE FLOR E FOLHA . ....ccviteiiieeiieeesieeesiiee e siteeesnaeessnneesnnneeans 10
2.4. ENSAIO DE DIFUSAO EM DISCO ... eieie e e ettt ettt ettt 11
2.5. APLICACAO DOS OLEOS DE FLOR E DE FOLHA NA CARNE ......ccciviuviieeiirieeesirneeeenns 11
3. RESULTADOS E DISCUSSAQD ...ooooeeeeeeeeeee oo e esaeen s 11
3.1. ENSAIO DE DIFUSAO EM DISCO .ttt eeeeeeeeeeee e e e eeeeeteee e e e e e e e eeeneeeaeeeeeeereennaaeeeeees 11

3.2. AVALIACAO PRELIMINAR DOS OLEOS DE FLOR E DA FOLHA COMO CONSERVANTES

.................................................................................................................................... 13
B, CONCLUSOES.......ooieieeeeeeeeeeeeeeeeteee e 15
5. AGRADECIMENTOS ....ccoooiiivieiereseeeeesiessesiessees s s s s sesnannes 16
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......o.covverierveevierieeeensieseesesssessseneeons 16



Avaliacdo dos 6leos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais conservantes
alimentares: estudo preliminar

I. Indice de Figuras

Pagina
Figura 1. Mecanismo de acéo antimicrobiano de 6leos essenciais 2
Figura 2. Exemplo da estrutura quimica de um terpeno aromatico e alifatico 3
Figura 3. Sumidades floridas e morfologia das folhas da Acacia dealbata. 5

Figura 4. Atividade antimicrobiana das estirpes inibidas simultaneamente 12
pelos extratos de 6leos de flor e de folha da A. dealbata
Figura 5. Amostras de carne de frango, bovina e suina apds aplicacdo dos 15

extratos de 6leo de flor e de folha de Acacia dealbata.

I1. indice de Tabelas

Péagina
Tabela 1. Microrganismos inibidos pelos diferentes orgdos da A. dealbata 7
Tabela 2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana, através da zona de inibicéo 12

(mm), dos extratos de 6leos de flor e de folha da Acacia dealbata.

Vi



Avaliacdo dos 6leos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais conservantes
alimentares: estudo preliminar

I11. Titulo/Autores/ Afiliagdes académicas

Avaliacdo dos 6leos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais
conservantes alimentares: estudo preliminar

Evaluation of flower and leaf Acacia dealbata essential oils as potential food preservative

Luis Norinho?, Carla Sousa e Silva?, Ana Cristina Vinha®

Estudante finalista do 1° ciclo de Ciéncias da Nutrigdo da Universidade Fernando Pessoa.
23professora Associada da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade Fernando
Pessoa.

Luis Gongalo Igreja Norinho
E-mail: 30507 @ufp.edu.pt

Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Fernando Pessoa

Contagem de palavras: 6752

Numero de figuras: 5

NUmero de tabelas: 2

Numero de referéncias bibliogréaficas: 59
Conflitos de interesse: nada a declarar

Vil



Avaliacdo dos 6leos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais conservantes
alimentares: estudo preliminar

IV. Resumo

Introducdo: Nos Ultimos anos tem havido uma preocupacdo crescente com a
contaminacdo microbiana de alimentos crus e processados e, consequentemente, com as
doencas que a deterioracdo dos mesmos pode originar. Por outro lado, o uso de aditivos
naturais em alimentos, nomeadamente conservantes, tem encontrado grande aceitagédo por
parte do consumidor. Varios estudos tém sido realizados com o intuito de descobrir novos
agentes antimicrobianos provenientes de plantas, para que possam ser utilizados na
industria alimentar. Os Oleos essenciais ja mostraram ter potencial inibidor de
microrganismos alimentares.

Objetivo: Estudo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos de 6leos de flor e
de folha da Acacia dealbata L. (mimosa), uma planta invasora, com efeitos nocivos no
ambiente, economia e saude, para futura incorporacdo numa embalagem ativa, como
conservante natural. Como microrganismos, utilizaram-se bactérias gram-positivas
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis), bactérias gram-
negativas (Escherichia coli, Salmonella spp, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa) e fungos leveduriformes (Candida albicans).

Metodologia: Obtencéo de 6leos essenciais de flores e folhas de mimosa, recorrendo ao
processo de extragdo por Soxhlet. A atividade antimicrobiana dos 6leos foi testada pelo
método de difusdo em disco. Posteriormente, simulou-se uma embalagem ativa (pelicula
aderente com Oleo essencial), para avaliar o potencial conservante dos 6leos em carnes
de suino, frango e bovino.

Resultados: Os 6leos extraidos da folha e da flor inibiram Candida albicans, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii e Staphylococcus aureus. Com base
na observacao da cor da carne, nenhum dos dois 6leos essenciais, aplicados na carne
mostrou atividade conservante significativa para o intervalo de tempo estabelecido.
Concluséo: Embora os resultados preliminares indiquem que estes 6leos essenciais tém
potencial como conservantes, mais ensaios deverao ser efetuados. Devera recorrer-se a
outras metodologias para confirmar a atividade antimicrobiana, nomeadamente a ensaios
de microdiluicdo em placa, com a determinagdo da concentracdo minima inibitoria.
Relativamente & avaliacdo da qualidade da carne, mais ensaios deverdo ser efetuados,
quer a nivel organolético, como biologico.

Palavras-chave: Acacia dealbata L., flor, folha, 6leo essencial, atividade antimicrobiana,

método de difusdo em disco, conservante alimentar.
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V. Abstract

Objective: To conduct a preliminary evaluation of the antibacterial activity of flower and
leaf oil extracts from Acacia dealbata L. (mimosa), an invasive plant having negative
consequences on the environment, economy, and health, for future use as a natural
preservative in active packaging. Gram-positive bacteria (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, and Enterococcus faecalis), gram-negative bacteria (Escherichia
coli, Salmonella spp, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas aeruginosa), and
yeast-like fungi (Candida albicans) were utilized as microorganisms.

Methodology: Soxhlet extraction is used to extract essential oils from mimosa flowers
and leaves. The disk diffusion method was used to assess the oils' antibacterial properties.
The preservation ability of oils in pig, chicken, and beef was then assessed using a
simulation of an active packaging (adherent film with essential oil).

Results: The leaf and floral oils inhibited Candida albicans, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Acinetobacter baumannii, and Staphylococcus aureus. Based on the color of the
meat, neither of the two essential oils applied demonstrated substantial preservation
activity for the time frame specified.

Conclusion: Although preliminary results suggest that these essential oils have potential
as preservatives, more research is needed. Plate microdilution assays with measurement
of the lowest inhibitory concentration should be employed to confirm antibacterial
activity. More tests, both organoleptic and biological, must be performed to assess meat
quality.

Keywords: Acacia dealbata L., flower, leaf, essential oil, antimicrobial activity, disk
diffusion method, food preservative.
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1. Introducéo

Atualmente o consumidor tornou-se mais conhecedor e exigente relativamente a
qualidade dos alimentos que ingere. Este é um dos motivos, pelos quais, a tecnologia
alimentar, aliada a investigacdo cientifica, se tem vindo a concentrar na utilizacdo e
consequente incorporacao de compostos bioativos extraidos das plantas em alimentos, no
sentido de aumentar a sua seguranca e qualidade, ao mesmo tempo que promove a
sustentabilidade (1). Os 6leos essenciais (OEs) sdo extraidos das plantas e exibem
atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifangica), podendo assim ser usados em
produtos alimentares como conservantes naturais, limitando o crescimento ou a
sobrevivéncia de diversos microrganismos (2). Alguns estudos in vitro reportam os OEs
e os extratos hidroalcodlicos de diversas plantas como agentes eficazes contra bactérias,
incluindo Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Staphylococcus
aureus (3-5). E do conhecimento geral que a industria alimentar usa os conservantes
sintéticos para melhorar ou manter as propriedades quimicas e nutricionais dos alimentos,
prolongando a vida atil dos mesmos. No entanto, a seguranga e o impacto dos aditivos
alimentares sintéticos na satude humana tém sido discutidos nos Gltimos anos e alguns
estudos relatam o uso destas substancias sintéticas como responsaveis por reacoes
gastrointestinais, respiratorias, dermatoldgicas, cardiovasculares, masculo-esqueléticas e
neuroldgicas adversas (6, 7). Nesse sentido, uma das tendéncias atuais no processamento
de alimentos é a substituicdo de aditivos quimicos por compostos naturais, a base de
plantas, conhecidos por serem seguros do ponto de vista toxicoldgico, a fim de satisfazer
a exigéncia dos consumidores por produtos “mais naturais e mais seguros” (8). Para além
dos OEs, ha relato do uso de outros antimicrobianos naturais para a conservagao de carne,
como extratos vegetais, flavonoides, acidos orgéanicos, bactericinas, nanoparticulas e
compsostos de origem animal (9).

De facto, devido aos recentes avancos cientificos, o interesse pelas propriedades
medicinais das plantas tem vindo a crescer, devido a sua baixa toxicidade, propriedades
farmacoldgicas e viabilidade econémica (5). Mais recentemente, foi reportado que a
adicdo direta de 0leos essenciais aromaticos de plantas e seus extratos a alimentos, resulta
numa acdo antioxidante e antimicrobiana (6). Uma vez que o uso de antibidticos resultou
no aumento de resisténcia das bactérias aos mesmos, a procura de novos compostos
capazes de combater estes microrganismos tornou-se uma necessidade (7). Extratos e

Oleos essenciais de plantas possuem propriedades antifangicas, antibacterianas, antivirais
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e foram identificados como novos agentes promotores da preservacdo de alimentos e
alternativas para o tratamento de doengas infeciosas (8).

Os 06leos essenciais, quando puros, possuem uma densidade menor que a agua e
sdo volateis, liquidos, lipossoluveis, incolores e soltveis em solventes organicos. Sdo
ricos em terpenos, podendo apresentar diferentes fun¢des quimicas, tais como ésteres de
acidos alifaticos e compostos fendlicos. O seu caracter hidrofébico permite a disrupgdo
dos lipidos presentes na membrana celular e na mitocondria das bactérias, aumentando a
permeabilidade das estruturas celulares. Tal resulta na morte das células bacterianas
devido a fugas de moléculas e ides essenciais (10).

Varios fatores determinam a atividade dos dleos essenciais, como a sua
composigdo, grupos funcionais presentes nos seus componentes ativos e as suas agoes
sinérgicas (11). O mecanismo de acdo antimicrobiano varia com o tipo de 6leo essencial
ou a estirpe de microrganismo utilizado. E sabido que, em comparacdo com as bactérias
gram-negativas, as gram-positivas sao mais suscetiveis a acdo de 6leos essenciais (12).
Isto pode ser atribuido ao facto de as bactérias gram-negativas possuirem membrana
exterior rigida e rica em lipopolissacarideos (LPS), o que limita a difusdo de compostos
hidrofobicos através da mesma. Os dleos essenciais podem ainda aderir a superficie da
célula, penetrando a bicamada fosfolipidica da membrana celular. Isto leva a um distarbio
na integridade da membrana celular, devido a acumulacgéo destes compostos, 0 que pode

prejudicar o metabolismo, resultando na morte celular (13, 14) (Figura 1).

®
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Figura 1. Mecanismo de acao antimicrobiano de 6leos essenciais. (Retirado de
Cenciarelli et al. (15)).
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A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais € atribuida a presenca de
compostos quimicos volateis, como terpenos e fenois, que demonstram efeitos inibitorios
contra uma ampla gama de bactérias, virus e fungos. Esta propriedade tem sido explorada
em diferentes areas, desde a inddstria farmacéutica até a formulacdo de produtos de
higiene pessoal (16). Os terpenos constituem o principal grupo existente nos 6leos
essenciais, podendo ser aromaéticos ou alifaticos, todos caraterizados por baixo peso
molecular (Figura 2). S&o constituidos por vérias unidades de isopreno (CsHs), podendo
ser aciclicos ou ciclicos. Ciclases podem rearranjar os terpenos em estruturas ciclicas,
formando compostos monociclicos ou biciclicos (17). Modificacdes bioquimicas de
terpenos, através de reacGes enzimaticas que resultam na adicdo de moléculas de
oxigénio, ou adicdo/ remocao de grupos metilo, levam a sua funcionaliuzagdo (17). Os
terpenos podem ainda ser subdivididos em alcoois, fendis, ésteres, aldeidos, éteres,

cetonas e epoxidos.
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Figura 2. Exemplo da estrutura quimica de um terpeno aromatico e alifatico.

Nas plantas, a sintese de fenilpropenos ocorre a partir de aminoacidos precursores
de fenilalanina, constituindo uma subfamilia entre os varios grupos de compostos
organicos, designada fenilpropanoides (18). Uma pequena proporcao dos 6leos essenciais
é composto por fenilpropenos, sendo os mais estudados o safrol, o eugenol, o isoeugenol,
a vanilina e o cinamaldeido (19). A atividade antimicrobiana dos fenilpropenos €
dependente da estirpe de microrganismo, tipo e numero de substituintes no anel
aromatico, assim como da temperatura e meio de cultura escolhido para o crescimento
(20). O cinamaldeido, por exemplo, € um composto orgéanico que confere odor e sabor.

Este é produzido a partir de arvores de canela e outras espécies semelhantes. Tem a
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capacidade de inibir o crescimento de Escherichia coli e Salmonella typhimurium sem
desintegrar a membrana exterior ou esgotar as reservas de ATP intracelulares (21).
Algumas das classes de compostos com atividade antimicrobiana existentes nos 6leos
essenciais incluem fenois, aldeidos, ésteres, cetonas, alcoois, éteres e hidrocarbonetos
(22).

Acacia dealbata, ou acécia australiana como é conhecida em portugués, ¢ uma
arvore perene (Figura 3) com origem no sul da Australia e Tasmania, que pertence a
familia Fabaceae e a subfamilia Mimosoideae (1). Hoje em dia, é tida como uma variante
de Acacia decurrens, e pode atingir mais de 12 metros de altura e 1,2 metros de copa (2).
Em Portugal, esta planta foi introduzida durante o Estado Novo com o intuito de
estabilizar dunas e produzir madeira. Reproduz-se de forma rapida e eficaz em solo
nacional, uma vez que prolifera em climas humidos e semi-himidos (3). A acacia
australiana propaga-se facilmente em solos pouco férteis devido a elevada quantidade de
sementes que germinam, estabelecendo novos processos de reproducdo através de
rebentos nas raizes.

Dada a sua rapida proliferacdo, esta planta é atualmente considerada invasora,
uma vez gue esta associada a um grande nimero de fogos durante os meses quentes e tem
ainda capacidade de ocupar as areas ardidas e destruidas pelo fogo. A sua eliminacéo ndo
é, no entanto, facil, uma vez que esta € resistente ao corte e ao fogo. Atualmente, a forma
mais eficaz de proceder a sua eliminacdo é o corte profundo no seu caule, sem que a
arvore caia, deixando que esta seque de forma natural. Para além da associacdo aos
incéndios rurais, a acacia australiana esta também associada ao aparecimento de alergias
e doencas respiratorias. No entanto, ha estudos que se tém focado no potencial da
biomassa da acécia para diversas aplicacdes (3, 4), ou para uso da mesma na captura e
sequestro de carbono, o que permitiria também a diminuicdo do seu impacto negativo no

ecossistema.
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Figura 3. Sumidades floridas e morfologia das folhas da Acacia dealbata.

(Retirado de https://www.nature-and-garden.com/gardening/acacia-dealbata.html).

Analises prévias demonstraram a presenca de varios compostos bioativos na
Acacia dealbata, como flavonoides, alcaloides, taninos e acidos fenolicos. No entanto, os
potenciais usos dos varios componentes da planta (madeira, folhas, casca e flores), séo
diferentes, devido a sua composic¢do distinta. A madeira, por exemplo, possui flavonoides
importantes (23). J& a casca € rica em chalconas, utilizada para a obtencdo de corantes
escuros (24). Quanto as flores, estas contém cumarinas, aminas, alcaloides, terpenos,
taninos, flavonoides e &cidos fendlicos (9,10), tendo sido reportado que também incluem
um alto teor de chalconas, principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento (25),
0 que esta associado a uma elevada atividade antioxidante. Tal descoberta é de elevada
importancia, uma vez que indica que a colheita das flores deve ser realizada antes da
dispersdo do pdlen, o que limita a propagacdo desta espécie invasiva, promovendo um
equilibrio no ecossistema.

O estudo da composicdo quimica dos extratos lipofilicos de casca, madeira e
folhas de A. dealbata, através de cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa
(GC-MS), demonstrou que 0s compostos presentes sdo maioritariamente terpenos,
esterdis, acidos gordos, alcoois alifaticos de cadeia longa, monoglicerideos e aromaticos
(26). No que toca a citotoxicidade dos extratos, 0s mesmos autores declararam a sua
inexisténcia, ou com valores extremamente baixos, analiticamente ndo quantificaveis
(26). Triterpenos da familia dos lupanos, ursanos e oleanos, extraidos das folhas, incluem
esqualeno, a-tocoferol, a-amirona, 3-amirona e lupeonona (27). As folhas, ricas também

em flavonoides e proantocianidinas (28), evidenciam atividade antioxidante, embora
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menos significativa do que a descrita nos extratos dos galhos da mesma planta. Na
verdade, a atividade antioxidante presente nos extratos estudados deveu-se,
maioritariamente, sendo a elevada composi¢cdo de compostos fenodlicos totais. Os
flavonoides e os fendlicos possuem atividade antioxidante relativamente aos radicais
livres, devido as propriedades redox dos seus grupos hidroxilo, conferindo-lhes poder
redutor (29).

Quando comparado o contetudo fenodlico total e de flavonoides na casca, no
alburno e no cerne de A. dealbata, foi verificado que a primeira possui uma concentracdo
fenolica total 160 vezes superior ao alburno, enquanto o cerne possui um valor intermedio
(30). De forma semelhante, o contetdo de flavonoides mais elevado foi descrito na casca,
6 vezes maior que no alburno (30). Foi ainda demonstrado que o cerne e a casca Sao ricas
em taninos condensados e que esta Gltima possui mais compostos antioxidantes naturais
que os outros dois componentes do tronco. Ao nivel das sementes, 0s 6leos extraidos a
partir das mesmas, demonstraram uma prevaléncia de &cido linoleico e oleico. Dos 10%
de 6leo contidos no interior das sementes, 31% séo acido oleico e 40% acido linoleico
(312).

No que toca a atividade antimicrobiana (Tabela 1), os extratos de casca, do alburno
e do cerne inibiram o crescimento de S. Aureus, K. pneumoniae e L. monocytogenes. O
extrato da casca foi também capaz de inibir P. aeruginosa, C. albicans e P. mirabilis (30).
Os extratos da flor demonstraram uma concentracdo minima inibitéria (CMI) contra
bactérias gram negativas (E. coli), gram poisitivas (S. aureus) e levedura C. albicans.
Todos os extratos supracitados inibiram o crescimento dos microrganismos referidos, mas
0 extrato de flor correspondente ao estagio inicial de desenvolvimento da mesma foi o
que apresentou maior atividade (25). Extratos etandlicos de folha de A. dealbata
demonstram atividade antimicrobiana moderada contra E. coli e leveduras C. albicans e
C. parapsilosis, mas boa eficacia contra B. cereus (32). Borges et al. (33) demonstraram
também que extratos de folha possuem atividade antimicrobiana contra S. aureus e E.
coli, evidenciando o potencial destes produtos naturais como conservantes naturais.

Num outro estudo, os extratos das folhas e dos galhos da A. dealbata evidenciaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus, S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis, B.
cereus, S. mutans e S. mitis (28). Pensa-se que a atividade antimicrobiana da A. dealbata
esteja relacionada com a complexidade de diferentes grupos de metabolitos secundarios
de origem fendlica e ndo-fendlica (30). No que toca a natureza do solvente extrator,

alguns estudos também relacionam a eficacia da extracdo com a atividade antimicrobiana.
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Extratos de casca de A. dealbata apresentaram efeitos diversos na atividade
antimicrobiana, dependentes do tipo de solvente usado na extracdo (30). Por exemplo,
extratos de n-hexano ndo possuem efeito limitante no crescimento da maioria das
bactérias gram-negativas. No geral, os efeitos inibitérios sdo menos efetivos contra
bactérias gram-negativas do que bactérias gram-positivas, demonstrando um menor
didmetro de inibigdo. Para leveduras, a inibi¢cdo foi maior com extratos de n-hexano do

que com os solventes polares (34).

Tabela.1l. Microrganismos inibidos pelos diferentes orgdos da A. dealbata

Parte de planta Microrganismo inibido Ref.

S. Aureus, K. pneumoniae, L. monocytogenes, P.
Casca _ _ S (30)
aeruginosa, C. albicans e P. mirabilis

Flor E. coli, S. aureus, C. albicans (25)

E. coli, C. albicans, C. parapsilosis, B. cereus, S.
Folha aureus, S. epidermidis, S. aureus, E. faecalis, B. (28)

cereus, S. mutans, S. mitis

Face as propriedades antimicrobianas e antioxidantes desta planta invasora, ha
potencial para esta ser usada como aditivo alimentar, nomeadamente conservante.
Aditivos alimentares sdo substéncias intencionalmente adicionadas aos alimentos,
durante a sua producdo, de modo a melhorar as suas carateristicas, aumentar o seu tempo
de prateleira ou preservar a sua qualidade. Aditivos usados para aumento do periodo de
conservacao de alimentos desempenham um papel crucial na prevencao da deterioragdo
e manutencéo da seguranca geral e frescura dos produtos (35).

Um deste tipo de aditivos é constituido por antioxidantes. Estes ajudam a prevenir
a oxidacdo de gorduras e 6leos, que podem levar a formacao de ranco e sabores estranhos
nos produtos alimentares. Os antioxidantes mais comuns incluem o &cido ascorbico, mais
comumente conhecido por vitamina C e tocoferdis (vitamina E). Estes aditivos aumentam
o0 tempo de prateleira dos produtos devido a sua capacidade de inibirem a degradacéao de
gorduras e 6leos (36).

Conservantes sdo uma classe de aditivos alimentares usada para inibir o
crescimento de bactérias, leveduras e fungos, prevenindo assim a degradacdo dos

produtos alimentares e consequentemente aumentando o seu tempo de prateleira. Alguns
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dos conservantes mais utilizados incluem benzoato de sodio, sorbato de potassio e
propionato de célcio. Estes compostos atuam de modo a criar um ambiente indspito para
0s microrganismos ou por inibicdo dos processos metabdlicos (35).

Outro exemplo de aditivos alimentares sdo 0s nitratos e nitritos utlizados em carnes
curadas como bacon, fiambre e salsichas, de modo a prevenir o desenvolvimento de
bactérias prejudiciais, em particular, Clostridium botulinium, que pode causar botulismo.
Estes compostos podem ainda contribuir para a cor e sabor destes produtos. No entanto,
estes aditivos tém sido alvo de preocupacBes devido a potencial formacdo de
nitrosaminas, nomeadamente quando o0s nitritos entram em contato com certos
componentes do sistema digestivo. Como tal, o seu uso é estritamente regulamentado e
os seus fabricantes tém de respeitar limites especificos da sua utilizagdo (37).

Dioxido de enxofre (SO2) e outros derivados, como sulfitos, sdo também usados
como conservantes e agentes antimicrobianos numa pandplia de alimentos, incluindo
frutos secos, vinhos e algumas carnes processadas. Estes previnem o crescimento de
bactérias, leveduras e inibem as enzimas responsaveis pelas reacdes de Maillard. Apesar
dos beneficios referidos, 0 SO. pode também despoletar reagdes alérgicas em certos
individuos, principalmente aqueles com asma e sensibilidade a sulfitos. Como tal, a sua
presenca tem de ser declarada na embalagem (38).

Outro tipo de conservantes bastante utilizado sdo os agentes quelantes, como o
EDTA, usado para ligar e inativar ides metalicos, que catalisam reacfes de oxidacdo e
levam a deterioracao da qualidade dos produtos alimentares. Uma vez que previnem este
tipo de reacOes adversas, 0s agentes quelantes ajudam a manter a frescura e estabilidade
dos produtos empacotados (39, 40-42).

O interesse em embalagens de alimentos com base em macromoléculas naturais
surgiu nos ultimos anos devido as enumeras preocupacGes com 0 ecossistema e meio
ambiente, aliados a uma necessidade de reduzir a quantidade de embalagens feitas a base
de materiais descartaveis. A biomassa é uma fonte natural abundante, sustentavel de
biopolimeros. Assim, para assegurar o tempo de vida Gtil de produtos alimentares, tém
vindo a ser desenvolvidas embalagens ndo s6 para conferir uma barreira as contaminagoes
microbioldgicas e quimicas e impermeabilidade ao oxigénio, como também, com a
finalidade de interagir de forma benéfica com o alimento. Ainda no ambito da
conservacdo de alimentos, tém sido desenvolvidos outro tipo de embalagens: embalagens
inteligentes e embalagens ativas. As embalagens inteligentes, smart packaging,

diferenciam-se das embalagens convencionais, normalmente utilizadas, por controlar e
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comunicar o estado de conservacdo dos produtos sem ter de recorrer a data de validade
estimada. S&o muito utilizadas no caso dos alimentos, medicamentos e mercadorias
perigosas.

Além de cumprir as funcdes de uma embalagem convencional, este tipo de
embalagem garante a qualidade e a seguranca do seu género alimenticio em causa.
Relativamente as embalagens ativas, contrariamente das anteriores, interagem com 0s
alimentos para aumentar a sua vida Util. Podem conter aditivos no seu interior (num
envelope ou etiqueta) que se libertam no momento necessario. Exemplificando uma
embalagem ativa, podera ser, um absorvedor de humidade num pacote de biscoitos para
gue se mantenham crocantes e as suas caracteristicas organoléticas ndo sofram alteracoes
e ainda durante mais tempo evitar, simultaneamente, a proliferacdo de bactérias (43).

Atendendo as analises realizadas no ano de 2020, 2021 e 2022 do Instituto
Nacional de Estatistica (INE), o consumo de carnes em Portugal, por ordem decrescente,
indica que carnes de suino, carnes de animais de capoeira e carnes de bovino sdo a de
maior relevancia de consumo (44).

Um dos parametros de qualidade da carne € a cor, cuja alteracdo ao longo do tempo
de armazenamento esta relacionada com a carga microbiana, processo oxidativo e valor
de pH (45).

Face ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo a extracdo dos 6leos
essenciais das folhas e das flores da A. dealbata, e o estudo preliminar da atividade
antimicrobiana dos mesmos, no sentido de potenciar a sua utilizacdo como conservante
alimentar, tanto na incorporagdo direta no alimento, como no desenvolvimento de
embalagens alimentares inteligentes. Mais concretamente, a avaliacdo da atividade
conservante destes 6leos essenciais foi realizada nos 3 tipos de carne mais consumidos
em Portugal (porco, frango e bovino), mediante a sua altera¢do de cor, com o objetivo de

0s testar para utilizacdo futura numa embalagem ativa.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

Foram estudadas folhas e sumidade floridas da A. dealbata. As amostras vegetais
foram recolhidas em maio de 2023, no norte de Portugal, Penafiel, distrito do Porto.
Coordenadas: Latitude 41.207, Longitude -8.28565; 41° 12" 25" Norte 8° 17" 8” Qeste,

Portugal. Apos a recolha de uma amostra significativa (~5 kg), efetuou-se a separacao



Avaliacdo dos dleos essenciais da flor e da folha da Acacia dealbata como potenciais conservantes
alimentares

das sumidades floridas e das folhas da planta. Para a preparacdo das amostras,
primeiramente procedeu-se a sua moagem e remog¢do de humidade. A humidade foi
removida recorrendo a adicdo de sulfato de sodio anidro e, de forma a garantir a lise
celular e consequente libertacdo da gordura, adicionou-se areia como agente dispersante.

Os bifes de carne de frango, suino e bovino in natura foram adquiridos numa

grande superficie comercial do distrito do Porto e usados frescos.

2.2. Reagentes

Para a extragdo dos 6leos das folhas e flores usou-se éter etilico p.a. FischerSci.
Os extratos dos 6leos foram preparados com etanol absoluto adquirido na FischerSci e
agua desionizada. O etanol a 70%, usado nos ensaios de difusdo em disco, foi adquirido
a VWR.

Usaram-se placas de Petri da Corning Gosselin, com nutriente agar da Liofilchem.
Os discos de papel de filtro estéreis (9 mm de didmetro e 250 g/m?) sdo provenientes da
Oxoid. Para a inoculacéo das placas usou-se o densitdmetro da BioMerieux.

Os extratos de oleos de flor e de folha da A. dealbata foram testados frente a 8
estirpes, sendo 7 bactérias (3 gram-positivas e 4 gram-negativas) e um fungo: B. cereus -
isolado ambiental, confirmado por meios automaticos de identificacdo; E. faecallis ATCC
29212; S. aureus ATCC 25923; E.coli ATCC 25922; Salmonella spp - isolado clinico,
confirmado por meios automaticos de identificacdo; A. baumannii - isolado clinico,
confirmado por meios automaticos de identificacdo; P. aeruginosa ATCC 27853; C.
albicans - isolado clinico, confirmado por meios automaticos de identificacdo. As estirpes
foram mantidas a -20°C nos meios de cultura apropriados, adicionados de 15% de

glicerol, e repicadas a cada 15 dias para placas de nutriente agar, mantidas a 4°C.

2.3. Extracao dos 6leos de flor e folha

Para a obtencdo dos Oleos das folhas e flores, recorreu-se a uma extragdo por
soxhlet. Utilizou-se uma massa conhecida (~10,0 g) de amostra triturada dentro de um
cartucho e colocou-se num tubo de soxhlet durante 4 horas, utilizando-se o éter etilico
como solvente extrator. Apos a extracdo, o residuo seco foi dissolvido com um volume
conhecido de uma solugéo hidroalcodlica (70%), recorrendo-se para o efeito a um banho

de ultrasons, durante 10 minutos (46).
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2.4. Ensaio de difusdo em disco

As placas de agar foram inoculadas com as estirpes pretendidas, sendo repicadas
para obter um crescimento ativo e incubadas a 36+2°C durante 21+3 horas. O indculo foi
preparado a partir da cultura ativa de cada espécie bacteriana, diluida em solucéo salina a
0,9%, com a densidade 6tica de 0,5 McFarland. A suspenséo foi utilizada para inocular
placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton 11, utilizando-se uma zaragatoa estéril. Os
discos de papel de filtro estéreis foram impregnados com 10 pL de 6leo essencial e
depositados sobre as placas inoculadas, incubadas a 36:2°C por 18-24 h. Como controle
positivo, usou-se etanol a 70%, e como controle negativo o disco de papel. O didmetro da

zona de inibigdo foi medido em milimetros (47).

2.5. Aplicacéo dos 6leos de flor e de folha na carne

Os 6leos de flor e de folha foram aplicados uniformemente em ambos os lados de
bifes (aproximadamente 3 mm de espessura) de carne bovina, suina e de frango. Os bifes
foram imediatamente isolados em pelicula aderente transparente, colocados em tabuleiros
e armazenados, no escuro, sob refrigeracdo a 8 °C, durante 15 dias. Como controle,
usaram-se bifes dos trés tipos de carne in natura. A alteragdo de cor, avaliada por
visualizacdo humana direta, foi realizada diariamente nos primeiros 5 dias e,

seguidamente, a cada 2 ou 3 dias.

3. Resultados e discussao
3.1. Ensaio de difusdo em disco
Tal como referido anteriormente, os Oleos essenciais possuem atividade
antimicrobiana (2). Com base nessa premissa, realizou-se um estudo prévio da atividade
antimicrobiana dos extratos hidroalco6licos dos 6leos de flor e de folha da A. dealbata,

frente a 8 estirpes, cujos resultados se apresentam na Figura 4 e na Tabela 2.
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Halos de inibi¢cdo

S. aureus A. baumannii

Figura 4. Atividade antimicrobiana das estirpes inibidas simultaneamente pelos
extratos de 6leos de flor e de folha da A. dealbata

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana, através da zona de inibicéo

(mm), dos extratos de 6leos de flor e de folha da Acacia dealbata.

Microrganismo Flor Folha Controlo
0,133 (g/ml) 0,137 (g/ml) (EtOH 70%)

Candida albicans 16 16 13
Bacillus cereus 12 14 <6
Escherichia coli 13 14 11
Salmonella spp 11 13 11
Acinetobacter baumannii 14 13 11
Staphylococcus aureus 13 14 9
Enterococcus faecalis <6 <6 <6
Pseudomonas aeruginosa <6 <6 11

De acordo com a Figura 4, pode verificar-se que, nos ensaios preliminares de
difusdo em disco, o extrato de folha inibiu Candida albicans, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e Salmonella spp, com formagéo
de halos de inibicéo ao redor dos discos impregnados onde foram depositadas as solucgdes
testadas. O extrato de flor inibiu 0s mesmos microrganismos que o de folha, com excecéao
da Salmonella spp. Néao foi verificada inibicdo das bactérias E. faecalis, nem P.

aeruginosa, por nenhum dos dois extratos provenientes da mimosa.
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A deterioracdo da carne pode ser resultante de acdo microbiana (bactérias, virus e
parasitas) ou quimica, sendo esta ultima associada a oxidagdo dos constituintes do
alimento. Todos os anos, na Europa, a carne esta ligada a 2,3 milhdes de doencas de
origem alimentar, com uma elevada contribui¢do da carne bovina, sendo muitas destas
patologias atribuidas a contaminacdo bacteriana patogénica (48). Considerando a acao
microbiana, a deterioracdo da carne esta relacionada essencialmente com a presenca de
bactérias psicotroficas, tais como espécies do género Pseudomonas e Acinetobacter, entre
outras. As bactérias gram-negativas, nomeadamente do género Pseudomonas, s&do
frequentemente as responsaveis pelas alteracdes e perecibilidade da carne. De acordo com
Wardhana et al., a carne de frango proveniente de mercados locais da Indonésia,
Cambodja e Irdo apresentava contaminagdo microbiana, essencialmente por S. aureus,
Salmonella spp, e E. coli (49). A presenca de bactérias como E. coli, S. aureus e
Salmonella € muito preocupante, pois pode originar intoxicacdes alimentares aos
consumidores (48). De entre estas, a infecdo por Salmonela spp. é a que se encontra
associada a maior percentagem de hospitalizagbes e mortes, sendo esta predominante na
carne suina (50, 51). O B. cereus também pode provocar intoxicacdes alimentares,
mediante o consumo de alimentos que tém a toxina pré-formada ou resultantes de toxinas
produzidas por esta bactéria no intestino humano. A contaminacdo bacteriana da carne
pode acontecer no processo de abate, a partir da agua, do ar, do solo, dos trabalhadores e
equipamentos envolvidos ou da prépria carcaca (52). Esta bactéria pode resistir a
temperatura a que cozinhamos a carne, 0 que leva a germinacdo e replicacdo deste
patdgeno, e a potencial producéo de toxinas estaveis ao calor. Fungos, como os do género
Candida, também sédo responsaveis pela deterioragdo da carne.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana por difusdo em disco é um ensaio
preliminar, que devera ser repetido, e confirmado pelo método de microdilui¢do em placa,
que permite determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) nos extratos vegetais, em

relacdo aos microrganismos cujo crescimento foi inibido.

3.2. Avaliagéo preliminar dos 6leos de flor e da folha como conservantes

Tal como referido anteriormente, a contaminacdo alimentar advem basicamente
do metabolismo das bactérias, que utilizam o alimento como fonte de energia e produzem
toxinas e subprodutos, que podem deteriorar e modificar as caracteristicas dos alimentos

(mudanca no odor, cor, textura e sabor) e ainda causar danos a satde (53). Neste trabalho
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tentou avaliar-se a alteracdo de cor das 3 carnes estudadas, cujas imagens se apresentam

a sequir (Figura 5).

Frango Vaca Porco

24 julho 2023 20 julho 2023 19 julho 2023 18 julho 2023

25 julho 2023

1 agosto 2023 27 julho 2023

Figura 5. Amostras de carne de frango, bovina e suina apos aplicacdo dos extratos
de 6leo de flor e de folha de Acacia dealbata.
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N&o se visualizaram alterages significativas entre a cor da carne controle e da que
tinha 6leo de flor aplicado na superficie, para 0 mesmo dia do estudo e para qualquer um
dos 3 tipos de carne. Relativamente aos bifes revestidos com 6leo de folha, estes
evidenciaram uma tonalidade amarela/ esverdeada desde o primeiro dia, apos aplicacédo
do 6leo, o que se justifica pela cor verde intensa do mesmo. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados de Katiyo et al. (53), que reportam que 0 uso da cor € um mau
indicador de deterioracdo de carne de frango armazenada por dias diferentes. Os mesmos
autores ndo encontraram correlac@es entre a cor instrumental e os atributos de aparéncia
e crescimento microbiano nas amostras. As descobertas sugerem que, para 0S
consumidores, o cheiro da carne de frango crua seria um sinal mais confidvel de
deterioracdo microbiana do que a aparéncia.

Mesmo sem acdo microbiana, o contacto com o oxigénio do ar e com a humidade,
associado a atividade enzimaética, promovem o aumento da oxidacéo lipidica durante o
armazenamento refrigerado, levando a alteracGes de cor, resultantes da deterioracéo da
carne (54, 55). Esta alteracdo de cor é decorrente de mudancas na estrutura bioquimica
da carne. Tratando-se de carne bovina, ocorrem processos oxidativos na mioglobina e
oximioglobina durante a refrigeracdo, na presenca de O, transformando-as em
metamioglobina, que da a cor acastanhada a carne (56-59). Como tal, mesmo que a carne
seja armazenada no frigorifico, a temperaturas adequadas, o seu consumo deve acontecer

no maximo num prazo de 3 dias, devido aos elevados niveis de Oa.

4. Conclusdes

No ambito deste trabalho preliminar, aplicaram-se os 6leos essenciais da flor e de
folha da A. dealbata, que mostraram atividade antimicrobiana, diretamente no produto a
conservar. Contudo, uma tendéncia mais recente passa pela aplicacao indireta atraves do
material de embalagem, o que podera ser uma &rea de investigacdo a explorar.

Futuramente, dando continuidade a este trabalho deverd fazer-se a avaliacdo de
outros parametros da qualidade da carne fresca, para além da cor (pH, alteracdo de massa,
oxidacdo lipidica, entre outros). A avaliacdo da cor devera ser confirmada por um método
colorimétrico. No entanto, a atividade antimicrobiana destes 6leos, previamente estudada,

tem potencial interesse para a prevencdo da contaminagédo das carnes (frango, bovino e
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porco) por estirpes como Candida albicans, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e Salmonella spp.
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