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RESUMO  

A disponibilidade de nutrientes e a diversidade nutricional tornam os alimentos 

suscetíveis à contaminação por bactérias, bolores e leveduras, representando um desafio 

significativo para a indústria alimentícia na manutenção da qualidade e segurança. Apesar 

das várias técnicas e aditivos disponíveis para o processamento de alimentos, a crescente 

demanda dos consumidores por produtos com menor quantidade de aditivos sintéticos é 

evidente. A perspectiva de substituir esses aditivos por antimicrobianos naturais, como o 

carvacrol, é considerada pelas indústrias alimentícias. No entanto, desvantagens como a 

alta volatilidade, sabor residual e degradação durante o processamento são desafios a 

serem superados. A encapsulação em nanopartículas, utilizando matrizes naturais como 

mucilagens, emerge como uma alternativa promissora para proteger os compostos, 

preservando sua atividade antimicrobiana e proporcionando liberação controlada. Este 

estudo buscou encapsular carvacrol em nanocápsulas de mucilagem de chia (CMNP) e 

linhaça (FMNP), visando a inibição de bactérias patogênicas relevantes em alimentos. As 

nanocápsulas foram produzidas pela técnica de emulsificação de alta energia, sendo 

caracterizadas e avaliadas quanto à sua ação antimicrobiana contra coquetéis de 

Salmonella enterica e Listeria monocytogenes in vitro no artigo 1. As CMNP 

apresentaram diâmetro de 179 nm, potencial zeta de -11,4 mV e eficiência de 

encapsulação de 98%. A Concentração de Inibição Bactericida (CIB) das CMNP foi de 

0,42 mg/mL contra Salmonella e de 0,83 mg/mL contra L. monocytogenes. FMNP 

apresentou diâmetro de 165,3 nm, potencial zeta de -12,6 mV e eficiência de 

encapsulação de 98%. CIB das FMNP foi de 0,83 mg/mL contra as duas bactérias 

testadas. CMNP e FMNP apresentaram melhor eficiência na inativação de Salmonella e 

L. monocytogenes em comparação com emulsão de carvacrol (1,77 mg/mL para ambos 

microrganismos). A cinética de multiplicação/inativação in vitro foi determinada para 

cada bactéria (8 log UFC/mL) utilizando diferentes concentrações de CMNP e FMNP. 

Após 2 horas de contato a 37 °C, CMNP e FMNP em concentração CIB inibiram 

Salmonella e L. monocytogenes abaixo do limite de detecção do método (< 1,69 log 

UFC/mL). Entretanto, para CMNP ao final do experimento (48 horas) os baixos níveis 

mantiveram-se constantes, enquanto para FMNP a partir de 24 horas as contagens dos 

microrganismos aumentaram, atingindo 3 log UFC/mL em 48 horas. Portanto, CMNP foi 

selecionada para as próximas etapas da pesquisa. O artigo 2, apresentou uma nova 

abordagem envolvendo a aplicação de CMNP como ingrediente antimicrobiano contra 

Salmonella em carne de frango. Nesse artigo, foi determinada a CIB de CMNP e emulsão 

de carvacrol (CE) em caldo de galinha, visando aplicar essa concentração em amostras 

de carne de frango artificialmente contaminadas com um coquetel de Salmonella, além 

de analisar as modificações de cor e textura das amostras tratadas. A CIB das CMNP e 

da CE em caldo de galinha foi de 0,92 mg/mL e 1,77 mg/mL, respectivamente. Estas 

concentrações foram aplicadas para avaliar a cinética do crescimento bacteriano em 

amostras de carne de frango armazenadas sob refrigeração durante 72 h. Para CMNP foi 

observada uma redução de ~2 log UFC/g nas contagens de Salmonella durante as 72 horas 

do experimento. Para CE, a redução máxima ocorreu às 6 h (1,7 log UFC/g).  Após o 

tratamento houve mudança de cor das amostras, apresentando coloração esbranquiçada, 

semelhante à do frango cozido. A textura das amostras tornou-se mais firme após 48 h de 

exposição aos tratamentos. Portanto, a CMNP tem potencial para ser utilizada como 

antimicrobiano em frangos processados, como nuggets ou hambúrgueres, considerando 

sua eficácia contra Salmonella e que as alterações de cor e textura não serão perceptíveis 

ao consumidor, especialmente considerando que esses alimentos são consumidos após o 

processo de cozimento. No artigo 3, as mesmas nanocápsulas (CMNP) foram aplicadas 

como sanitizante em repolho para avaliar sua atividade contra Salmonella, E. coli e L. 
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monocytogenes, em comparação com CE e solução clorada 200 ppm (CS). Após a 

sanitização, foram avaliados os impactos na cor e textura das amostras de repolho. CMNP 

reduziu Salmonella para níveis abaixo do limite de detecção (< 2 log UFC/mL), para E. 

coli houve redução de ~3,5 log UFC/mL e de ~2,5 log UFC/mL para L. monocytogenes. 

Estes resultados são semelhantes ou mesmo superiores aos obtidos com CE e CS. Além 

disso, a higienização de repolho com CMNP preservou a firmeza e a cor das amostras. 

Esta abordagem inovadora é promissora para aumentar a segurança microbiológica do 

repolho, ao mesmo tempo que atenua os potenciais inconvenientes associados aos 

métodos de higienização tradicionais. Portanto, CMNP mostram potencial para uso como 

conservante de aplicação direta em alimentos ou sanitizante de vegetais, sendo 

necessários mais estudos para futura aplicação na indústria de alimentos.  

 

Palavras-chave: Carvacrol; Nanocápsulas; Patógenos; Frango; Repolho; Sanitização 

 

 

 



6  

 

ABSTRACT  

The availability of nutrients and nutritional diversity make food susceptible to 

contamination by bacteria, molds and yeasts, representing a significant challenge for the 

food industry in maintaining quality and safety. Despite the various techniques and 

additives available for food processing, the growing consumer demand for products with 

fewer synthetic additives is evident. The perspective of replacing these additives by 

natural antimicrobials, such as carvacrol, has been considered by the food industry. 

However, disadvantages such as high volatility, aftertaste and degradation during 

processing are challenges to overcome. Encapsulation in nanoparticles, applying natural 

matrices such as mucilage, has emerged as a promising alternative for protecting 

compounds, preserving their antimicrobial activity and providing controlled release. This 

study aimed to encapsulate carvacrol in chia mucilage (CMNP) and flaxseed (FMNP) 

nanocapsules to inhibit food-borne pathogenic bacteria. The nanocapsules were produced 

using the high-energy emulsification technique and were characterized and evaluated for 

their antimicrobial action against cocktails of Salmonella enterica and Listeria 

monocytogenes in vitro in paper 1. The CMNPs exhibited a diameter of 179 nm, a zeta 

potential of -11.4 mV and an encapsulation efficiency of 98%. The Bactericidal Inhibition 

Concentration (BIC) of the CMNPs was 0.42 mg/mL against Salmonella and 0.83 mg/mL 

against L. monocytogenes. FMNP exhibited a diameter of 165.3 nm, a zeta potential of -

12.6 mV and an encapsulation efficiency of 98%. The CIB of the FMNPs was 0.83 

mg/mL against the two bacteria tested. CMNP and FMNP exhibited better efficiency in 

inactivating Salmonella and L. monocytogenes compared to carvacrol emulsion (1.77 

mg/mL for both microorganisms). Kinetics of microbial growth/survival in vitro were 

determined for each bacterium (8 log CFU/mL) applying different concentrations of 

CMNP and FMNP. After 2 hours of contact at 37 °C, CMNP and FMNP at CIB inhibited 

Salmonella and L. monocytogenes below the detection limit (< 1.69 log CFU/mL). 

However, for CMNP at the end of the experiment (48 hours) the low levels remained 

constant, while for FMNP after 24 hours the microorganism counts increased, reaching 3 

log UFC/mL in 48 hours. Therefore, CMNP was selected for the next phases of the 

research. The second paper exhibited a new approach involving the application of CMNP 

as an antimicrobial ingredient against Salmonella in chicken meat. In this paper, the CIB 

of CMNP and carvacrol emulsion (CE) in chicken broth was determined, with the aim of 

applying this concentration to samples of chicken meat artificially contaminated with a 

cocktail of Salmonella, as well as analyzing the changes in color and texture of the treated 

samples. The CIB of CMNP and CE in chicken broth was 0.92 mg/mL and 1.77 mg/mL, 

respectively. These concentrations were used to assess the kinetics of bacterial growth in 

chicken meat samples stored under refrigeration for 72 hours. For CMNP, a reduction of 

~2 log CFU/g in Salmonella counts was observed during the 72 hours of the experiment. 

For CE, the maximum reduction occurred at 6 h (1.7 log CFU/g). After treatment, the 

color of the samples changed to whitish, similar to cooked chicken. The texture of the 

samples became tighter after 48 h of exposure to the treatments. Thus, CMNP has the 

potential to be applied as an antimicrobial in processed chickens, such as nuggets or 

hamburgers, due to its efficacy against Salmonella and considering that the changes in 

color and texture will not be noticeable to the consumer, especially given that these foods 

are consumed after the cooking process. In paper 3, the same nanocapsules (CMNP) were 

applied as a sanitizer to cabbage to evaluate their activity against Salmonella, E. coli and 
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L. monocytogenes, in comparison with CE and 200 ppm chlorinated solution (CS). After 

sanitization, the impacts on the color and texture of the cabbage samples were evaluated. 

CMNP reduced Salmonella to levels below the detection limit (< 2 log CFU/mL), for E. 

coli there was a reduction of ~3.5 log CFU/mL and ~2.5 log CFU/mL for L. 

monocytogenes. These results are similar or even superior to those obtained with CE and 

CS. In addition, sanitizing cabbage with CMNP preserved the firmness and color of the 

samples. This innovative approach is promising for increasing the microbiological safety 

of cabbage, while mitigating the potential drawbacks associated with traditional 

sanitization methods. Therefore, CMNPs show potential for use as a preservative for 

direct application in food or as a vegetable sanitizer, and further studies are necessary for 

future application in the food industry. 

 

Keywords: Carvacrol; Nanocapsules; Pathogens; Chicken; Cabbage; Sanitization 
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1. INTRODUÇÃO   

  

 A ampla variedade e disponibilidade de nutrientes tornam os alimentos suscetíveis 

à contaminação por bactérias, bolores e leveduras, apresentando um desafio significativo 

para a indústria alimentícia na preservação de sua qualidade e segurança. Enquanto a 

contaminação por microrganismos deteriorantes provocam modificações nas 

características organolépticas, diminuindo a qualidade (PELLISSERY et al., 2019; SUN 

et al., 2022), os microrganismos patogênicos e sua toxinas podem ser causadores de 

doenças, tornando o alimento potencialmente inseguro (GONELIMALI et al., 2018; 

ZHAO; TALHA, 2021).  

As doenças transmitidas por alimentos (DTAs) geralmente são causadas por 

bactérias, vírus ou parasitas devido a falhas durante o processamento de alimentos. Dentre 

os microrganismos patogênicos que despertam maior interesse dos órgãos 

governamentais de vigilância epidemiológica destacam-se Salmonella e Listeria 

monocytogenes. Geralmente DTAs causam sintomas leves como náuseas, vômitos e 

diarreia, porém em crianças, idosos e imunodeprimidos podem provocar a morte 

(BRASIL, 2022a; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022). 

Diversas técnicas podem ser utilizadas para conservação de alimentos 

(congelamento, resfriamento, cura e outros), sendo permitida a adição de conservantes e 

aditivos durante o processamento (BRASIL, 2019). Entretanto, muitos desses aditivos 

são prejudiciais à saúde quando ingeridos acima da dose permitida (JABARI et al., 2018), 

aumentando a demanda por alimentos mais naturais e com menor quantidade de aditivos 

sintéticos. Este posicionamento dos consumidores aumentou o interesse da indústria 

alimentícia por inovações tecnológicas, como a substituição de conservantes sintéticos 

por antimicrobianos naturais, visando  a manutenção da segurança e qualidade de seus 

produtos (DELGADO-PANDO et al., 2021; SANTIESTEBAN-LÓPEZ et al., 2022). 

Antimicrobianos naturais podem ter origem vegetal, animal ou microbiana, sendo 

mais utilizados em pesquisas os óleos essenciais (OE), devido sua elevada atividade  

antimicrobiana contra microrganismos patogênicos e deteriorantes (JU et al., 2019; 

MAURYA et al., 2021; PRAKASH et al., 2018). Como esses óleos geralmente 

apresentam odor forte e característico muitas pesquisas são realizadas com compostos 

extraídos dos OE, que possuem odores mais suaves, tais como carvacrol, que é o mais 

estudado para aplicações em alimentos (MARINELLI et al., 2019; PATEIRO et al., 2021; 

SANTIESTEBAN-LÓPEZ et al., 2022). 
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O carvacrol é extraído dos óleos essenciais de orégano (Origanum vulgaris L.) e 

tomilho (Thymus vulgaris L.) e apresenta excelente atividade antimicrobiana contra 

bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas), fungos filamentosos e leveduras 

(HAJIBONABI et al., 2023; KACHUR; SUNTRES, 2020). Sua adição em alimentos é 

permitida na China, Estados Unidos (LIU  et al., 2021) e União Europeia (EUROPEAN 

COMMISSION, 2002) como flavorizante. Além disso, apresenta baixa toxicidade para 

humanos, sendo considerado uma substância Geralmente Reconhecida como Segura 

(GRAS) (FDA, 2018).  

Entretanto, a aplicação de carvacrol no processamento de alimentos é limitada 

devido a características como hidrofobicidade, baixa estabilidade, odor marcante e alta 

volatilidade (WANG; WU, 2021), o que torna a encapsulação uma estratégia para 

possibilitar sua utilização nestes produtos.  

 A nanoencapsulação proporciona a proteção de compostos sensíveis no interior de 

uma partícula de dimensões nanométricas (menor que 1000 nm) produzida a partir de 

uma matriz polimérica sintética ou natural, conforme característica desejada para a 

nanopartícula (ASSADPOUR; JAFARI, 2019; SOUZA et al., 2022). Esta técnica 

promove liberação gradativa do composto encapsulado (CHARLES et al., 2022; 

HAJIBONABI et al., 2023; NIZA et al., 2020), além de melhorar sua solubilidade, 

mascarar odores indesejáveis e proteger os compostos encapsulados das condições 

adversas do processamento (alta temperatura, umidade, pH e outros) (KAUR, R.; KAUR, 

L., 2021).  

 Polímeros naturais podem ser extraídos de plantas, animais ou microrganismos, 

apresentando baixa toxicidade e variedade de aplicações (KOUHI; PRABHAKARAN; 

RAMAKRISHNA, 2020; ZHAO et al., 2022). Nas pesquisas para aplicação em 

alimentos, destaca-se a utilização de quitosana, alginato, amido, pectina e, nos últimos 

anos, gomas e mucilagens (WAGHMARE et al., 2021).  

Mucilagens são carboidratos produzidos por plantas como material de reserva de 

energia e água  (PRAJAPATI et al., 2013; TOSIF et al., 2021; WAGHMARE et al., 

2021). São polímeros que possuem alta capacidade de hidratação, baixo custo e não 

apresentam toxicidade (CAMPO et al., 2017; SOUKOULIS; GAIANI; HOFFMANN, 

2018; TAHERI; JAFARI, 2019). Apresentam grande potencial para uso como material 

de parede pois conseguem reter compostos bioativos no interior das nanopartículas 

(TOSIF et al., 2021) e sua estrutura pode ser quimicamente modificada para melhorar 
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características como biocompatibilidade e estabilidade (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 

2016; REHMAN et al., 2020).  

 Diversos estudos utilizaram mucilagens para a produção de nanopartículas a partir 

de vegetais comestíveis (CHARLES et al., 2022; EKRAMI et al., 2022; TAHERI; 

JAFARI, 2019) destacando-se chia (ANTIGO et al., 2020; CAMPO, C. et al., 2017; 

FERNANDES et al., 2023; ROOBAB et al., 2021) e linhaça  (NASRABADI; GOLI; 

DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI; GOLI; DOOST; ROMAN; et al., 

2019; REZAUL et al., 2023). 

 Nesse contexto, a preparação, caracterização e avaliação do potencial 

antibacteriano de nanocápsulas de mucilagem de chia e linhaça como um novo 

antimicrobiano inovador representam um avanço para o processamento e conservação de 

alimentos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Encapsular carvacrol em nanocápsulas de mucilagem de chia e linhaça visando a 

inibição de bactérias patogênicas de importância em alimentos de origem animal e 

vegetal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS    

a) Desenvolver e caracterizar nanocápsulas de mucilagem de chia e linhaça contendo 

carvacrol através de análise de tamanho, polidispersidade, eficiência de 

encapsulação e potencial zeta; 

b) Determinar a estabilidade das nanocápsulas por um período de 28 dias; 

c) Determinar a Concentração de Inativação Bactericida (CIB) de carvacrol livre, 

bem como do carvacrol encapsulado em nanocápsulas de mucilagens de chia e 

linhaça contra Salmonella e Listeria monocytogenes; 

d) Determinar a cinética de multiplicação in vitro de Salmonella e L. monocytogenes 

em presença de carvacrol livre e encapsulado em nanocápsulas de mucilagens de 

chia e linhaça utilizando diferentes concentrações, CIB e ½ CIB (metade da 

concentração determinada como CIB); 

e) Determinar a CIB de carvacrol livre e encapsulado em nanocápsulas de 

mucilagem de chia contra Salmonella em caldo de frango;  

f) Determinar a cinética de multiplicação/inibição de Salmonella artificialmente 

inoculada em carne de frango, mantido em refrigeração durante 72 horas, na 

presença de carvacrol livre e encapsulado em nanocápsulas de mucilagem de chia; 

g) Avaliar a atividade antimicrobiana de carvacrol livre e e encapsulado em 

nanocápsulas de mucilagem de chia para sanitização de repolho artificialmente 

contaminado com Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Microrganismos patogênicos em alimentos 

Um dos desafios mais importantes para a indústria alimentícia é a manutenção da 

segurança e qualidade do alimento até o momento do consumo. Devido à disponibilidade 

de água, proteínas, carboidratos, lipídios e demais nutrientes os alimentos são facilmente 

degradados por bactérias, fungos e leveduras. A multiplicação de bactérias deteriorantes 

pode gerar mau cheiro, descoloração, viscosidade, formação de gás e redução do pH, 

diminuindo assim a qualidade dos produtos e levando ao desperdício de alimentos 

(PELLISSERY et al., 2019; SUN et al., 2022). 

Por outro lado, os microrganismos patogênicos e suas toxinas podem ser 

causadores de doenças, porém sem provocar alteração sensorial no alimentos 

(GONELIMALI et al., 2018; ZHAO; TALHA, 2021). Existem mais de 250 tipos de DTA 

conhecidas, a maioria causada por bactérias, vírus ou parasitas e relacionadas, 

principalmente, a falhas durante o processamento e manipulação dos alimentos. Os 

principais sintomas de DTA são náuseas, vômitos e diarreia, acompanhadas ou não de 

febre, porém podem evoluir para perdas de funções vitais e morte, afetando 

principalmente crianças, idosos e imunodeprimidos (BRASIL, 2022a; EUROPEAN 

FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022). 

Dentre os microrganismos patogênicos Salmonella é um dos principais causadores 

de surtos alimentares e Listeria monocytogenes é outro patógeno muito importante na 

área de alimentos, pois provoca doença com alta letalidade e vem causando diversos 

surtos em todo o mundo nos últimos anos (BRASIL, 2022a; CENTER FOR DISEASE 

CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY 

AUTHORITY, 2022).   

Neste sentido, os microrganismos patogênicos de interesse na presente pesquisa 

serão comentados a seguir.  

 

3.1.1 Salmonella 

Salmonella spp. são responsáveis por grande parte dos surtos alimentares que 

ocorrem no Brasil e no mundo (BRASIL, 2022a; CENTER FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION (CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 

2022). Estes microrganismos pertencem à família Enterobacteriaceae, são anaeróbios 

facultativos, possuem forma de bacilos Gram-negativos e temperatura ótima de 
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crescimento a 37 ºC. Podem ser encontradas no trato intestinal do homem e animais, 

principalmente aves (FORSYTHE, 2020; MILAN; TIMM, 2015). Salmonella apresenta 

uma notável capacidade de formar biofilme (LIU, X. et al., 2023; MUHAMMAD et al., 

2020; WANG, R.; KING; KALCHAYANAND, 2022) e pode exibir resistência a 

antimicrobianos (CHAVES et al., 2024; SURYA et al., 2023), tornando seu controle 

fundamental para indústria de alimentos. 

A doença causada por esta bactéria é a salmonelose cujo tempo de incubação e 

severidade dos sintomas dependem da quantidade de bactérias presentes no alimento 

ingerido, do estado imunológico da pessoa e do tipo de Salmonella. Entretanto, na maioria 

dos casos os sintomas surgem entre 12 a 36 horas após a ingestão, com quadro clínico 

caracterizado por febre, dor abdominal, diarreia, náuseas e vômitos. Em consequência da 

desidratação provocada pelos sintomas, as vezes pode ser necessária internação 

hospitalar. Em idosos e imunodeprimidos, algumas vezes, esta doença pode provocar a 

morte (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022). 

Os principais alimentos suscetíveis à contaminação por Salmonella são as 

preparações à base de ovos, principalmente as que utilizam gema crua. Porém, diversos 

outros alimentos com alto teor de umidade, proteína e carboidratos são suscetíveis à 

contaminação por Salmonella como carne bovina, carne de aves, leite, frutos do mar, 

frutas e vegetais (HE et al., 2021; LOPES; CARMO DA SILVA; TONDO, 2023; RETA 

et al., 2023).  

Alimentos processados, como nuggets e hambúrgueres de frango, não estão 

isentos de contaminação por Salmonella. Por exemplo, no período de 2016 a 2018, no 

Canadá, foram registrados surtos de salmonelose relacionados a tiras e nuggets de frango 

(THE NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA 

IN FOODS, 2023). Além disso, o cozimento inadequado desses alimentos representa um 

significativo fator de risco para infecção por Salmonella. A aparência dourada devido ao 

empanamento muitas vezes pode levar os consumidores a erroneamente presumir que o 

alimento está completamente cozido, aumentando o risco de ingestão crua (HOBBS et 

al., 2017). Adicionalmente, a presença de Salmonella nesses produtos pode resultar em 

contaminação cruzada nas cozinhas. 

No caso de vegetais folhosos, Salmonella pode penetrar nas folhas, tornando 

desafiadora a sua inativação por meio de sanitizantes convencionais 

(GRIVOKOSTOPOULOS et al., 2022). A detecção frequente desse microrganismo 

nesses alimentos foi evidenciada por um surto multiestadual em 2021 nos Estados 
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Unidos, envolvendo Salmonella Typhimurium em vegetais folhosos embalados, 

resultando em casos de salmonelose em 31 pessoas, com quatro hospitalizações 

(MCCLURE et al., 2023). 

 

3.1.2 Listeria monocytogenes  

Listeria monocytogenes é uma bactéria ubíqua, apresenta-se sob forma de 

bastonetes Gram-positivos, que não produzem toxina nem esporos. São capazes de 

multiplicar-se em presença ou ausência de oxigênio, em alimentos com pH ácido e sob 

temperaturas de refrigeração (CESARE et al., 2018; FORSYTHE, 2020; PASONEN et 

al., 2019). Além de contaminar os alimentos diretamente, podem também ser causadores 

de contaminação pós-processamento pois frequentemente L. monocytogenes é encontrada 

em ambientes de manipulação de alimentos sob forma de biofilmes (KOCOT; 

OLSZEWSKA, 2017). 

Este microrganismo causa listeriose, uma doença bastante severa que apresenta 

alta taxa de hospitalização e letalidade (20 a  40% dos casos), sendo bastante perigosa 

para pessoas pertencentes aos grupos de risco como idosos, imunocomprometidos e 

gestantes e seus bebês (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION 

(CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022; FAN et al., 2019).  

Seus sintomas iniciais são dores musculares, vômitos e diarreia, podendo evoluir para 

meningite, septicemia e outras doenças do sistema nervoso e em gestantes pode provocar 

aborto  (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022; FAN et al., 2019). 

Os principais alimentos envolvidos em surtos decorrentes de contaminação por L. 

monocytogenes são laticínios, carnes, salsichas, hambúrguer, vegetais, produtos 

marinados e peixes curados, além de refeições prontas para o consumo (devido 

contaminação cruzada) e alimentos com baixos teores de umidade. Entretanto, é difícil 

rastrear o alimento causador de listeriose, pois esta doença possui longo tempo de 

incubação (CESARE et al., 2018; JAMALI; CHAI; THONG, 2013; TAYLOR; QUINN; 

KATAOKA, 2019).  

Surtos envolvendo L. monocytogenes estão se tornando cada vez mais frequentes. 

Em 2021, nos Estados Unidos ocorreu simultaneamente em 13 estados um surto 

envolvendo saladas verdes embaladas, com 18 doentes, 16 hospitalizações e 3 mortes. 

Em 2023, ocorreu outro surto multiestadual nos Estados Unidos envolvendo saladas 

verdes embaladas, porém neste ano o número de estados afetados aumentou para 16, 

houve 19 doentes, 16 pessoas hospitalizadas e nenhuma morte. O ponto em comum entre 
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esses dois surtos recentes é que as saladas eram de marcas diferentes e compradas em 

várias lojas, portanto, pode-se concluir que a contaminação de vegetais folhosos por L. 

monocytogenes nos Estados Unidos está disseminada pelo país, sendo necessárias 

maiores medidas de controle (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION (CDC), 2023). 

   

3.1.3 Escherichia coli 

E. coli pertence à família das Enterobacteriaceae, não esporulada, que apresenta-

se na forma de bacilos Gram-negativos, com capacidade de fermentar glicose produzindo 

gás e ácido, com temperatura ideal de multiplicação situada 35 e 40 ºC. Sua detecção em 

alimentos ou água é indicador de contaminação fecal, pois esta bactéria é encontrada no 

intestino humano e de animais de sangue quente (FRANCO; LANDGRAF, 2008). 

    Embora a maioria das cepas não represente perigo para o hospedeiro, algumas 

cepas exibem altos graus de virulência, como a E. coli O157:H7,  um dos patógenos mais 

importantes veiculados por meio de alimentos (CARVALHO; MITTELSTAEDT, 2006). 

Os alimentos frequentemente implicados em surtos de contaminação por E. coli 

incluem leite não pasteurizado, produtos lácteos, água, sucos de frutas, vegetais 

consumidos crus e, especialmente, carne bovina mal cozida (ANDRADE, 2008). Em 

frutas e vegetais a contaminação por E. coli muitas vezes está ligada à presença de fezes 

de animais na água de irrigação, práticas inadequadas de manuseio ou sanitização 

insuficiente (LIU, C.; HOFSTRA; FRANZ, 2013).  

 Nas últimas duas décadas, os vegetais folhosos tornaram-se um dos alimentos 

mais consumidos no mundo e juntamente com o aumento do consumo também houve 

crescimento no número de surtos envolvidos com estes alimentos, principalmente na 

Europa e América do Norte. Entre os anos de 1999 e 2019, foram atribuídos à 

Escherichia coli mais de 4.500 surtos na Europa e mais de 3.000 surtos na América do 

Norte (AIYEDUN et al., 2021).  

 

3.2 Inibição de bactérias patogênicas em alimentos  

A incorporação de antimicrobianos sintéticos, com o intuito de inibir patógenos 

em alimentos, representa uma solução economicamente viável amplamente adotada pela 

indústria. Contudo, é importante destacar que muitos desses conservantes 

antimicrobianos têm sido demonstrados como prejudiciais à saúde quando consumidos 

em doses superiores às permitidas (JABARI et al., 2018). Além disso, a associação 
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frequente entre as palavras "químico" e "sintético" por parte dos consumidores amplifica 

a percepção de potenciais riscos. Este cenário tem impulsionado uma crescente demanda 

por alimentos com menor quantidade de aditivos sintéticos, incentivando a indústria a 

explorar novas tecnologias para garantir a segurança e qualidade de seus produtos 

(JANJARASSKUL; SUPPAKUL, 2018; SHARMA et al., 2017). A substituição de 

conservantes sintéticos por antimicrobianos naturais emerge como uma dessas novas 

tecnologias com potencial promissor a ser investigado na preservação de alimentos. 

 

3.3 Antimicrobianos naturais 

 Os antimicrobianos naturais podem ser provenientes de animais, vegetais e 

microrganismos, entretanto, os óleos essenciais (OE) e seus componentes destacam-se 

devido seu pronunciado efeito antimicrobiano contra ampla gama de microrganismos 

patogênicos e deteriorantes (JU et al., 2019; MAURYA et al., 2021; PRAKASH et al., 

2018). Porém, devido ao odor característico destes óleos diversos estudos são realizados 

com compostos antimicrobianos derivados de OE, que geralmente apresentam odor e 

sabor mais suaves do que os OE, gerando menores alterações organolépticas nos 

alimentos (LEE; YUN; PARK, 2015). Um dos compostos derivados de óleos essenciais 

mais estudados para aplicações em alimentos é o carvacrol.  

  

3.3.1 Carvacrol 

O carvacrol é um fenol monoterpenóide extraído dos óleos essenciais de orégano 

(Origanum vulgaris L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.). Esse composto apresenta grande 

atividade antioxidante e antibacteriana contra bactérias patogênicas e deteriorante (Gram-

positivas e Gram-negativas), fungos filamentosos e leveduras (BURT, 2004; CHANG et 

al., 2017; MILADI et al., 2016). É um composto permitido para adição como flavorizante 

em alimentos na China, Estados Unidos (LIU et al., 2021) e União Europeia 

(EUROPEAN COMMISSION, 2002), além de apresentar baixa toxicidade para humanos 

e ser considerado uma substância GRAS pelo FDA (FDA, 2018).  

Carvacrol é o composto extraído de óleos essenciais mais utilizado em pesquisas 

(MARINELLI et al., 2019), principalmente devido ao efeito desintegrador na membrana 

externa de microrganismos Gram-negativos, uma característica incomum em compostos 

extraídos de óleos essenciais (STORIA et al., 2011). O carvacrol, por ser um composto 

altamente lipofílico, age na membrana celular dos microrganismos, alojando-se entre os 

ácidos graxos, causando desestabilização de sua estrutura com ruptura e vazamento dos 
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íons K- e H+, causando morte celular (KACHUR; SUNTRES, 2020; MARINELLI; 

STEFANO; CACCIATORE, 2018). 

Apesar de sua reconhecida atividade antimicrobiana contra os principais patógenos 

alimentares  (CACCIATORE et al., 2020; CAMPANA; BAFFONE, 2018; ENGEL et 

al., 2017; HECKLER  et al., 2020; VIDÁCS et al., 2018), a aplicação de carvacrol é 

limitada devido ao seu odor pronunciado, hidrofobicidade, baixa estabilidade, alta 

volatilidade (WANG; WU, 2021)  e suscetibilidade a degradação por agentes químicos 

(ar, pH, umidade) e físicos (luz UV, temperatura) (DORMAN; DEANS, 2000). Além 

disso, o carvacrol pode interagir com os componentes dos alimentos, diminuindo sua 

atividade antimicrobiana (BRANDELLI; LOPES; BOELTER, 2017), tornando a 

encapsulação uma estratégia para possibilitar sua utilização em alimentos.   

 

3.4 Nanoencapsulação 

 A nanoencapsulação é uma técnica que visa proteger compostos sensíveis no 

interior de partícula de tamanho nanométrico (menor que 1.000 nm) produzida a partir de 

uma matriz polimérica inerte (material de parede) proporcionando a liberação dos 

compostos encapsulados de forma gradativa sob determinadas condições específicas  

(CHANDRAKASAN et al., 2019; JAFARI, 2017). Além disso, as nanopartículas 

apresentam grande área superficial, favorecendo o contato entre nanopartículas e células 

microbianas (OGUNSONA et al., 2019; SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH, 2017) 

e devido ao seu tamanho ser aproximadamente 1.000 vezes menor que o tamanho das 

bactérias (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2021) conseguem 

penetrar através da membrana plasmática destes microrganismos (MORONES et al., 

2005). A estratégia de nanoencapsulação é eficaz para proteger o material do núcleo 

contra condições adversas do processamento de alimentos (alta temperatura, umidade, pH 

e outros), mascarar odores indesejáveis e melhorar a bioatividade, solubilidade e 

estabilidade dos compostos encapsulados (KAUR, R.; KAUR, L., 2021). 

 O composto presente no interior da cápsula é chamado de núcleo ou 

encapsulado, sendo possível encapsular materiais sólidos, líquidos ou gasosos (JAFARI, 

2017; MAHDAVI et al., 2014). Os polímeros usados como material de parede podem ser 

sintéticos ou naturais, dependendo da característica desejada para a nanopartícula 

(MOHAMMADI et al., 2017).   
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3.5 Polímeros naturais 

 Os polímeros naturais também são chamados de biopolímeros, pois são 

produzidos por plantas, animais ou microrganismos. Podem ser obtidos através de 

extração direta de materiais biológicos, sintetizados a partir de monômeros naturais ou 

produzidos por microrganismos geneticamente modificados (AHMADZADEH; 

KHANEGHAH, 2019). Estes polímeros, de maneira geral, apresentam baixa toxicidade 

quando comparados aos polímeros sintéticos (HORST; MOIEMEN; GROVER, 2019; 

PRAJAPATI et al., 2013). 

 De maneira equivocada, muitas vezes biopolímeros são confundidos com 

polímeros biodegradáveis. Entretanto, um polímero somente será considerado 

biodegradável se em sua degradação produzir unicamente gases, água e biomassa, 

independente se sua origem for sintética ou natural (REHMAN et al., 2020). 

 Polímeros naturais são divididos em três classes distintas: polissacarídeos, 

proteínas e polinucleotídeos, porém nas pesquisas acerca de nanoencapsulação os 

polímeros mais utilizados são os polissacarídeos (REHMAN et al., 2020), destacando-se 

quitosana, alginato, amido, pectina e, nos últimos anos, gomas e mucilagens.  

 

3.5.1 Mucilagens 

 As mucilagens são produtos normais do metabolismo das plantas, compostas 

por carboidratos de alto peso molecular que são formados dentro das células vegetais para 

serem utilizados como material de reserva de energia e água (JANI et al., 2009; 

PRAJAPATI et al., 2013). São polímeros hidrossolúveis, que podem ser classificados 

como polissacarídeos aniônicos, não aniônicos ou sais de polissacarídeos. Apresentam 

alta capacidade de hidratação, baixo custo, são materiais não-tóxicos, biocompatíveis, 

abundantes na natureza e quimicamente modificáveis conforme a aplicação de interesse 

(CAMPO et al., 2017; SOUKOULIS; GAIANI; HOFFMANN, 2018; TAHERI; JAFARI, 

2019).    

 Mucilagens possuem grande potencial para uso como material de parede de 

nanopartículas pois os carboidratos de alto peso molecular favorecem a retenção de 

compostos bioativos (TOSIF et al., 2021) e modificações químicas podem ser facilmente 

realizadas em sua estrutura para melhorar características como biocompatibilidade e 

estabilidade (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016; REHMAN et al., 2020). Também 

podem ser utilizados como estabilizadores em emulsões, pois provocam redução da 

tensão interfacial entre óleo e água (GOLKAR; TAGHAVI; DEHNAVI, 2018; SIBAJA-
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HERNÁNDEZ et al., 2015). A estabilização ocorre porque a pequena porção de lipídios 

presentes na mucilagem se ligam à fração hidrofóbica do sistema, adsorvendo as gotículas 

de óleo,  ao mesmo tempo em que a porção hidrofílica da mucilagem se liga à fase aquosa, 

estabilizando a emulsão por repulsão estérica (FERNANDES; MELLADO, 2018; 

YADAV; MOREAU; HICKS, 2007). 

Nos últimos anos diversas mucilagens extraídas de vegetais comestíveis estão 

sendo estudadas como material de parede para a produção de nanopartículas tais como 

quiabo (PRASAD, A. R. et al., 2019), manjericão (KURD; FATHI; 

SHEKARCHIZADEH, 2019; MOHAMMAD; HASHEMI; MOUSAVI, 2017), chia 

(CAMPO et al., 2017; STEFANI et al., 2019; TIMILSENA; ADHIKARI et al., 2016), 

linhaça (NASRABADI; GOLI; DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI; 

GOLI; DOOST; ROMAN; et al., 2019) e outros. 

 

3.5.1.1 Linhaça 

 Linho (Linum usitatissimum L.) é uma planta herbácea pertencente à família 

Linaceae, nativa do Oriente Médio, cujos maiores produtores atualmente são Canadá, 

Estados Unidos, Índia e China (KAUR, R.; KAUR, M.; GILL, 2017). São subdivididos 

em dois tipos de cultivares diferentes: de um são extraídas as fibras para produção de 

tecido e do outro são utilizadas as sementes para fins alimentares (ZUK et al., 2015).  

 As sementes de linho, chamadas de linhaça, são  ricas em ácidos graxos poli-

insaturados, carboidratos, flavonóides, fibras e proteínas (CZEMPLIK et al., 2011; POPA 

et al., 2012), das quais podem ser extraídos óleo, utilizado na alimentação humana, e 

também mucilagem, que é facilmente extraível com água e possui propriedades físico-

químicas, funcionais e sensoriais (sabor insípido) adequadas para uso em aplicações 

alimentícias (BASIRI et al., 2018; KAEWMANEE et al., 2014). A mucilagem da linhaça 

representa entre 3 a 9% do peso total das sementes e é composta principalmente por 

polissacarídeos (50 - 80%) (KAEWMANEE et al., 2014; OOMAH et al., 1995). Esta 

porção polissacarídica é dividida em uma fração neutra (83%), composta por 

heteropolissacarídeos de alto peso molecular, principalmente arabinoxilanos, e uma 

fração ácida (17%) composta por carboidratos menores, principalmente ácido 

galacturônico e ramnose (KAEWMANEE et al., 2014; QIAN et al., 2012).      

 A mucilagem de linhaça apresenta propriedades reológicas e capacidade de 

retenção de água semelhantes à goma arábica, por isso estão sendo estudadas aplicações 

em alimentos como estabilizante, espessante ou emulsificante (BASIRI et al., 2018; 
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KAEWMANEE et al., 2014; LIU et al., 2018). Vários estudos também comprovam seu 

potencial para uso como estabilizador para emulsões de óleo em água (LIU et al., 2018; 

NASRABADI; GOLI; DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI; GOLI; 

DOOST; ROMAN; et al., 2019).  

 

3.5.1.2 Chia 

 Chia (Salvia hispanica L.) é uma planta da família Lamiaceae, nativa do México 

e Guatemala. Suas sementes apresentam altos teores de ácidos graxos poli-insaturados 

(principalmente ômega-3), proteínas, fibras dietéticas, minerais e compostos fenólicos. 

Estas podem ser utilizadas na alimentação sob forma de óleo, mucilagem, farinha ou 

inteiras (MARINELI et al., 2014; SEGURA-CAMPOS et al., 2014).  

 Em 1996 a FAO (Food and Agricultural Organization) caracterizou a semente 

de chia como uma potencial fonte de goma de polissacarídeo devido às excelentes 

propriedades de formar géis em soluções aquosas, mesmo em baixas concentrações 

(MUÑOZ; AGUILERA; et al., 2012). Devido a suas características funcionais e 

nutricionais a chia atualmente é um vegetal cultivado em diversos países no mundo 

(DICK et al., 2015).  

 A semente de chia ao entrar em contato com água exsuda um gel mucilaginoso 

transparente (fibra dietética solúvel), composto principalmente por xilose, glicose e ácido 

metilglucurônico, que formam um polissacarídeo ramificado de alto peso molecular 

(variando entre 0,8 a 2,0 x 106 Da) (LIN; DANIEL; WHISTLER, 1994). Este gel 

apresenta alta capacidade de retenção de água (até 23 vezes seu peso em água) 

(TIMILSENA et al., 2015) e, devido a essas características, tem potencial para ser 

utilizado na indústria de alimentos como  emulsificante ou ingrediente (CÂMARA et al., 

2020; CAMPOS et al., 2016; SALGADO-CRUZ et al., 2013; ZETTEL; HITZMANN, 

2018), matéria-prima para o desenvolvimento de filmes biodegradáveis e/ou comestíveis 

(DICK et al., 2015; LUO et al., 2019; MUÑOZ et al., 2012) e material de parede para 

nanopartículas poliméricas (CAMPO et al., 2017; TIMILSENA et al., 2016; TOSIF et 

al., 2021).     

 Além disso, a mucilagem de chia já demonstrou possuir atividade 

antimicrobiana contra microrganismos da família Enterobacteriaceae (BRUNO-

BARCENA; AZCARATE-PERIL, 2015; XING et al., 2017), Salmonella Typhimurium 

e Campylobacter jejuni (FROEBEL, L. K.; FROEBEL, L. E.; DUONG, 2020).  
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4. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A metodologia e os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados na forma 

de artigos científicos publicados ou a serem submetidos para publicação em periódicos 

especializados. Cada subtítulo desse capítulo corresponde a uma publicação  

 

 

4.1 ARTIGO 1 

 Carvacrol encapsulation into nanoparticles produced from chia and 

flaxseed mucilage: Characterization, stability and antimicrobial activity against 

Salmonella and Listeria monocytogenes 

Artigo publicado no periódico Food Microbiology 108, 2022, 104116 

Disponível em: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074000202200140X 

  

 

4.2 ARTIGO 2  

 Carvacrol encapsulated in chia mucilage nanocapsules to inhibit Salmonella 

in chicken meat 

 

 

4.3 ARTIGO 3 

   Chia mucilage nanocapsules as an alternative sanitizer to inhibit Salmonella, 

Escherichia coli and Listeria monocytogenes in green cabbage 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074000202200140X
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5. DISCUSSÃO GERAL  

 

A técnica de nanoencapsulação como veículo para incorporação de antimicrobianos, 

visando a inibição de microrganismos relevantes em alimentos, é um tópico que está gerando 

diversas pesquisas atualmente. A tese em questão apresenta informações importantes sobre a 

aplicação da nanotecnologia, em conjunto com antimicrobianos naturais, no desenvolvimento 

de um agente antimicrobiano destinado à aplicação direta em alimentos ou na sanitização de 

vegetais. 

Inicialmente, carvacrol foi encapsulado em nanocápsulas, utilizando mucilagens 

provenientes de duas fontes distintas: chia e linhaça. As nanocápsulas contendo carvacrol foram 

caracterizadas e avaliadas em relação a ação antimicrobiana através de testes in vitro contra as 

bactérias patogênicas Salmonella e L. monocytogenes.  

O artigo 1 da presente tese revelou que ambas as mucilagens demonstraram eficácia na 

encapsulação do carvacrol, resultando na formação de partículas com dimensões apropriadas 

para serem consideradas nanoestruturas (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 

2021). Além disso, neste artigo foi desenvolvida a metodologia que denominamos de 

Concentração de Inativação Bactericida (CIB), uma adaptação da Concentração Bactericida 

Mínima (CBM). A CBM significa uma redução de 3 log UFC/g na população bacteriana de 

acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 1999), enquanto a CBI 

corresponde à concentração de antimicrobiano necessária para inativar toda a população 

microbiana (6 log UFC/mL).  

Nanopartículas de mucilagem de chia (CMNP) apresentaram diâmetro médio de 179 

nm, polidispersidade de 0,17, eficiência de encapsulação de 98,65 % e potencial zeta de – 11,4 

mV. A CIB das CMNP foi de 0,42 mg/mL contra Salmonella e 0,83 mg/mL contra Listeria 

monocytogenes.  

Nanopartículas de mucilagem de linhaça (FMNP) apresentaram diâmetro de 165,3 nm, 

polidispersidade de 0,25, potencial zeta de -12,6 mV e eficiência de encapsulação de 98,02 %. 

A CIB das FMNP foi de 0,83 mg/mL contra ambos microrganismos.  

Em relação ao tamanho as FMNP foram menores do que CMNP, fator que pode ser um 

facilitador para que essas nanopartículas penetrem através da membrana citoplasmática dos 

microrganismos (MORONES et al., 2005; RAI; BAI, J. A., 2011). Quanto à análise de 

polidispersidade, verifica-se que ambas as formulações apresentaram resultados semelhantes e 

próximos a 0,2, sugerindo baixa probabilidade de agregação das nanopartículas (KLANG et al., 

2012; KLANG; VALENTA, 2011). Em relação ao potencial zeta ambas as formulações 
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apresentaram resultado negativo, conforme previsto, uma vez que os óleos essenciais 

(MUTLU-INGOK et al., 2020), assim como as mucilagens empregadas, apresentam um 

potencial zeta negativo (HERCULANO et al., 2015; TIMILSENA; WANG; et al., 2016).  

Ambas nanopartículas apresentaram estabilidade em relação aos parâmetros físico-

químicos durante período de 28 dias, conforme demonstrado na tabela 2 do artigo 1. Este 

comportamento pode ser proveniente da presença de moléculas de surfactante na superfície das 

nanopartículas (FELICIO et al., 2020; WASHINGTON, 1996).  

Além disso, as formulações desenvolvidas apresentaram alta eficiência de encapsulação 

(98,65 % para chia e 98,02 para linhaça), resultado que é bastante frequente em estudos que 

encapsulam compostos hidrofóbicos usando material de parede hidrofílico (KHAYATA et al., 

2012; KUMAR et al., 2016; SOTELO-BOYÁS et al., 2017).   

O teste de cinética de multiplicação bacteriana in vitro é mais preciso quando comparado 

à CIB para analisar a eficiência de antimicrobianos, pois revela se os efeitos deletérios sofridos 

pelos microrganismos são dependentes do tempo ou da concentração (ARHIN et al., 2009; 

PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004). Neste teste, ao avaliar a ação das nanocápsulas em 

concentrações letais verificou-se que ambas formulações (CMNP e FMNP) foram eficientes 

para inibir os dois microrganismos após 2 horas de contato. Para L. monocytogenes ambas 

nanopartículas mantiveram as contagens abaixo do limite de detecção do método até o final do 

experimento. Entretanto, para Salmonella em contato com FMNP houve retomada do 

crescimento do microrganismo após 24 horas de ensaio, atingindo contagem de 2,8 log 

UFC/mL após 48 horas enquanto que para CMNP este microrganismo se manteve abaixo do 

limite de detecção do método durante todo o período. A melhor atividade antimicrobiana das 

CMNP contra Salmonella possivelmente é devido às grandes quantidades de planteose 

presentes na mucilagem de chia, um carboidrato que já demonstrou possuir ação bactericida 

contra enterobactérias (BRUNO-BARCENA; AZCARATE-PERIL, 2015; SHOAF et al., 

2006).  

Ao avaliar a ação de carvacrol livre em concentrações de CIB observou-se que tanto 

com 0,25 horas como em 48 horas de tratamento houve inibição abaixo do limite de detecção 

do método para todos os microrganismos avaliados. Portanto, o artigo 1 mostrou que carvacrol 

encapsulado em nanocápsulas de mucilagem de chia e linhaça apresentam potencial para o 

desenvolvimento de um conservante alternativo capaz de inibir microrganismos de importância 

em alimentos, especialmente Salmonella e L. monocytogenes.  

Após 2 horas de contato CMNP e FMNP em concentração CIB inibiram Salmonella e 

L. monocytogenes abaixo do limite de detecção do método (< 2 log UFC/mL), entretanto CMNP 
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manteve os níveis de Salmonella abaixo de 2 log UFC/mL até o final do experimento (48 horas), 

enquanto para FMNP contra o mesmo microrganismo houve retomada no crescimento após 24 

horas. Desta maneira, CMNP foram selecionadas para aplicação nos demais experimentos desta 

tese.   

No artigo 2 determinou-se a Concentração de Inativação Bactericida (CIB) de carvacrol 

encapsulado em nanocápsulas de mucilagem de chia (CMNP) e emulsão de carvacrol (CE) 

contra um coquetel de Salmonella enterica em caldo de galinha elaborado em laboratório. 

Também avaliou-se a cinética de crescimento/sobrevivência microbiana do mesmo coquetel 

inoculado artificialmente em carne de frango, além do efeito dos tratamentos antimicrobianos 

sobre a cor e textura das amostras após os tratamentos antimicrobianos. 

Os antimicrobianos CMNP e CE demonstraram atividade inibitória contra coquetéis de 

Salmonella em caldo de galinha (artigo 2) e BHI (artigo 1). Entretanto, os valores de CIB 

determinados para CMNP (0,92 mg/mL) e CE (1,77 mg/mL) foram maiores quando o teste foi 

realizado com caldo de galinha em comparação com BHI. Além disso, CMNP apresentou 

valores CIB mais baixos do que CE para ambos os caldos, demonstrando que a 

nanoencapsulação aumentou a ação antimicrobiana do carvacrol.  

No teste de cinética de crescimento/sobrevivência microbiana as contagens viáveis de 

Salmonella em amostras de frango foram monitoradas durante 72 horas de contato com 

diferentes soluções antimicrobianas: nanocápsulas de chia não carregadas com carvacrol 

(UCMN), CMNP e CE, conforme demonstrado na figura 1 do artigo 2.  

As CMNP proporcionaram as maiores reduções de Salmonella ao longo das 72 horas, 

alcançando reduções próximas de 2 log UFC/g durante todo o teste. Este resultado sugere que 

as nanocápsulas promoveram a libertação controlada do carvacrol, mecanismo esperado  

quando as nanocápsulas são aplicadas em alimentos (CHARLES et al., 2022; HAJIBONABI 

et al., 2023; NIZA et al., 2020). No entanto, quando comparado com o teste de cinética de 

multiplicação bacteriana in vitro utilizando caldo BHI, realizado no artigo 1, tornam-se 

evidentes as diferenças nos resultados apresentados. No teste anterior, a CMNP reduziu a 

população de Salmonella para contagens abaixo do limite de detecção da técnica (< 2 log 

UFC/mL) a partir de 2 horas até o final do teste (48 h), demonstrando que a presença de matéria 

orgânica diminui a eficácia dos antimicrobianos. A concentração de óleos essenciais e seus 

compostos necessária para inibir patógenos em matrizes alimentares é geralmente mais elevada 

do que a concentração necessária em testes laboratoriais utilizando meios de cultura (PORTER; 

MOREY; MONU, 2020). Este comportamento deve-se possivelmente à presença de gorduras 

e proteínas, que podem atuar como um escudo protetor para as bactérias, impedindo o contato 
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com os antimicrobianos e diminuindo sua eficácia (MOON; WAITE-CUSIC; HUANG, E., 

2020). 

A cor e firmeza das amostras de carne de frango após 72 horas de exposição aos 

tratamentos antimicrobianos UCMN, CMNP e CE foram também avaliados. Para caracterizar 

a cor de uma amostra no espaço de cor CIELAB são utilizados os parâmetros “L*” (indica 

luminosidade/escuridão), “a*” (a* negativo indica verde) e “b*” (b* positivo indica amarelo).       

Em relação ao parâmetro “L*” foi observado que as amostras expostas a CMNP e 

UCMN durante 24 horas ou mais exibiram cores mais claras (maior L*) quando comparadas às 

amostras controle, enquanto as amostras expostas a CE não demonstraram diferenças 

significativas em relação ao controle durante as 72 horas de teste. O aumento no valor de “L*” 

pode ser resultado da destruição da estrutura proteica induzida pela degradação enzimática 

durante o período de armazenamento, resultando num aumento da dispersão da luz (IJAZ et al., 

2020). Além disso, esta mudança de cor pode ser devido à presença de carvacrol, que reduz a 

formação de metemoglobina, a forma oxidada da hemoglobina, conforme inibe o crescimento 

de microrganismos (WANG et al., 2023). 

Em relação ao parâmetro “a*” todas as amostras apresentaram tons ligeiramente 

esverdeados, (a* < 0), porém visualmente não houve diferença entre as amostras.   

Para finalizar a análise individual dos parâmetros de cor observou-se que todas as 

amostras apresentaram valores de “b*” negativos, ou seja, tons amarelados. Entretanto, as 

diferenças entre os valores de “b*” foram muito pequenas, visualmente imperceptíveis, tal 

como aconteceu com o parâmetro “a*”. 

Os parâmetros “a*”, “b*” e “L*” individualmente são insuficientes para classificar a 

variação de cor das amostras como aceitável ou não aceitável, sendo necessária uma medida 

adicional, conhecida como Diferenças Totais de Cor (ΔE). De acordo com a classificação 

proposta por Chen & Majundar (2008), valores de ΔE entre 0 e 3 estão dentro da faixa aceitável, 

3,1 a 6 são considerados razoavelmente diferentes e valores entre 6,1 e 12 são classificados 

como altamente diferentes. Todas as amostras apresentaram ΔE maior que 6,1, com grande 

variação de cor entre as amostras após os tratamentos, pelo que nenhuma das amostras 

apresentou uma variação de cor aceitável. Esta variação foi bastante perceptível porque as 

amostras ficaram brancas, semelhantes à cor do frango cozido.  

A firmeza das amostras de frango foi avaliada através da determinação da força de 

cisalhamento Warner-Bratzler. Este teste avalia a força máxima relativa ao movimento da faca 

e a compressão necessária para cortar uma amostra de carne  (NOVAKOVIĆ; TOMAŠEVIĆ, 

2017).  
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As amostras expostas a todos os antimicrobianos a partir das 48 horas necessitaram 

maior força de cisalhamento aplicada para o corte, em comparação com as amostras expostas a 

0,25 horas. Este aumento da força necessária é possivelmente causado pela perda de água das 

amostras para a chia, o material de parede das nanocápsulas aplicadas neste estudo. A chia é 

um vegetal com características altamente hidrofílicas, provenientes de proteínas e fibras, que 

contribuem para as suas propriedades emulsificantes, permitindo que a mucilagem de chia 

absorva até 23 vezes o seu peso em água (CAKMAK et al., 2023; FERNANDES et al., 2023; 

MUÑOZ; COBOS; et al., 2012).  

Houveram alterações nos parâmetros de cor e textura após todos os tratamentos 

aplicados, portanto podemos afirmar que CMNP, CE e UCMN não seriam adequados para 

aplicação em carne crua de frango destinada ao consumo in natura. No entanto, enfatizamos 

que esses resultados não impedem o uso da CMNP como ingrediente para aplicação em 

produtos processados, como nuggets e hambúrgueres de frango, que serão consumidos após o 

cozimento.  

No artigo 3 investigou-se a atividade antimicrobiana de carvacrol encapsulado em 

nanocápsulas de mucilagem de chia (CMNP) como sanitizante para repolho verde, comparando 

sua eficácia com emulsão de carvacrol (CE) e solução de cloro (CS) contra Salmonella, 

Escherichia coli e Listeria monocytogenes. O tempo de aplicação para todos antimicrobianos 

foi de 15 minutos. As concentrações de CMNP e CE foram CIB e ½ CIB, sendo CIB 

determinado no artigo 1 e a concentração de CS foi de 200 ppm (BRASIL, 2009). Além da 

atividade antimicrobiana, foram também avaliadas as alterações na textura e na cor do repolho 

após os tratamentos de sanitização. 

Dentre os três microrganismos, a maior redução bacteriana no repolho ocorreu para o 

coquetel de Salmonella (< 2 log UFC/mL), quando o CMNP foi aplicado na concentração CIB. 

Esse resultado está de acordo com as normas brasileiras e americanas sobre critérios 

microbiológicos para vegetais, que estabelecem a ausência de Salmonella (BRASIL, 2022b; 

NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR 

FOODS (NACMCF), 2015). Para CS a redução nas contagens de células viáveis foi de 1,36 log 

UFC/g, enquanto para CE a redução foi de 2 log UFC/g. 

Para o coquetel de E. coli, o melhor tratamento de sanitização foi obtido com CMNP 

para ambas concentrações, CIB e ½ CIB, alcançando redução de ~3,5 log UFC/g. Esse resultado 

mostra que, mesmo que a contaminação inicial do coquetel de E. coli no repolho fosse alta (6 

log UFC/mL), após a sanitização com CMNP, em ambas as concentrações, o repolho estaria 

adequado para o consumo, pois é permitida presença de no máximo 2 log UFC/g de E. coli em 
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frutas e hortaliças (BRASIL, 2022b; NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON 

MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS (NACMCF), 2015). 

Para L. monocytogenes, as maiores reduções microbianas (~2,8 log UFC/g) foram 

alcançadas nos tratamentos CS, CE e CMNP na concentração CIB, sem diferenças 

significativas (p > 0.05) entre eles. O tratamento com CMNP reduziu o nível de inóculo inicial 

(6 log UFC/mL) para níveis semelhantes aos obtidos com cloro, ou seja, numa situação real o 

repolho poderia ser consumido, desde que este alimento não fosse oferecido a pessoas 

pertencentes a grupos de risco (imunodeprimidos, grávidas e idosos).  

Listeria monocytogenes é um agente patogênico capaz de crescer a temperaturas de 

refrigeração e de formar biofilmes na superfície das folhas (KANG; SONG, 2018), portanto a 

obtenção de um sanitizante capaz de reduzir os níveis de contaminação é um resultado muito 

positivo. É muito importante que os antimicrobianos sejam desenvolvidos para aplicação em 

repolho, porque nos últimos anos foram detectadas L. monocytogenes neste vegetal (U.S. 

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019, 2021; CENTER FOR DISEASE CONTROL 

AND PREVENTION (CDC), 2023). 

Os consumidores usam a cor dos vegetais como um indicador crítico de vários aspectos 

do produto, incluindo sua segurança e qualidade (SCHIFFERSTEIN; WEHRLE; CARBON, 

2019). Neste estudo, avaliou-se alterações na cor das folhas de repolho antes e depois dos 

tratamentos, bem como as diferenças de cor entre folhas tratadas com antimicrobianos e aquelas 

apenas lavadas com água (controle) para obter informações sobre o impacto dos tratamentos 

nos atributos de cor. Esta análise foi realizada usando o espaço de cor CIELAB, que avalia os 

parâmetros “L*” (claro/escuro), “a*” (negativo indica verde) e “b*” (positivo indica amarelo), 

e os resultados estão indicados na tabela 1 do artigo 3.  

Comparando todos os tratamentos em relação ao parâmetro “L*” observou-se que as 

amostras submetidas a CMNP em concentração CIB apresentaram a cor mais clara (maior L*), 

enquanto as amostras submetidas a CS apresentaram a cor mais escura (menor L*).  Em relação 

ao parâmetro "a*", observou-se que as amostras submetidas a todos os tratamentos 

apresentaram a* < 0, portanto mantiveram a cor verde das folhas. Para concluir a análise dos 

parâmetros individuais, observamos a variação do parâmetro b*'. Verificamos que todas as 

amostras submetidas a diferentes tratamentos exibiram valores de b*' > 0, indicando tons 

amarelados independentemente do tratamento aplicado. 

Similarmente ao que foi realizado com as amostras de frango no artigo 2, determinou-

se as Diferenças Totais de Cor (ΔE), onde ΔE entre 0 e 3 estão dentro da faixa aceitável, 3,1 a 
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6 são considerados razoavelmente diferentes e valores entre 6,1 e 12 são classificados como 

altamente diferentes (CHEN & MAJUNDAR, 2008).  

Dentre todas as amostras, apenas as tratadas com CMNP a ½ CIB apresentaram ΔE igual 

a 2,67, portanto com variação de cor aceitável. Por outro lado, o único tratamento cujas 

amostras exibiram uma variação de cor altamente diferentes (ΔE: 7,32) foi o tratamento que 

aplicou CE na concentração CIB. Estudos anteriores mostraram que o carvacrol não 

encapsulado pode causar impactos muito negativos na cor dos vegetais (CARDOSO et al., 

2023; YUAN; TEO; YUK, 2019; ZHANG, Z.; TAN; MCCLEMENTS, 2021). 

 Para todos os outros tratamentos, ΔE exibiu valores entre 3,1 e 6, ou seja, as amostras 

antes e após o tratamento são razoavelmente diferentes na cor, portanto, esses tratamentos são 

adequados para higienização de repolho. 
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6. CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo é possível concluir que: 

 Carvacrol foi adequadamente encapsulado em nanocápsulas de mucilagem de chia e 

linhaça. Ambas formulações apresentaram tamanho adequado, baixo índice de 

polidispersidade e alta eficiência de encapsulação.  

 As FMNP apresentaram menor tamanho do que as CMNP. 

 A análise da CIB evidenciou a necessidade de empregar uma concentração mais elevada 

de carvacrol livre em comparação com a forma nanoencapsulada (CMNP e FMNP) para 

inativar Salmonella e Listeria monocytogenes. 

 No teste de cinética de multiplicação in vitro as CMNP mostraram maior eficiência do 

que FMNP contra Salmonella, enquanto que para L. monocytogenes os resultados foram 

semelhantes para ambas nanopartículas.  

 O tratamento com CMNP na carne de frango resultou em maiores reduções nas 

contagens de Salmonella (~2,0 log UFC/g) durante 72 horas de exposição quando 

comparados com UCMN e CE. 

 CMNP apresentaram liberação controlada de carvacrol, gerando eficácia prolongada 

enquanto CE apresentou redução nas contagens dos microrganismos somente nas 

primeiras 6 horas de teste.  

 UCMN mostrou eficácia moderada, com pequenas reduções (0,76 log UFC/g) somente 

durante o primeiro dia de armazenamento. 

 Houve alterações significativas na cor das amostras de carne de frango quando expostas 

a todos os antimicrobianos. 

 As amostras de frango demonstraram maior firmeza quando submetidas a uma 

exposição prolongada aos antimicrobianos. 

 CMNP demonstra potencial para aplicação como ingrediente antimicrobiano em frango, 

desde que seja aplicada em alimentos processados como nuggets, hambúrgueres ou 

outros, onde a mudança de cor causada pelo tratamento antimicrobiano torna-se 

imperceptível devido às características do alimento.  

 Para os três coquetéis microbianos (Salmonella, E. coli e L. monocytogenes) o 

antimicrobiano nanoencapsulado (CMNP) apresentou reduções superiores ou 

semelhantes às obtidas nos tratamentos com solução de cloro. Este fato realça o 
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potencial substancial do CMNP para aplicação como agente sanitizante em repolhos e 

possivelmente em outros vegetais folhosos. 

 A sanitização de repolho com CMNP em concentração CIB resultou em maiores 

reduções nas contagens de Salmonella (4,12 log UFC/mL) e E. coli (3,77 log UFC/mL) 

em comparação com a sanitização com uma solução de cloro (200 ppm).  

 Para L. monocytogenes, a redução obtida após a aplicação de CMNP em concentração 

CIB (2,71 log UFC/mL) foi semelhante à redução obtida quando a higienização foi feita 

com solução de cloro (200 ppm).  

 Sanitização de repolho com CMNP em concentração CIB não causou mudanças 

significativas na cor e firmeza das amostras de repolho.  

 CMNP apresenta potencial para ser usado como um composto alternativo para a 

higienização de repolho.  

 A encapsulação de carvacrol em nanopartículas de mucilagem de chia demonstram 

potencial para uso como conservante de aplicação direta em alimentos ou sanitizante de 

vegetais, sendo necessários mais estudos e aprovação por órgãos regulamentadores para 

essas finalidades.  
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