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RESUMO: Os sanitizantes sintéticos sdo compostos que tem como principal funcéo
reduzir o crescimento de microrganismos patégenos - mas ndo necessariamente as
formas esporuladas - em alimentos, como frutas e hortalicas. Entretanto, estudos
apontam que o uso desses sanitizantes podem trazer grandes problemas a saude
humana e ao meio ambiente, principalmente os sanitizantes que sao constituidos por
cloretos, por estarem relacionados a formagdo de organoclorados, que sao
neurotoxinas e trihalometanos, como o cloroférmio, sendo potencialmente
carcinogénicos nos seres vivos. Visando os efeitos causados por esses compostos
quimicos, o presente trabalho tem como objetivo obter um produto como alternativa
para os sanitizantes sintéticos clorados, a fim de reduzir os riscos a contaminacao por
esses defensivos, através da producdo de um sanitizante 100% natural a base de
tanino, substancia oriunda do metabolismo secundario das plantas. Além dos 6leos
essenciais (OE) de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e limao Taiti (Citrus
latifolia), que possuem propriedades antimicrobianas e antifungicas, como o eugenol
(C10H1202) e o limoneno (C1o0H16), respectivamente.
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1 INTRODUGAO

A sanitizagcdo de alimentos, como frutas e hortalicas, € um processo utilizado
para reduzir ou destruir o numero de microrganismos patdogenos, mas néo
necessariamente as formas esporuladas. Sua efetividade estd relacionada
diretamente com a colonizagao inicial dos microrganismos na superficie do produto
(ERICKSON, 2012). Essa técnica pode ser realizada por meio de procedimentos
fisicos como a agua quente ou quimicos, como os compostos a base de cloro e
peréxido de hidrogénio (Nascimento et al, 2010). Porém, os sanitizantes quimicos
utilizados nas industrias de alimentos, podem desencadear resisténcia e adaptacao
bacteriana, interferindo na utilizagao destes defensivos (Issa-Zacharia et al, 2010).

Apesar de haver diversas formas de sanitizagdo de alimentos, o mais utilizado
sao os sanitizantes a base de cloro, visto que apresentam eficiéncia em varias
diluicdes, é de facil preparo e aplicagao e possui baixo valor comercial (Nascimento et
al, 2010). Entretanto, podem ser desvantajosos para a saude humana e para o meio
ambiente, pois quando composto clorado se liga a matéria organica ele se acumula,
apesar da baixa reatividade. Nos seres vivos, pode haver a formacgédo de
organoclorados, que sdo neurotoxinas e dos trihalometanos, como o cloroférmio,
sendo potencialmente carcinogénicos (Varise, 2013), além de possuir cheiro e gosto
desagradavel e a capacidade de desencadear reacdes alérgicas (Marins et al., 2012;
Teixeira et al., 2018; Bohle et al., 2022). Quando esse tipo de composto entra em
contato com solo, pode ser fatal a algumas espécies de plantas e em contato com
meios aquosos, como aguas residuais, muitos subprodutos de desinfec¢do (DBPS)
podem ser formados, dependendo das concentracdes de matéria organica,
inorganicos e poluentes antropogénicos presentes (Parveen, 2022).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo reduzir os riscos a
contaminagao por esses defensivos através da produgdo de um sanitizante 100%
natural a base de tanino, substancia oriunda do metabolismo secundario das plantas
que atua como adstringente, antioxidante, antiviral, antimicrobiano, antitumoral,
antidiarreico e antisséptico (BRUNETON, 1991; ASHOK e UPADHYAYA, 2012). Além
dos 6leos essenciais (OE) de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e limao Taiti
(Citrus latifolia) que possuem propriedades antimicrobianas e antifungicas, como o

eugenol (C1oH1202) e o limoneno (C1oH16), respectivamente.
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1.1 Tanino

De acordo com Dias et al. 2011, “Os taninos sdo compostos polifendlicos
distribuidos em plantas, alimentos e bebidas, possuem peso molecular relativamente
elevado, voluveis em 4gua, formam complexos razoavelmente fortes com proteinas e
outros polimeros”. Esta substancia presente no metabolismo secundario das plantas,
caracteriza a sensacao de adstringéncia em varios produtos vegetais, por possuirem
a capacidade de complexar proteinas, tal como as glicoproteinas salivares. Por conta
dessa propriedade, o tanino é um agente controlador de insetos e microrganismos
(CASTEJON, 2011). “Os taninos sao sélidos, sem forma definida em sua maioria,
solliveis em agua, alcool, glicerina e polietilenoglicol e na presenca de solventes
organicos apolares, sdo insoluveis” (CORNELIO, BERNARDINO e MOCCOL, 2003;
SILVA e SILVA, 2000).

Podem ainda ser classificados em dois tipos: Taninos hidrolisaveis (possuem
ésteres de acidos galicos e acidos elagicos glicosilados, além de serem hidrolisaveis
em meio acido e basico, sendo normalmente encontrado em folhas, galhos, cascas e
madeiras de algumas arvores) e os Taninos condensados (caracteristico nas
angiospermas e gimnospermas. Sdo capazes de formarem complexos com
macromoléculas) (SALUNKHE et al., 1990). Esta associado ao sabor adstringente em
vinhos e outras bebidas, no curtimento do couro e na producao de agentes floculantes

e coagulantes para tratamento de agua.

Figura 1 - Estrutura molecular do tanino hidrolisavel.
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Fonte: NAKAMURA et al. (2003).
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Figura 2 - Estrutura molecular do tanino condensado.

Fonte: Rodrigo Diniz de Souza et al, 2015.

A utilizagdo dos taninos em medicamentos esta cada vez mais em discussao,
por conta de suas propriedades adstringentes, antioxidantes, antiviral, antitumoral,
antidiarreico e antisséptico (BRUNETON, 1991; ASHOK e UPADHYAYA, 2012).
Diversos estudos apresentam o tanino com atividade contra Escherichia coli,
Salmonellatyphi e Staphylococcus aureus (NABI et al., 1992; ARIAS et al., 2004;
VORAVUTHIKUNCHAI et al.,, 2004; HERNANDEZ et al., 2009). A entrada das
bactérias no material vegetal pode estar relacionada as suas aberturas vegetais
(estdbmatos, raizes laterais ou rupturas no tecido vegetal), onde ao adentrar por meio
da agua utilizada para irrigagao, semeacao das sementes ou por enxague do material
colhido, as bactérias do tipo Salmonella spp. e E. coli podem se multiplicar (COOLEY
et al., 2003; DEERING et al., 2011; JABLASONE et al., 2005; SCHIKORA et al., 2008;
WARRINER et al., 2003).

Ha trés hipdteses para o potencial antimicrobiano do tanino: a primeira supde
que o tanino é capaz de inibir enzimas bacterianas e fungicas ou complexa-las. A
segunda diz a respeito do tanino agir sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando seu metabolismo. E entdo, a terceira se refere em sua
capacidade de complexar ions metalicos que sdo essenciais para o metabolismo
microbiano (SCALBERT, 1991).

Os compostos polifendis estdo presentes na casca de diversas frutas e plantas.
A erva cidreira ou melissa, pertence a familia labiatae e possui componentes
fitoquimicos, como polifendis, terpenos, tanino e flavonoides (COSTA, 2007). Ja a
banana-prata (Musa sapientum), durante seu estagio de maturagado n&o é consumida
devido sua dureza e a adstringéncia, pois nesse estagio, o teor de tanino torna-se
parte da polpa (ANJOS, LIMA e GOUVEA, 2017)
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1.2 Cravo-da-india

As plantas medicinais possuem grande variedade de metabdlitos secundarios
com propriedades biologicas, como a atividade antimicrobiana presente em seus
Oleos essenciais, também conhecidos como o6leos volateis, os quais contribuem para
o controle de doengas em plantas, sendo um controle alternativo de fungos e bactérias
(Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v.17, n.1, p.105-116,
2015). Além das propriedades antimicrobiana, possuem atividade antioxidante que
auxilia na eliminagcdo dos radicais livres no organismo humano (OLIVEIRA et al.,,
2009).

Extraido do botdo floral seco do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), seu
Oleo essencial apresenta atividades antimicrobianas e antioxidantes devido a
presenga do eugenol (C10H1202), que atua como quelante (substancia quimica capaz
de complexar e inibir ions metalicos) de ion férrico, resultando na prevencao da
formagao dos radicais hidroxila (CHAIEB et al., 2007).

O extrato aquoso de cravo-da-india impediu o desenvolvimento dos
fitopatogenos de Glomerellacingulata e Colletotrichum gloeosporioides, que estao
presentes na uva e morango, respectivamente (Rozwalka et al. 2008). Algumas
bactérias presentes nos alimentos em que apresenta eficacia sao: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Listeriamonocytogenes e Salmonella Typhimurium (CHAIEB
et al., 2007). O dleo essencial do Syzygium aromaticum também é utilizado como

conservante de alimentos nas industrias (SEBAALY et al., 2015).

Figura 3: Estrutura molecular do eugenol (C10H1202).
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Fonte: <https://www.enocultura.com.br/loja2/wp-content/uploads/2021/04/Eugenol.png>.

1.3 Limao Taiti
Atualmente as frutas do género Citrus, em destaque o limé&o Taiti, sdo as mais
produzidas e consumidas pela populagdo mundial (SANTOS, 2017), sendo os
principais produtores o México, Estados Unidos, Egito, india, Peru e Brasil
(GONGCALVES et al., 2018).


https://www.enocultura.com.br/loja2/wp-content/uploads/2021/04/Eugenol.png
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Na morfologia do limao Taiti encontra-se o flavedo, que apresenta substancias
com elevado valor comercial, como as vitaminas E, em destaque seu 6leo essencial
(MENDONCA et al., 2006). Entre os terpenos, o limoneno € um monoterpeno que
compde a maior parte do éleo essencial do limao Taiti (MAROSTICA; PASTORE,
2007). Segundo Hac-Wydro; Flasinski; Romanczuk (2017), o limoneno mesmo sendo
utilizado sozinho, apresenta forte efeito antibacteriano e antifungico, sendo sua
concentragdo inibitéria minima (MIC) menor que 2% contra determinados
microrganismos (BICAS, 2009).

O ¢leo essencial do Citrus latifolia, segundo a literatura, é eficiente sobre as

bactérias: Bacillus subtilis, Escherichia coli e Salmonella enteritidis.

Figura 4: Estrutura molecular do limoneno (C1oH1e).
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Fonte: Acta BiomedicaBrasiliensia, 2018.

Figura 5: Morfologia do limao Taiti (Citrus latifolia).
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2.METODOLOGIA

Considerando o estudo de um sanitizante natural para higienizacdo dos
alimentos sera utilizado em sua composicado 6leos essenciais do lim&o Taiti (Citrus
latifolia) e do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), por apresentarem atividade
antimicrobiana, as quais contribuem para o controle microbioldgico, além do tanino

extraido por meio das amostras de banana-prata verde e erva Melissa.

2.1 Extragcao dos éleos essenciais

Para a extracdo do 6leo essencial do limao Tahiti (Citrus latifélia) utilizou-se o
sistema Clevenger. Em uma balanca semi-analitica, foi pesado 147g de casca de
limdo cortados em pequenos pedagos. Em seguida, o substrato foi adicionado em um
baldo de fundo redondo com 300mL de &agua deionizada, até ficar totalmente
submerso no solvente, sem sobrecarregar o baldo. A manta de aquecimento foi ligada
a 100°C e deixou a hidrodestilagdo acontecer, para no final separar o 6leo da agua.

Ja o Oleo essencial extraido do botdo floral seco do craveiro-da-india, foi
extraido pelo sistema de destilacdo simples com a coluna de vigreux, conectada a um
baldo de fundo redondo e uma manta de aquecimento a 80°C. Foi pesado 45g de
botdes florais de Syzygium aromaticum e adicionado ao baldo com 320mL de agua
deionizada, por um periodo del hora. Apos a hidrodestilacdo estar completa, os
105mL da mistura heterogénea de 6leo essencial e agua foi adicionada a um funil de

separacdo para a obtencao do dleo.

2.2 Quantificagéo do tanino

Para a quantificagcao do tanino, foi realizado a analise espectrofotométrica do
acido tanico comercial a 2g/L (C7eHs52046) em diferentes diluicdes, a fim de medir a
absorbancia a cada comprimento de onda da regido UV da solugao, para em seguida,
efetuar a curva de calibracao e definir a absortividade molar do tanino e assim
determinar a concentracdo de tanino nas amostras de extragao dos chas da banana-
prata verde (Musa sapientum) e erva Melissa (Melissa officinalis). Para isso foi
construido uma curva de calibragdo com cinco pontos, a partir das concentracoes
2g/L, 1,66g/L, 1,339/L, 1g/L e 0,669g/L, nos comprimentos de onda de 320nm, 325nm
e 330nm, os quais o tanino absorve mais luz.

A partir da determinacdo dos comprimentos de onda, as amostras de chas

foram analisadas em triplicata no comprimento de onda 330nm, para posteriormente
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ser calculado a concentragao de tanino nas amostras através da equagao de Lambert-

Beer (A=¢.b.c), sendo a média das trés concentragdes o valor real.

2.3 Analise microbiolégica

A analise da eficiéncia dos 6leos essenciais ocorreu pela cultura microbioldgica
por caldo de carne, gelatina incolor e sacarose, a qual essa mistura foi incorporada e
disposta em placas de petri higienizadas e desinfetadas. Para essa analise, foram
adicionadas amostras de morango, tomate e morango, por apresentarem alta taxa de
apodrecimento, quando umidos e baixo pH, que favorece a proliferagao de bactérias

e fungos. Apds o preparo das placas, foram isoladas hermeticamente e reservadas.

3. RESULTADOS

3.1 Amostra de tanino

A banana-prata (Musa sapientum) verde e a erva Melissa (Melissa officinalis)
sdo as fontes de estudo sobre o tanino por possuirem concentragdes significativas
desta substancia. Para identificagcdo deste composto fendlico, foi utilizado a técnica
de precipitagdo de proteina, com gelatina incolor, que € composta por
macromoléculas, em que apos a adigdo do NaCl ocorre o efeito “salting-in”, no qual
com a dissociagdo do sal, suas cargas interagem com as moléculas proteicas,
diminuindo a interagado entre elas (Heleno; 2018). Portanto, através da interagdo com

o tanino, as proteinas se precipitam evidenciando a existéncia dele na amostra.

Figura 6: A) Precipitado de proteina do cha da banana. B) Precipitado de proteina do cha da erva

Melissa.

Fonte: Autoral.
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Figura 7: Efeito “salting-in”.
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Fonte: HELENO, 2018

3.2 Oleos Essenciais
Figura 8: A) Extragdo do OE do Syzygium aromaticum B) Decantagdo do OE C) Oleo essencial.

Fonte: Autoral.

Em duas etapas foi realizada a extracdo do 0leo essencial do cravo-da-india

(Syzygium aromaticum), pelo método de destilagdo simples com a coluna vigreux. Se
obteve uma mistura de 105mL de OE com &gua, sendo deixada em repouso por trés

dias em um funil de separacao. Ao final, se obteve cerca de 5mL de 6leo essencial de

cravo-da-india.

3.3 Quantificagao do tanino

Figura 9: Curva de calibragao do acido tanico.
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Através da construcdo da curva de calibragdo do acido tanico comercial, foi

determinado a absortividade molar de cada comprimento de onda, por meio da

equacéao da reta (y=ax+b). Pode-se observar que no comprimento de onda 330nm,

foi obtido um R? mais préximo de 1, ou seja, ele se ajusta melhor ao modelo linear

esperado. Logo, os dados obtidos na curva de calibragdo do acido tanico no

comprimento de onda 330nm, foi aplicada na equacido de Lei de Lambert-Beer

(A=¢.b.c) para determinar a concentracao de tanino nas amostras de cha da banana-

prata verde e erva Melissa.

Figura 10: Analise espectrofotométrica para a determinag¢ao da concentragio de tanino nas

amostras de cha no comprimento 330nm.

Analise espectrofotométriéa para a determinagao da
concentragdo de tanino

Cha da erva Melissa | 0,800A | 0,801A | 0,799A | ¥ = 3,44g/L
Cha da banana-prata | 0,775A [ 0,775A | 0,775A | x = 3,33¢g/L
verde

3.4 Analise microbiolégica

Fonte: Autoral.

Figura 10: A) Amostra de morango em meio propicio B) amostra de tomate em meio propicio C)

Amostra de tomate e morango em meio propicio e com OE do cravo-da-india.

Fonte: Autoral.
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Apos o preparo das placas de petri, pode avistar alguns resultados dentro de
trés dias, os quais as placas com meio propicio e sem OE, tiveram alta proliferagédo
de microrganismos (figura 10 A, B), enquanto a cultura com OE (figura 10 C), nédo
apresentou nenhuma formagdo de coldnias e esporos microbiolégicos a olho nu,

demostrando a eficiéncia do 6leo essencial do cravo-da-india.

Figura 11: A) Amostra de cenoura apenas em meio propicio B) Amostra de cenoura em meio

propicio com OE de lim&o Taiti.

Fonte: Autoral.

Com o preparo das placas de petri para a analise microbiana do OE do limao
Taiti finalizado, pode ser observado que apés aproximadamente trés dias houve a
proliferacdo de microrganismos (vistos a olho nu) na placa que nao continha o 6leo
essencial do liméao (Figura 12 B). Por outro lado, as placas que continham a cenoura

(Figura 12 A) com o OE do limao ndo demonstraram proliferagdo microbiana;

3.5 Sanitizante natural

Ap0s todas as analises concluidas, foi possivel o preparo do produto, contendo
50% de cha da banana-prata verde, 36,7% de cha da erva Melissa, 6,7% do OE do
cravo da India e 6,7% do OE do limao Taiti. Este produto foi armazenado em um frasco
contendo conta gotas.

Figura 12: Frasco com conta gotas contendo o sanitizante natural.

Fonte: Autoral.
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Para a analise da eficiéncia do sanitizante natural, houve o preparo de culturas

microbiolégicas com tomate, morango e cenoura.

Figura 13: A) Cultivo microbiologico do Figura 14: A) Cultivo microbiolégico da
morango em meio propicio e sem sanitizante B) cenoura em meio propicio e sem sanitizante; B)
morango em meio propicio e com sanitizante. cenoura em meio propicio e com sanitizante.

Fonte: Autoral. Fonte: Autoral.

Figura 15: A) Cultivo microbioldgico do tomate em meio
propicio e sem sanitizante B) tomate em meio propicio e
com sanitizante.

Fonte: Autoral.

4. CONCLUSAO

A priori, utilizando-se trés gotas do sanitizante natural concentrado, foi
perseptivel os resultados preliminares do produto final, que demonstrou eficiéncia ao
reduzir e/ou eleiminar os microsganismos (visivelmente) comparado as amostras que
nao possuiam o sanitizante natural. Sendo assim, o objetivo do projeto foi atingido ao
evidenciar que € possivel a produgédo de um sanitizante 100% natural com os extratos
utilizados e com as mesmas propriedades de um sanitizante sintético clorado.
Ademais, para testes futuros, seria de grande interesse estabeler diluigdo minima em
que apresenta eficiencia, de modo que se assemelhe cada vez mais com os

sanitizantes oferecidos no mercado.
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