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DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE NANOLIPOSSOMAS CONTENDO NISINA E EXTRATO DE
ALHO (Allium Sativum L.)

Autor: Cristian Mauricio Barreto!

Orientador: Prof. Dr. Adriano Brandelli

RESUMO

A seguranca dos alimentos é uma questdo importante para a industria e 0s
consumidores de alimentos. Neste contexto, a industria de alimentos tem um desafio
tecnologico devido ao aumento da preocupacao sobre a utilizacdo de conservantes
guimicos e ao aumento da demanda por alimentos mais naturais e minimamente
processados.

Este trabalho teve como objetivos a incorporacdo de extrato de alho em nano
estruturas de fosfatidilcolina e avaliacdo da sua atividade antimicrobiana contra
Listeria monocytogenes; avaliou-se, a producdo de nanolipossomas com a
combinagcdo de nisina e extrato de alho, e avaliar a sua atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Como resultado, foram obtidos
nanolipossomas contendo extrato de alho com 174,6 nm de diametro hidrodinadmico,
polidispersividade de 0,26; potencial zeta de -16,2 mV e eficiéncia de encapsulagéo
de 47,46%. Estes nanolipossomas reduziram em 4 ciclos logaritmicos a contagem
de células vidveis em quatro das cinco cepas de Listeria spp testesdos, depois de
10 horas de incubacdo a 37°C em leite integral. No segundo momento, foram
desenvolvidos nanolipossomas contendo a mistura nisina/extrato de alho, os quais
apresentaram um diametro hidrodindmico de 179 nm, potencial zeta de -27,7 mV e
uma eficiéncia de encapsulacdo de 82% e 90%, para nisina e extrato de alho
respectivamente. Estes nanolipossomas reduziram em 5-6 ciclos logaritmicos a
contagem de células viaveis de bactérias gram-positivas em 3-4 ciclos logaritmicos a
contagem de bactérias gram-negativas, comparados com o controle, quando
incubadas em leite integral a 37°C. Os produtos livres e encapsulados (extrato de
alho e nisina/extrato de alho) apresentaram idénticos resultados de atividade
antimicrobiana. Sendo assim, € possivel afirmar que o processo de encapsulcéo
manteve as propriedades antimicrobianas dos compostos analisados. Os resultados
deste estudo indicam que nanolipossomas que contém a combinacdo de nisina e
extrato de alho tém um alto potencial como antimicrobiano para uso em alimentos.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre ,RS, Brasil (101p.) Margo, 2016.
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DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY
EVALUATION OF NANOLIPOSOMES CONTAINING NISIN AND GARLIC
EXTRACT (Allium Sativum L.)

Author: Cristian Mauricio Barreto®
Supervisor: Adriano Brandelli

ABSTRACT

Food safety is an important issue for the industry and food consumers. In this
context, food industry has a technological challenge due to increase of the concern
about the use of chemical preservatives and the rising demand for more natural and
minimally processed foods. This study aimed to the incorparation of garlic extract into
nano estrutures of phosphatidilcholine and evaluation of its antimicrobial activity
against Listeria monocytogenes; also, to produce nano liposomes with the
combination of nisin and garlic extract and the evaluation of its antimicrobial activity
against gram-negative and gram-positive bacteria. As results, were obtained nano
liposomes containing garlic extract with 174.6 £ 17.3 nm of hidrodinamic diameter,
polidispersivity index of 0.26, zeta potencial of -16,2 mV and with an entrapment
efficiency of 47.46%. These nano liposomes decreased in 4 log cycles in viable cell
counts in four of the five strains of Listeria spp. tested, later of 10 hours of incubation
at 37°C in whole milk. In a second moment, were development nano liposomes
containing the combination of nisin/garlic extract, which had a hidrodinamic diameter
of 179 nm, zeta potencial of -27.7 mV and an entrapment efficiency of 82% and 90%
for nisin and garlic extract, respectively. These nanoliposomes decreased in 5-6 log
cycles the viable gram-positive bacteria counts and 3-4 log cycles the viable gram-
negative bacteria counts, comparated with the control, when incubated in whole milk
at 37°C. The free and encapsulated products (garlic extrac and nisin/garlic extract)
showed identical results of antimicrobial activity. Therefore, it can say that the
encapsulation process kept the antimicrobial properties of the compounds analyzed.
The results of this study indicate that nanoliposomes containing the combination of
nisin and garlic extract has a hight potencial as antimicrobial for food use.

'Master of Science dissertation in Agricultural Environmental Microbiology, Instituto
de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil (101p.) March, 2016.
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1. INTRODUCAO

A Listeria monocytogenes € o agente causador da listeriose, uma doenca
de origem alimentar que afeta os idosos, mulheres gravidas, fetos, recém-nascidos e
pessoas com o sistema imunoldgico enfraquecido (Allerberger e Wagner, 2010). L.
monocytogenes é uma séria preocupacao para a industria de alimentos, pois este
agente patogénico pode se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo comumente
utilizadas para controlar desenvolvimento microbiano nos alimentos (4°C a 10°C) e
também tolera altas concentracdes de sal e pH baixo (Ferreira et al., 2014). Muitas
categorias de alimentos tém sido relacionadas com surtos de listeriose: leite, queijos
macios e outros produtos lacteos, salsichas, peixe defumado, saladas e charcutaria
(Garrido et al., 2010). Embora L. monocytogenes seja inativada por tratamentos
térmicos utilizados em alimentos processados, pode ocorrer contaminacdo cruzada
no pés-processamento do alimento através de equipamentos e do meio ambiente,
devido a persisténcia deste patégeno nas areas de processamento (Ferreira et al,
2014.; Meloni et al, 2014.; Ortiz et al., 2014).

O alho (Allium sativum L.) é uma planta amplamente distribuida em todas
as partes do mundo, utilizada ndo somente como condimento, mas também como
um remeédio popular para diversas situagdes, tais como feridas, infec¢des, gripe e
Ulcera. Com o uso popular do alho, reconhecido como fitoterapeutico pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pela resolugédo numero 10 de 09 de marco

de 2010, e a grande procura pela descoberta de novos produtos naturais com



atividade antimicrobiana, € de grande importancia a realizacdo de estudos que
fornecam parametros mais precisos quanto ao seu real potencial antimicrobiano.
Neste contexto a alicina, principal componente responsavel pela atividade
antimicrobiana, € um potencial conservante para ser utilizado na industria de
alimentos. No entanto, a alicina & volatil, e sua estabilidade e solubilidade s&o
baixas. Além disso, pode facilmente causar irritacdo da mucosa gastrica humana e é
susceptivel a oxidacao por luz e calor (Cai et al., 2007; Curtis, et al., 2004; Harris et
al., 2001).

A nisina é uma bacteriocina de amplo espectro bem conhecida, ativa
contra bactérias Gram-positivas e patdgenos associados com o0s alimentos. Seu uso
como um bioconservante de alimentos é limitado pela falta de efeito contra as
bactérias Gram-negativas; além disso, 0 desenvolvimento de resisténcia a nisina
tem sido relatado em alguns patégenos Gram-positivos (Ming & Daeschel, 1993). A
combinagdo de bacteriocinas com outros mecanismos de conservagao tem sido
relatada como alternativa para reduzir a resisténcia a bacteriocinas em bactérias e
também como meio para ampliar sua atividade inibitéria para espécies Gram-
negativas (Stevens et al., 1991).

Os lipossomas séo vesiculas esféricas, formados por membranas
anfipaticas de bicamadas fosfolipidicas com nucleo aquoso. Lipossomas tém sido
amplamente investigados nos ultimos anos, como carreadores coloidais, ja que
possuem mudltiplas vantagens, como a biodegradabilidade, biocompatibilidade e
capacidade de liberacdo controlada de compostos (Kima & Baianua, 1991;
Neethirajan & Jays, 2011). Os lipossomas podem ser utilizados numa vasta gama de
aplicacoes, devido as suas caracteristicas fisicas e quimicas, e sua capacidade de

incorporar compostos lipofilicos, anfifilicos e/ou hidrofilicos (Khosravi et al., 2007).
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Na industria alimentar, lipossomas séao frequentemente utilizados para encapsular
nutracéuticos, saborizantes de alimentos, corantes e antimicrobianos (Keller, 2001,
Taylor et al., 2005).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento
e caracterizacdo de sistemas nanoestruturados de fosfolipidios, com incorporacéo
de extrato de alho em combinacéo com nisina, como potencial agente antibacteriano
contra L. monocytogenes. No presente documento serdo apresentados dois artigos
cientificos relatados no capitulo 3 e 4, onde sédo descritas as metodologias e os

resultados relacionados aos objetivos.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral
Desenvolver e caracterizar nanovesiculas de fosfatidilcolina que contém a

comninacgao de nisina e extrato de alho e avaliar sua atividade antimicrobiana.

1.1.2 Objetivos Especificos
o Desenvolver nanovesiculas de fosfatidilcolina que contém extrato de alho
pelo método de hidratacéo de filme.
o Caracterizar fisicoquimicamente os lipossomas de extrato de alho
(morfologia, tamanho, potencial zeta e polidispersividade).
o Avaliar sua atividadade antimicrobiana contra L. monocytogenes em meio
complexo (leite) de lipossomas que contém extrato de alho, mediante curvas

de crescimento microbiano.



Desenvolver nanovesiculas de fosfatidilcolina contendo a mistura de
nisina e extrato de alho pelo método de hidratacéo de filme.

Caracterizar fisicoquimicamente os lipossomas da mistura de nisina e
extrato de alho (morfologia, tamanho, potencial zeta e polidispersividade).

Avaliar sua atividadade antimicrobiana meio complexo (leite) de
lipossomas contendo a mistura de nisina e extrato de alho mediante ensaios

de atividade em placa e curvas de crescimento microbiano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alho (Allium sativum L)

Historicamente o alho tem sido ressaltado como parte de uma dieta
saudavel. Em textos médicos antigos do Egito, Grécia, Roma, China e india o alho é
prescrito para uma série de aplicacfes, incluindo a melhoria do desempenho fisico,
reduzindo infeccdes, e protegendo contra toxinas (Rivlin, 2006). Estas propriedades
medicinais, juntamente com suas caracteristicas de sabor, fizeram do alho um
verdadeiro icone cultural em muitas partes do mundo. Assim, o alho é utilizado
tradicionalmente como um intensificador de sabor e tem sido reconhecido n&o
somente como um condimento alimentar, mas também um potente agente
terapéutico (Yun et al., 2014).

O alho é originario de zonas temperadas da Asia Central onde é
conhecido popularmente como alho comum. E uma planta herbacea da familia
Alliaceae, de porte baixo, que atinge 0,40-0,70 m de altura. Tem folhas lanceoladas,
as quais formam o pseudocaule implantando-se em um caule pequeno e achatado e
as gemas do caule formam os bulbilhos (dentes), que em conjunto formam o bulbo
(Figura 1). Os bulbilhos tém morfologia ovoOide-arqueada e as vezes levemente
periforme, que encontram-se envolvidos por uma ou mais folhas protetoras de
coloracdo branca arroxeada. O bulbo € arredondado, periforme e constituido por

aproximadamente 5 a 20 bulbilhos (Harvey, 1995).



Figura 1. (Allium sativum L), fonte : EMBRAPA, Hortalizas Folders 2013.

O alho apresenta grande importancia socio-econémica no Brasil, com
uma producdo de 116.764 toneladas em 2015 segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE). Também é importante ressaltar que o Brasil é o
segundo consumidor de alho no mundo, alcangando 1,50 Kg de alho/habitante/ano,
perdendo somente para a China. Mesmo assim a produgdo nacional abastece
somente 40% do consumo da populacdo e os outros 60% s&o importados,
principalmente da China (40%) e da Argentina (20%), segundo a Associacao
Nacional de Produtores de Alho (ANAPA 2014). Atualmente o Brasil esta entre os
quinze maiores produtores de alho do mundo. Sua participacdo na producdo mundial
se mantém acima de 0,5%, tendo chegado a mais de 1% em 1990, um ano de baixa
producdo na China. Mesmo sendo um grande produtor, o Brasil também se encontra
entre os dez maiores importadores de alho do mundo, que no ano de 2011 foram:
Indonésia com um 30,74% do mercado, Brasil (12,00%), Vietndm (10,82%), Malasia
(6,45%), Estados Unidos (5,31%), Russia (4,28%), Paquistao (3,54%), Emirados

Arabes (3,39%), Bangladesh (2,23%) e Ara bia Saudita (3,23%) (ANAPA, 2014).



2.1.1 Composicao quimica

Os principais constituintes quimicos do alho estdo apresentados na tabela
1, onde se ressalta a quantidade de carboidratos, (23,9 g/100g de matéria seca) e
proteinas (7 g/100g de matéria seca). A maior concentracdo de fitoquimicos
terapéuticos encontra-se nos bulbos. O dleo essencial adquirido a partir do bulbo
contém mais de 53 constituintes, principalmente ajoeno, alicina e aliina e derivados
organicos do enxofre, os quais conferem ao alho propriedades farmacoldgicas,

dentre as quais se encontra a atividade antibacteriana (Lorenzi & Matos. 2002).

Tabela 1. Composicdo quimica dos bulbos de alho

Composicao por 100g de matéria seca

Energia (Kcal) 113
Umidade (%) 67,5
Carbohidratos (g) 23,9
Fibra (g) 4,3
Proteinas (g) 7

Lipideos (g) 0,2
Cinzas (g) 1,3
Calcio (mg) 14

Magnésio (mg) 21

Fosforo (mg) 149
Potasio (mQ) 535
Ferro (mg) 0,8



Tiamina (mQ) 0,18

Piridoxina (mg) 0,44

Fonte: Tabela Brasileira de Composis¢éo de Alimentos. UNICAMP (2011)

A maioria de suas propriedades medicinais e benéficas para a salude séo
atribuidas aos compostos organosulfurados presentes nos bulbos do alho. Diversos
estudos tém mostrado que estes compostos possuem propriedades benéficas contra
doencas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer, doencas do figado, bem como
efeitos na prevencdo contra alergias e artrite (Amagase et al., 2001; Amagase,
2006).

A composigdo quimica dos extratos do alho depende das condicdes de
extracdo: temperatura, tempo e polaridade do solvente e o teor de compostos
organosufurados nos bulbos de alho, que podem sofrer alteragbes durante o cultivo
e armazenamento (Lawson et al., 1991). As atividades biolégicas também
dependem de muitos outros fatores como, o local de origem, os métodos de
processamento do alho, as metodologias de purificacdo dos compostos
organosulfurados e as perdas por descomposicdo destes compostos durante o
processamento (Yun et al. 2014). Portanto, os métodos para purificacdo de
compostos organosulfurados e a selecdo do tipo de alho séo fatores de grande
importancia para avaliar a atividade biol6gica dos produtos dessa planta.

Alguns dos mais importantes compostos funcionais do alho e suas
concentracdes estdo apresentados na Figura 2; entre estes, a alicina € considerado
0 composto organosulfurado mais abundante no alho e o principal componente
responsavel pelo odor pungente e atividade bioldgica (Cho, Rhee, & Pyo, 2006). A

alicina é um derivado do aminoécido cisteina. E gerado pela interacdo da enzima



alinase com o seu substrato aliina. Somente quando o dente de alho é esmagado, a
alicina € formada pela acdo da alinase sob a aliina, uma vez que a enzima e o
substrato estdo localizados em diferentes compartimentos do bulbo (Arzanlou &
Bohlooli, 2010). Diversas atividades biolégicas tém sido atribuidas a alicina,
incluindo atividade antibacteriana, antifingica, antiviral, atividade antiparasitas e
anticancerigenas em adicdo a capacidade para inibir a agregacdo plaquetaria e
diminuir os niveis de lipideos séricos no sangue (Gonen et al., 2005; Haase et al,
2012; Mirona et al., 2008; Okada et al., 2006). Embora estes efeitos sejam bem

conhecidos, os mecanismos exatos de acao ainda nao foram estabelecidos.

Sulfur components Contents (mg/g) Origin of garlic Isolation solution References
Alliin 25-30 Korean garlic cloves Walter Yooet al, 2010
6.7 Korean garlic bulbs Water Yooetal, 2010
NH, 16.7-214 Germany dried garlic Water Bloem et al,, 2011
H.C % SI/X : 53-94 Cennan; fresh g‘ar]ic Water Bloemetal, 2011
bHO o 221 Japanese garlic Water Shimpo et al,, 2002
alliin
(MW: 62.28)
Allicin 23-46 Korean garlic Walter Yooet al, 2010
| 7.7 Australian garlic Water Sterling & Eagling, 2001
HCon g S cn, 6.1-7.7 USA garlic Water Koch & Lawson, 1996
24-35 Switzerland garlic Water Ziegler & Sticher, 1989
aflicin 5.1-6.6 Chinese garlic Water Lawson et al, 1991
[MW: 162.27) 5.0-53 Japanese garlic Water Ueda etal, 1991
Diallyl sulfide 0.01-0.02 Greek garlic Diethyl ether Kimbaris et al., 2006
[DAS) 0.00-0.02 Greek garlic Ethyl acetate Kimbaris et al., 2006
| GH 0.00-0.02 Greek garlic Hexane Kimbaris et al., 2006
HEC \‘/\S /-\\,}'« . 0.02-023 Korean garlic Dichloromethane Lee et al, 2003
(MW: 114.2)
Diallyl disulfide (DADS) 0.08-0.28 Greek garlic Diethyl ether Kimbaris et al., 2006
0.06-0.231 Greek garlic Ethyl acetate Kimbaris et al., 2006
H:C “-"\_\\/’f\\ -"fs"*ﬁ‘-‘CHl. 0.07-0.26 Greek iar]]‘c He:rane Kimbaris et al, 2006
) : 0.57-0.89 Korean garlic Dichloromethane Lee et al,, 2003
Diallyl disulfide (DADS}
(MW: 146.28)
Diallyl trisulfide ( DATS) 0.00-0.20 Greek garlic Diethyl ether Kimbaris et al., 2006
g CH 0.01-0.22 Greek garlic Ethyl acetate Kimbaris et al., 2006
H‘C V"\ se’ \S/\//”f 2 0.01-0.18 Greek garlic Hexane Kimbaris et al., 2006
- 0.11-0.39 Korean garlic Dichloromethane Lee et al, 2003
Diallyl trisulfide (DATS)
[(MW: 178.34)
E-Ajoene 0.17 Japanese garlic Soybean oil Naznin et al., 2008
H’CL\\‘-/\-S’A\-—f:“b/S'\J-’\cm 0.17 Japanese garlic Rice oil Naznin et al., 2008
5 : 0.12 Japanese garlic Soybean oil Naznin et al.,, 2008
Z-Ajoene 047 Japanese garlic Rice oil Naznin et al., 2008
HE g S g ™
o
(MW: 234.4)
S-allyl cysteine (SAC) 0.45 USA garlic Water Amagase & Milner, 1993
~. 0.36-0.60 Korean garlic Walter Yooet al, 2010
R S N1
= - o
[(Sl=t ']"-2 o
S allvlvvuleinue (SAC)
(MW: 161.22)
Thiacremonone 0.7 (pe/g) Korean garlic Ethyl acetate Hwang et al,, 2007
[(MW: 160.19)
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Figura 2. Estrutura quimica e quantidade de alguns compostos organulfurados
presentes no alho (Fonte: Yung et al., 2014).

De acordo com Mirone et al.,, (2004) a alina é convertida em acido
sulfénico pela enzima aliinase, a qual é liberada quando o bulbo é triturado. O acido
sulfénico, por sua vez, dimeriza-se formando a alicina, composto muito instavel que
se decompde rapidamente, produzindo sulfitos volateis, principalmente dissulfito de
dialila, substancia bastante estavel, responsavel pelo odor pungente e sabor
caracteristico do alho.

A alicina, quando produzida, tem propriedades antimicrobianas contra
uma vasta gama de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e
virus. Este composto exibe um largo espectro de atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, tais como Escherichia, Salmonella,
Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Klebsiella, Proteus, Clostridium,
Mycobacterium tuberculosis, e Helicobacter pylori (Ankri & Mirelman, 1999; Bakri &
Douglas, 2005; Bendahou et al., 2008; Miron et al., 2000; Mirona et al., 2008). Esta
atividade € atrubuida principalmente a seu poder antioxidante, que provoca uma
reacao instantdnea com os grupos tiol livres da parede celular criando poros e
penetrando facilmente nas células, desativando as suas enzimas (Miron et al.,
2000).

Outros dois compostos importantes séo o dialil sulfito (DAS) e o ajoeno. O
DAS é um composto sulfurado presente no 6leo de alho e que é produzido como um
resultado da decomposicdo de alicina. DAS tem potencial para agir como um
antioxidante biologico j& que é captador de radicais livres e suprime a acdo de
substancias reativas ao oxigénio, protegendo as biomoléculas contra danos

oxidativos (Kalayarasan. 2008). JA o ajoeno (4,5,9-trithiadodeca-1,6,11-trieno-9-
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oxido) que também € produto da degradacdo da alicina, tem atividades biologicas
anti-trombose, antimicrobianas e de reducao do colesterol. O ajoeno também exerce
efeito na ativacdo de plaquetas e ligacdo destas a parede danificada dos vasos

sanguineos (Castro et al., 1994).

2.1.2. Aplicacdes fitoterapéuticas

Ao longo dos ultimos 30 anos, muitos relatos na literatura de estudos
epidemioldgicos, indicam que uma dieta rica em alho € capaz de diminuir o risco
para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer, tais como gastrico, de estdbmago
e de colon (Yung et al., 2014).

Estudos pré-clinicos, forneceram fortes evidéncias de que varios
compostos organosulfurados naturais sdo altamente eficazes na protecdo contra o
cancer induzido por diferentes agentes cancerigenos em analises in vivo. Em
diferentes experimentos com animais o DAS, DADS, DATS, ajoeno, SAC (Tabela 2)
e extratos de alho foram documentados como inibidores do desenvolvimento de
tumores em pulmao, figado, préstata e pele (Shankar et al., 2008; Chandra-Kuntal &
Singh, 2010; Wu et al., 2011).

Tomados em conjunto, os compostos organosulfurados isolados de alho
poderiam exercer grandes efeitos benéficos, devido a sua toxicidade relativamente
baixa e boas atividades anticancerigenas ja que possuem diversos mecanismos de
acao (Yung et al.,, 2014). Assim, os compostos organosulfurados poderiam ser

potencialmente Uteis como agentes quimioterapéuticos para o tratamento do cancer.

Evidéncias experimentais indicam que a ingestdo de alho reduz os niveis

de colesterol no sangue e inibe a sintese de colesterol (Zeng et al., 2012). Extratos
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de alho podem reduzir a sintese de colesterol em até 75%, sem evidéncia de
toxicidade celular (Yeh e Liu, 2001). Estes resultados indicaram que 0S compostos
contendo um alil-disulfeto ou grupo alilo-sulfidrilo sdo os responsaveis na inibicdo da
sintese do colesterol feita pelo alho. Também tem sido demonstrado que os
compostos mais solUveis em agua, como o SAC, presentes no extrato de alho sdo
menos citotéxicos e mais eficientes em inibir a biossintese do colesterol do que os
compostos organosulfurados lipossoluveis tais como o DAS (Yeh e Liu, 2001).

Alguns relatos demostraram os efeitos do alho sobre a agregacao
plaquetaria (Pierre et al., 2005). Acredita-se que o mecanismo de inibicdo dos
constituintes do alho na agregacdo de plaquetas inclui a inibicAo da mobilizacdo de
calcio (Qi et al., 2000). Em geral, ha evidéncias suficientes em termos de reducéo do
risco de doencas cardiovasculares, sugerindo assim que compostos
organosulfurados poderiam se transformar em um potencial produto para a saude do
sistema cardiovascular.

Além disso, estudos recentes tém demonstrado efeitos benéficos do
extrato do alho e um dos seus ingredientes ativos (SAC) em modelos de doenca de
Alzheimer (Chauhan, 2006; Ray et al., 2011). Outros estudos recentes em humanos
sugerem que o alho oferece protecdo contra 0 estresse oxidativo e atividade
antioxidante em pacientes com doenca hepatica alcodlica, diminuindo o estresse
oxidativo induzido pelo alcool (Zeng et al., 2008; Nencini et al., 2010).

Embora o alho tenha sido utilizado com seguranga como um condimento
ou um aditivo de aroma e tradicionalmente para fins medicinais, € também
conhecido que o consumo excessivo de alho pode causar problemas. Os efeitos
adversos que tém sido documentados em humanos incluem uma sensacdo de

gueimacédo na boca e trato gastrointestinal, nauseas, diarreia, vomitos e dor corporal
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(Barnes et al., 2007). O potencial alergénico do alho € bem reconhecido, e os
compostos alérgenos foram identificados: DADS, sulfeto de alilo e a propila alicina
(Barnes et al., 2007). No entanto o United States National Cancer Institute testou a
toxicidade de compostos tipicos de alho e observaram que, em seres humanos,
doses diarias de até 60 g de alho fresco e 120 mg de 6leo essencial de alho, ao
longo de um periodo de trés meses, ndo resultou em nenhum disturbio de saude

grave (Anonymous, 1997).

2.2. Nisina

A nisina é uma bacteriocina, obtida naturalmente de Lactococcus lactis
subsp. Lactis, durante a fase exponencial de crescimento do microorganismo. A
nisina € geralmente considerada como segura (GRAS) e foi autorizada pela FDA
(Food and Drug Administration) dos Estados Unidos como conservante de alimentos
desde 1980 (Dillon & Board, 1994). Em 1971, Gross e Morrell foram os primeiros a
elucidar que a nisina é um peptideo pequeno de 34 aminoacidos (Figura 3). A nisina
€ um peptidio lantibidtico carregado positivamente e com um peso molecular de 3,4
kD com capacidade para se ligar a membranas citoplasméaticas carregadas
negativamente (Liu & Hansen. 1990).
Nisin

(Cy43H230N4>037S7)

Figura 3. Estrutura quimica da Nisina. Fonte: (Hsu el al., 2004)
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Compostos lantibidticos tém estruturas policiclicas, uma propriedade
muito importante das bacteriocinas, que permite alterar a integridade da membrana
celular. Acredita-se que a estrutura de anel mantém a rigidez do peptideo e o
protege de proteases e de degradacao térmica (Kuipers et al., 1996). A nisina
apresenta varias propriedades antimicrobianas: liga-se ao precursor de
peptidoglicano e de lipidos Il para inibir a biossintese da parede celular, para depois
formar poros dentro da membrana, que conduzem a libertacdo de ions essenciais e
morte celular (Hsu et al., 2004). Geralmente, as bactérias Gram positivas sdo muito
sensiveis a nisina, incluindo bactérias acido lacticas (BAL), Listeria, Mycobacterium,
Staphylococcus spp. e também as bactérias formadoras de esporos, tais como
Bacillus e Clostridium (Chen & Hoover, 2003). No seu mecanismo esporostatico,
nisina liga-se aos grupos sulfidrilo dos residuos das proteinas.

Quando aplicada em combinacdo com o calor e baixo pH, a nisina
aumenta sinergicamente a sua atividade contra esporos. Aouadhi et al. (2016)
concluiram que os esporos de Bacillus sporothermodurans LTS27 submetidos a
meio acido sofrem alteracdes morfolégicas. Estas alteracfes podem torna-los mais
sensiveis a inactivacdo por tratamento térmico em combinagdo com nisina 0 que
torna este processo muito eficaz em produtos alimentares de baixa acidez e com
tratamento térmico.

A viabilidade do uso da nisina esta baseada em que bactérias lacticas
(BAL) e seus metabdlitos tém sido processados e consumidos em todo o mundo,
sem efeitos adversos. Alimentos contendo bacteriocinas, compostos purificados e
extrato de cultura de BAL tém sido avaliados (Yang et al., 2012; Siroli et al., 2016). A
nisina € amplamente utilizada em produtos alimentares, incluindo queijo, saladas,

sopas enlatadas, gelo para armazenamento de peixe, alimentos para bebés,
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milkshakes e produtos de panificagdo (Samelis et al., 2005; Dischinger et al., 2014),
tendo caracteristicas ideais para um aditivo alimenticio, na medida em que né&o
apresenta efeitos sobre a microbiota normal do intestino, € atoxica, ndo afeta a cor

ou sabor dos alimentos e apresenta estabilidade térmica.

Atualmente a Comissao da FAO/WHO permite uma ingestao diaria de até
33.000 unidades de nisina por 70 kg de peso corporal. O limite maximo diario de
ingestdo de nisina varia de pais para pais. Na Australia, Gra-Bretanha e Franca a
nisina é permitida sem limite maximo, enquanto que nos EUA, o limite maximo é de
10.000 Ul/g; na Russia, o limite maximo é de 8000 Ul/g, enquanto que na Argentina,
ItAlia e México, o limite é de 500 Ul/g, para os queijos e alimentos processados
(Chen & Hoover, 2003). No Brasil, a nisina tem o seu uso permitido pela Legislacao
Brasileira (DETEN/MS n°® 29, de 22 de janeiro de 1996) com a funcdo de
conservador para queijos pasteurizados no limite maximo de 12,5 mg/kg (500 Ul/g).

A nisina tem variantes designadas como tipos de nisina A, Z, M, Q, que
sdo derivados de Lactococcus lactis, enquanto os tipos U e U2 séo obtidos a partir
de Streptococcus uberis, e nisina P € produzida por Streptococcus suis e
Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus (Qi, et al., 2012; Wu et al, 2014).
Nisina A e Z se diferenciam uma da outra pela posicdo do um Unico aminoacido
His27Asn (Mulders et al., 1991). A nisina F é codificada por um plasmideo de L.
lactis F10, o qual foi isolado a partir de intestino do peixe-gato de agua doce na
Africa do Sul, e difere da nisina A em duas posi¢cées dos aminoacidos His27Asn e
lle30Val (De Kwaadsteniet, Dez Doeschate, & Dicks, 2008). A nisina Q, isolada a
partir de L. lactis 61-14, foi encontrada no Japéo e difere em quatro posicoes de

aminoacidos a partir de nisina A, ou seja, His27Asn, lle30Val, Alal5Val, e Met21Leu
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(Zendo et al., 2003). Nisinas U e U2, produzidas por S. uberis foram isolados de
casos de mastite bovina nos EUA e diferem em nove posicdes de aminoacidos

(Wirawan, Klesse, Jack, & Tagg, 2006).

Recentemente, uma nova variante da nisina, produzida por Streptococcus
hyointestinalis, foi isolada a partir do intestino de suino e € chamada nisina H
(O'Connor et al., 2015). Entre esses oito tipos, nisina A € o tipo mais ativo contra
patdgenos. Varios tipos de concentrados de nisina sdo comercialmente produzidos e
rotineiramente adicionados a alimentos para controlar as bactérias patogénicas em
produtos como leite, queijos pasteurizados, molhos e molhos para salada (Galvez,
Abriouel, Lépez, & Omar, 2007). Entre estes o Nisaplin™, é o produto mais
estabelecido no mercado, composto por 2,5% nisina A, 77,5% NaCl e leite
desidratado isento de gordura (12% de proteina e 6% de carboidratos) e é

normalmente utilizado na indlstria alimentar para conservacédo (Guiga et al., 2010).

No entanto, quando a nisina € adicionada aos alimentos, ocorrem
interagbes com os componentes da matriz alimentar, reduzindo a sua eficacia e,
portanto, diminuindo a estabilidade dos alimentos (Aasen et al., 2003). A atividade
biolégica da nisina pode ser negativamente afetada por varios componentes
alimentares, tais como proteinas e lipidos, glutationa, proteases, metabissulfito de
sédio e didxido de titanio, a inativacao pela degradacdo enzimatica, ou distribuicdo
desigual de moléculas de nisina no interior da matriz alimentar (Aasen et al., 2003;
Quintavalla & Vicini, 2002; Jung, Bodyfelt, & Daeschel, 1992). Mesmo com essas
limitacdes, a eficacia da nisina pode ser melhorada se a sua transferéncia nos

produtos alimentares for controlada, como demostrado por Imram et al (2014) que
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avaliaram diferentes compostos biodegradaveis nos quais foi incorporada nisina.
Observaram um importante efeito antibacteriano de filmes de HPMC (Hidroxipropil-
metilcelulose) e SC (caseinato de sddio) contendo nisina contra L. monocytogenes
CIP 82110 e S. aureus CIP 4.83, devido a interacdes fortes entre o meio e o filme.
Além disso, 0 uso de nisina incorporada em nanoestruturas como lipossomas,
nanoemulsdes e nanoparticulas foi testado com bons resultados (Malheiros et al.,

2012; Donsi et al.,2012; Bernela et al., 2014).

2.3. Nanotecnologia na industria de alimentos

Nanociéncia e nanotecnologia apresentam um grande potencial em varias
areas do conhecimento, incluindo quimica, fisica, ciéncias da vida, medicina,
engenharia, ciéncias cognitivas, informacao e ciéncias da comunicacdo. Representa,
portanto, uma convergéncia real entre os diversos campos do conhecimento (Rossi
et al, 2014; Khan et al., 2015). Diversos projetos de pesquisa e desenvolvimento
extensivos estdo em andamento com o objetivo de ganhar vantagem competitiva e
participacdo de mercado. Para uma industria onde a concorréncia é intensa e
inovacado é vital, as nanotecnologias tém surgido como um auxilio potencial para
avancos na producdo de alimentos de melhor qualidade e com propriedades
funcionais (Cushen et al., 2012).

As oportunidades e vantagens da nanotecnologia estdo se expandindo
rapidamente em todos os campos e muitos paises estdo investindo grandes
guantidades de recursos em pesquisa como o governo dos EUA que, com o objetivo

de ter uma grande participacdo nestas tecnologias vai fornecer em 2016 mais de

US$ 1,5 bilhdes para a National Nanotechnology Initiative (NNI), um investimento
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continuo em apoio das prioridades do governo e sua estratégia de inovacao. Os
grandes investimentos dos paises como EUA, estdo ligados ao impacto da
nanociéncia em campos ligados a salude e bem-estar que sdo hoje muito fortes.
Espera-se que as aplicacbes de nanotecnologias tragam grandes beneficios para o
setor de alimentos e nutricdo. Os fendmenos que ocorrem em escala nanométrica
oferecem muitas oportunidades de inovacdo que tém o potencial de impactar
substancialmente a industria de alimentos em todo o mundo. As nanotecnologias
podem ser aplicadas a toda a cadeia alimentar, desde a producdo até o
processamento, incluindo sistemas de liberacdo controlada de compostos,
embalagems e produtos para seguranca alimentar (Brandelli & Taylor, 2015;
Cushem et al., 2012, Silvestre et al., 2011). A nanotecnologia pode fornecer novas
formas e ferramentas para controlar as propriedades e estruturas dos alimentos,
introduzindo novos recursos, que podem acrescentar valor aos produtos
alimenticios.

Os nanomateriais sdo caracterizados por terem pelo menos, uma
dimens&o com comprimento entre 1 nm e 100 nm, embora o limite superior de 100
nm seja utilizado por consenso geral sem qualquer evidéncia cientifica, para apoiar
um desaparecimento de nano-propriedades acima deste valor. Alguns autores
sugeriram considerar produtos derivados da nanotecnologia como materiais exibindo
propriedades ou fenbmenos (incluindo efeitos bioldgicos) que séo atribuiveis as suas
dimensdes, mesmo que esta esteja fora da faixa de nanoescala dos 100 nm (Tinkle
et al., 2014).

No futuro proximo, a nanotecnologia ira desempenhar um papel
fundamental em duas das principais areas de processamento de alimentos,

embalagens de alimentos e ingredientes alimentares/aditivos (Shukla, 2014). Para
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este propoésito, varios sistemas de liberagdo controlada, baseados em
nanotecnologia tém sido desenvolvidos, incluindo nanolipossomas, nanoemulsées,
nanoparticulas e as nanofibras (Weiss et al., 2006). Atualmente, um dos principais
focos das aplicacbes de nanotecnologia nos alimentos € o desenvolvimento de
nanoestruturas (ou nanotexturas), ingredientes alimentares e sistemas de liberacao
controlada de nutrientes e suplementos. Diversos tipos de processos estdo sendo
utilizados para esses fins, incluindo nanoemulsées, micelas surfactantes, emulsdes
de dupla camada e micelas reversas (Morris, 2011). Destes, as nanomicelas
transportadoras de nutracéuticos e suplementos nutricionais, jA estdo disponiveis
comercialmente. Outra importante area de aplicacbes de nanotecnologia é a
nanoencapsulacdo de ingredientes e aditivos para fornecer barreiras de protecéo ou
mascaramento do sabor, liberacdo controlada e melhoramento da capacidade de
dispersédo de ingredientes alimentares e aditivos insoliveis em agua (Cushen et al.,
2012). Neste contexto, nanomateriais organicos podem ser sintetizados para fins
especificos, tais como o0 encapsulamento de nutrientes para aumentar
biodisponibilidade, melhorar sabor, textura e a consisténcia dos alimentos ou
mascarar um sabor indesejavel ou odor (Rossi et al,. 2014).

Um grande numero de nutracéuticos e suplementos nutricionais que
contém nano-ingredientes e aditivos (por exemplo, vitaminas, antimicrobianos,
antioxidantes) estao disponiveis no mercado. Estes produtos tipicamente oferecem
maior absorcdo e biodisponibilidade dos ingredientes no corpo. Mesmo assim, as
funcionalidades de tais nanomateriais, como o tamanho de particulas, distribuicdo do
tamanho, indice de polidispersividade e carga electrica da superficie, podem ser
afetadas pela matriz bioldgica onde eles sdo colocados (Powers et al., 2006), como

por exemplo a composicao de um alimento.
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Embora existam muitos beneficios dessas tecnologias ha também
preocupacao com potenciais efeitos negativos. No caso das particulas de tamanho
nanometrico que entram em contato com o corpo humano, por exemplo, a reducao
no tamanho de particula associada com a nanotecnologia tem potencial de reduzir a
eficacia das barreiras a penetracdo de matérias estranhas no corpo humano
permitindo seu livre movimento dentro do corpo (Cushen et al., 2012), resultando na
acumulacdo de contaminantes toxicos e, por conseguinte, afetando de forma

adversa a saude humana (Chau et al., 2007).

2.4. Lipossomas

Os lipossomas sdo um dos sistemas de liberacdo controlada mais
comummente estudados para a encapsulacdo, protecdo e liberacdo de bioativos
hidréfilicos, na medida em que eles podem ser fabricados a partir de componentes
de grau alimentar usando métodos de laboratério relativamente simples (Mozafari et
al., 2008; Singh et al., 2012). Lipossomas produzidos a partir de fosfolipidios sao
pequenas vesiculas artificiais em forma de esfera. Os fosfolipidios utilizados para a
formacao das vesiculas sdo os componentes responsaveis pela formacédo natural de
membranas de bicamadas lipidicas (Beloglazova et al., 2015). De modo geral tais
compostos sdo excelentes emulsionantes que podem atuar para estabilizar

emulsdes e aumentar a hidrofilicidade dos compostos hidrofébicos (Li et al., 2015).

Os fosfolipidios se arranjam espontaneamente em bicamadas dentro de
uma solucdo aquosa, de modo que as caudas nao polares diminuem seu contato

com a agua devido ao efeito hidrofobico (McClements., 2015). Os lipossomas
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possuem uma variedade de estruturas (Fig. 4), dependendo da sua composicao,
método de preparacdo, e as condicbes ambientais (Torchilin et al., 2003).
Lipossomas unilamelares tém uma estrutura em forma de baldo que compreende
uma unica bicamada, enquanto lipossomas multilamelares tém uma estrutura de tipo
cebola, consistindo em mudltiplas bicamadas concéntricas (Taylor et al., 2005). Os
lipossomas unilamelares podem ser ainda classificados como pequenas vesiculas
unilamelares (SUV) (R < 100 nm) ou grandes vesiculas unilamelares (LUV) (R> 100
nm). Vesiculas multi-vesiculares (MVV) consistem em numerosas vesiculas menores

presas dentro de uma vesicula maior (Fig. 4).
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Figura 4. Diversos tipos de lipossomas que podem ser formados a partir de bicamadas
fosfolipidicas, incluindo vesiculas unilamelares pequenas (SUV), vesiculas unilamelares
grandes (LUV), vesiculas multilamelares (MLV) e vesiculas multivesiculares (MVV). Fonte:

(McClements, 2014).

Os lipossomas podem ser fabricados a partir de fontes de lipidios

naturais, tais como soja, leite e ovos (Thompson et al., 2007). Por conseguinte, 0s
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lipossomas e as suas nanoestruturas tém o potencial de obter aprovacao
regulamentar para uso em alimentos. Além disso, a quantidade de compostos
bioativos necessarios para um efeito especifico é reduzida quando encapsulados em
lipossomas em comparacdo com compostos ndo encapsulados (Mozafari et al.,
2008).

No entanto, existem iniUmeros desafios que atualmente limitam a sua
aplicacao generalizada na industria de alimentos. Primeiro, sdo de dificil fabricacéo
em larga escala de forma viavel e o processo tem um alto custo. Em segundo lugar,
muitas vezes eles tém uma fraca estabilidade fisica nas condi¢cdes de
processamento e armazenamento de muitos produtos alimentares. Terceiro, eles
tipicamente tém uma baixa eficiéncia de encapsulacdo para bioativos hidrofilicos
porque uma fracdo apreciavel permanece fora das particulas durante o processo de
encapsulacdo (McClements, 2014). No entanto, os avancos na tecnologia de
ingredientes, operacdes de processamento e mecanismos de estabilizacdo, pode
levar & utilizacdo mais generalizada de lipossomas na industria de alimentos no

futuro.

2.4.1. Metodologias de preparacgéo

Embora os fosfolipidios formem bicamadas espontaneamente quando
adicionados a solugdes aquosas, estes geralmente ndo podem formar lipossomas
com boas propriedades estruturais. Em vez disso, processos de fabricacdo
apropriados devem ser utilizados para preparar lipossomas de acordo com as
caracteristicas desejadas, por exemplo, morfologia, tamanho, capacidade de

carregamento e eficiéncia de encapsulacdo (Torchilin, 2003; Maherani, 2011).
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Alguns dos métodos de fabricacdo mais importantes para a preparacéo de sistemas

de encapsulaséo baseados em lipossomas sdo os seguintes (McClements, 2014):

Hidratacdo de filme:

Os fosfolipidos sao dissolvidos num solvente organico, e em seguida,
colocados em um recipiente adequado (tal como um frasco de fundo redondo). O
solvente é entdo removido por evaporacdo, deixando um filme fino de fosfolipidos
ligados as superficies internas do recipiente. Uma solucdo aquosa € entdo
adicionada ao recipiente fazendo descolar as camadas de fosfolipidos, e assim
espontaneamente, formam-se os lipossomas em agua. Este método leva a formacao
tipicamente de grandes vesiculas multilamelares, mas estas podem ser
transformadas em pequenas vesiculas unilamelares (SUV), por aplicacdo de energia
mecanica, por exemplo, ultrassom, homogeneizacdo de alta pressdo, ou
microfluidizagao.

Deslocamento de solvente:

Os fosfolipidos séo dissolvidos em um solvente organico anfifilico (como o
etanol) e em seguida, a mistura resultante é injetada numa solucdo aquosa. O
solvente organico se move rapidamente até a solu¢cdo aguosa circundante, o que faz
com que os fosfolipidos se transformem em lipossomas.

Deslocamento tensoativo (surfactante).

Este método é baseado no mesmo principio do método de deslocamento
de solvente, porém, um agente tensoativo solivel em agua € usado no lugar de um

solvente organico anfifilico. Os fosfolipidos sdo misturados com o agente tensoativo,

e em seguida, esta mistura € injetada em uma solucdo aquosa, que faz com que o
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agente tensoativo se movimente para dentro da solucdo aquosa circundante e os
fosfolipidos se transformem em lipossomas.

Homogeneizacéao:

Os fosfolipidos sdo dispersos em uma solucdo aquosa para formar uma
suspensdo de duas fases, e em seguida esta suspensdo € homogeneizada
utilizando ultrassom de alta poténcia, valvulas de alta pressédo, microfluidizacéo ou
homogeneizacdo por membrana. Estes métodos geralmente resultam na formacgéao

de pequenas vesiculas unilamelares (SUV).

2.4.2. Propiedades dos lipossomas

Suspensfes contendo lipossomas pequenos aparecem opticamente
transparentes porque nao dispersam a luz fortemente, ao passo que as suspensdes
que contém lipossomas maiores podem apresentar turbidez. A aparéncia de
suspensdes de lipossomas também depende da sua estrutura (Fig. 4), que
determina o seu comportamento de disperséo de luz (Khlebtsov, 2001).

As caracteristicas elétricas dos lipossomas dependem do tipo e da
concentracdo de fosfolipidios dentro da formulacéo (Singh et al., 2012). Dentre os
fosfolipidios empregados na fabricacdo de lipossomas o acido fosfatidico (PA) tem
apenas grupos anibnicos ligados a sua cabeca hidrofilica, enquanto que
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilserina (SE) tém grupos,
cationicos e anionicos ligados na sua cabeca hidrofilica (Figura 5). O grau de
ionizacao dos grupos de cabeca varia de acordo com o pH: PA vai desde altamente
negativo em alto pH neutro para pH baixo; PE, PC e SE pode ir de negativo em

valores altos de pH a positivo a pH baixo (McClements, 2015). O fato de que os
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grupos de cabeca de fosfolipidios sdo eléctricamente carregados significa que os
sistemas de lipossomas que os contém séo geralmente sensiveis a alteracdes de pH

e forca idnica.

Sem carga - pH<4
Carga -1 - pH neutro
Carga -2 - pH>14

Acido Fosfatidico (<1%) Fosfatidiletanolamina (16%)
O 0O
o o-llg " oL
Q—u—O QZ—-U—O 0
+1 lL
CH, OH
CH, NH.
Sem carga liquida Carga -1
Zwiterionic
Fosfatidilcolina (35%) Fosfatidilserina (6%)

Figura 5: Cabecas hidrofilicas de fosfolipidios encontrados em membranas celulares com
cargas diversas. As percentagens representam a abundancia relativa em membranas de
eritrocitos. Fonte: Faller, R. “Introduction to Membrane and Lipid Fundamentals.” Lecture.

Davis, CA. April 3, 2014.

Um dos maiores desafios que limita a utilizacdo de lipossomas em
produtos alimentares e bebidas comerciais é a sua fraca estabilidade fisicoquimica
(Mozafari et al., 2008; Singh et al., 2012). A formacdo de camadas duplas de lipidos
em solugBes aquosas é termodinamicamente favoravel, mas a manutengcdo de uma
estrutura de lipossoma particular ndo é (Maherani et al., 2012). Consequentemente,
as propriedades dos lipossomas podem mudar durante o0 armazenamento,
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transporte e utilizacdo, o que pode afetar a sua estabilidade e desempenho
funcional.

Lipossomas tém tipicamente uma carga negativa que |hes confere
estabilidade parcial contra agregacdo atraves repulsdo eletrostatica (McClements,
2015). Assim, qualquer fator que reduz as interacdes eletrostaticas pode promover a
agregacao dos lipossomas, fatores tais como alteracdo do pH para um valor onde os
lipossomas perdem a carga ou a presenca de sais que aumentam a forca i6nica na
solucéo. A estabilidade fisica dos lipossomas para este tipo de agregacao pode, as
vezes, ser melhorada com revestimentos de biopolimeros que aumentem a repulséo
eletrostatica, por exemplo, quitosana catiénica (Laye et al., 2008).

Outro fator importante que impacta a adequacdo de um sistema de
liberacdo controlada baseado em lipossomas para uma aplicacdo particular, € sua
capacidade de reter um bioativo no interior aquoso da capsula. Alguns bioativos tém
solubilidades relativamente altas em 6leo ou agua, por conseguinte, difundem-se
rapidamente para fora do lipossoma, atravesando a membrana lipidica para formar
parte da fase aquosa externa (McClements, 2015). Este processo pode ser
retardado controlando a permeabilidade da membrana lipidica, por exemplo, por
alteracdo da composicao da bicamada. Os fosfolipidios de caudas ndo polares mais
longas e mais saturadas sdo muitas vezes mais rigidos e impermeaveis do que
aqueles com caudas mais curtas e insaturadas. A presenca de colesterol ou esteroéis
de plantas dentro das bicamadas lipidicas também os torna mais rigidos e
impermeaveis, sendo uma alternativa para melhorar a sua capacidade de reter

componentes bioativos (Singh et al., 2012).

2.4.3. Aplicagdes
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Numerosos tipos de bioativos hidrofilicos podem ser potencialmente
incorporados na fase interna aquosa de lipossomas, incluindo pequenas moléculas e
ions (tais como sais, agUcares, peptidios), biopolimeros (proteinas e polissacaridios),
e particulas (goticulas lipidicas, nanoparticulas, e probioticos) (Fig. 6). Uma
variedade de moléculas bioativas hidrofébicas (como, vitaminas A, D, E,
carotendides, e coenzima Q10) e hidrofilicos (por exemplo, vitamina C, ferro, calcio)
foram anteriormente incorporados em sistemas de liberacdo controlada baseados
em lipossomas (Singh et al.,, 2012; Xia et al.,, 2006, Tan et al., 2013). Diversos
estudos mostraram que os lipossomas podem melhorar a funcionalidade enzimatica
na maturacdo de queijos e remocdo de lactose de produtos lacteos (Singh et al.,

2012; Xia et al., 2006, Kim et al 1999).

Nanoparticulas :

Biopoliméricas

Goticulas lipidicas
recobertas com
emulsificante

W
1
o
¢ .
Y L]
g Moléculas
Macromoléculas
Pequenas

Figura 6. Varios tipos de compostos bioativos hidrofilicos que podem ser incorporados no

interior hidrofilico (W2) de lipossomas. Fonte; McClements ( 2014).
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Encapsulacdo e liberacdo controlada de bacteriocinas e outros agentes
bioativos estdo entre as principais aplicacbes dentro do campo emergente da
nanobiotecnologia, ja que a encapsulacdo de substancias antimicrobianas em
lipossomas pode oferecer uma solucao para proteger os compostos antimicrobianos,
aumentar a sua eficacia e estabilidade na aplicacdo em alimentos (Laridi et al., 2003;

Taylor et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Were et al., 2003).

2.5. Doencas transmitidas por alimentos (DTA).

O consumo de alimentos contaminados pode causar doencas graves. Nos
EUA estima-se que organismos patogénicos conhecidos causam 9,4 milhGes de
infeccbes por ano, incluindo os virus (59%), bactérias (39%) e parasitas (3%)
(Scallan et al., 2011). Assim, controlar agentes patogénicos em produtos
alimenticios é de grande importancia para a saude publica.

De acordo com o CDC (Center for Diases Control and Prevention), nos
EUA, no ano de 2014, foram reportados 19.542 casos, 4.445 hospitalizacdes e 71
Obitos por casos confirmados de doencas transmitidas por alimentos, incluindo
infeccbes bacterianas e por parasitas; sendo a Salmonella sp o agente de maior
incidéncia (15,45 casos por cada 100.000 habitantes), Campylobacter em segundo
lugar com uma incidéncia de 13,45 casos por cada 100.000 habitantes. E
importante ressaltar que Listeria foi 0 agente patogénico com maior porcentagem de
hospitalizagbes (92%), das quais 18 foram a Obito, o que representa 15,3 % destas,
sendo assim um grande porcentual de mortes por hospitalizacdo, quando

comparado com Salmonella (0,4%) e Campylobacter (0,2%).
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No Brasil, segundo o Ministério da Saude, entre o ano 2000 até outubro
de 2015 houveram 10.666 surtos notificados, com 209.204 hospitalizacdes,
2.107.229 pessoas expostas e 155 obitos. Destes casos, 14,4% foram causados por
Salmonella sp, 7,7% por S. aureus e 6,5% por E. coli; no entanto, em 58,5% dos

surtos, ndo houve identificacdo do agente etiolégico causador de DTA.

2.6. Listeria monocytogenes.

As bactérias do género Listeria sdo Gram-positivas, ndo formadoras de
esporos e anaerdébias facultativas. O género é composto por dezessete espécies: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L.
marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L.
aguatica, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L.booriae, and L. newyorkensis
(Weller et al., 2015)

L. monocytogenes € um bastonete Gram-positivo pequeno com
extremidades arredondadas e ndo produz esporos ou capsulas. E mével quando
cultivada entre 20 e 25 °C, porém € imével ou apresenta fraca motilidade a 37 °C.
(Rocourt; Buchrieser, 2007). O solo e vegetais em decomposi¢cdo Sao 0s principais
reservatorios da L. monocytogenes, que tem sido isolada de hortalicas, agua doce,
esgoto e do material fecal de varias espécies de mamiferos, aves e peixes, em geral
portadores assintomaticos, que liberam a bactéria nas fezes (Ryser; Donnelly, 2001).
Isso explica o fato dessa bactéria ser facilmente encontrada em alimentos de origem
animal ou vegetal, “in natura” ou processados. Devido a sua distribuicdo ubiqua no
meio ambiente, juntamente com a capacidade para tolerar uma variedade de

condicbes adversas, tais como dessecacdo, baixas temperatura, pH baixo e alta
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osmolaridade, L. monocytogenes € um contaminante frequente no ambiente de
processamento e embalagem de alimentos (Chaturongakul et al., 2008; Donnelly,
2001), reconhecido também como um patdégeno oportunista, de origem alimentar de
humanos e animais. A listeriose humana € uma doenca zoonoética relativamente
rara, porém grave, que pode ser fatal para populacdes vulneraveis, especialmente
mulheres gravidas, idosos e individuos imunocomprometidos, considerados como
grupos de alto risco para listeriose (Norton & Braden, 2007). A alta prevaléncia de L.
monocytogenes em alimentos prontos para o consumo, produtos lacteos nao
pasteurizados, salsichas, e saladas, bem como a alta taxa de mortalidade
associadas a sua infeccdo, tornaram a listeriose um problema de saude publica
(Farber e Peterkin, 1991, Jamali, Chai, & Thong, 2013, Rahimi, Ameri, & Momtaz,
2010, Allerberger & Wagner, 2010), e também, os membros dos grupos de risgo sao
0s principais consumidores destes produtos. L. monocytogenes contém 13 sorotipos
(1/2-A, 1/2-B, 1/ 2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4AB, 4c, 4d, 4e, e 7). A maioria (95%) das
cepas de L. monocytogenes associadas a listeriose humana em amostras de
alimentos, pertence ao serotipo 1/ 2a, 1/ 2b e 4b (Kathariou, 2002). Sorotipo 1/2a
tem sido frequentemente detectado em diferentes matrizes alimentares (Martins et
al., 2011).

Segundo o CDC, entre 2014 e 2015, ocorreram seis grandes surtos de
listeriose nos Estados Unidos, cinco deles envolvendo produtos lacteos. Ja no Brasil,
a listeriose humana é subdiagnosticada e subnotificada (Silva et al., 2007), ndo
havendo registros de casos transmitidos por alimentos, embora L. monocytogenes
esteja comprovadamente presente em diversos produtos, sobretudo em derivados
lacteos e presunto (Carvalho et al., 2007; Brito et al., 2008; Martins et al., 2011). E

provavel que a maioria dos casos esporadicos dessa doenca em humanos tenha o
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alimento como veiculo de transmissdo da L. monocytogenes (Hofer et al., 2006) o
que reforca a necessidade de identificar as fontes de infeccdo e os possiveis
alimentos envolvidos assim como mecanismos de deteccdo e controle deste
microrganismo.

Por ser uma bactéria psicrotrfica, L. monocytogenes é capaz de
multiplicar-se sob temperatura de refrigeracdo, o que torna um desafio o seu
controle na cadeia de producdo de alimentos. A perda da cadeia de frio na
estocagem de alimentos, na industria, no comércio e nas residéncias, o consumo de
alimentos minimamente processados ou refrigerados, representam nichos que
favorecem o desenvolvimento de L. monocytogenes (Kozak et al., 1996). Este
agente patogénico geralmente mostra susceptibilidade a uma variedade de agentes
antimicrobianos e a pasteurizacdo, embora, algumas cepas de L. monocytogenes
multi-resistentes ja foram isoladas a partir de alimentos e casos de listeriose (Marian
et al, 2012; Safdar & Armstrong, 2003).

O uso de conservantes quimicos, tratamento térmico e/ou de refrigeracao
tém sido as principais tecnologias utilizada pela indUstria de alimentos para obter
alimentos microbiologicamente seguros, mesmo assim 0s produtos naturais como
Oleos essenciais, contém compostos com uma forte atividade antimicrobiana e
podem ser uma nova alternativa junto com as bacteriocinas como a nisina (Lambert
et al., 2001; Malheiros et al., 2010). Neste contexto, uma grande énfase tem sido
colocada na investigacdo de fontes naturais de agentes antimicrobianos que
potencialmente poderiam substituir conservantes quimicos e ingredientes
antimicrobianos sintéticos, como um meio para combater a L. monocytogenes em
diferentes categorias de alimentos. Varios compostos derivados de frutas,

especiarias, sementes oleaginosas e vegetais tém sido estudados para provar
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efeitos bactericidas ou bacteriostaticos sobre L. monocytogenes e outros agentes
patogénicos de origem alimentar. No entanto, as propriedades antilisteriais de
compostos antimicrobianos naturais, utilizados na carne, produtos avicolas e
alimentos prontos para o consumo, sdo susceptiveis de variacdes de acordo com as
caracteristicas do produto, tais como teor de gordura, teor de proteina, pH, aw e

outros ingredientes adicionados (Larson et al., 1996).
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3. ARTIGO No.1
Development and characterization of phosphatidylcholine nanovesicles

containing garlic extract with antilisterial activity

Este artigo descreve a preparacdo e caracterizagdo de nanovesiculas de
fosfatidilcolina contendo extrato aquoso de alho, a fim de avaliar a capacidade de
retencdo dos compostos volateis do alho com atividade antimicrobiana,
principalmente a alicina. Dentro deste estudo sdo apresentados dados de eficiéncia
de encapsulacdo, avaliacdo morfolégica, determinacdo dos valores de tamanho,
polidispersividade e potencial zeta. A avaliacdo da atividade antimicrobiana do
extrato livre e encapsulado, foi feita através de determinacao de inibicdo da curva de
crescimento microbiano de cinco diferentes cepas de Listeria spp, incubadas em

leite a 37°C.

Artigo a ser submetido para publicagdo na revista “Food Chemistry”, na versdo em

inglés, e formatado de acordo com as normas da mesma.
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Development and characterization of phosphatidylcholine nanovesicles containing garlic

extract with antilisterial activity

Abstract

In this study, phospholipid vesicles were developed to improve the stability of garlic (Allium
sativum L) extract. Using film layer method, purified soybean phosphatidilcholine
(Phospholipon 90G) was used to prepare the nanovesicles. Liposomes were characterized and
compared for their size, polydispersity index, zeta potential, entrapment efficiency and
morphology. The antimicrobial activity of free and encapsulated garlic extract was evaluated
against different strains of Listeria spp. in milk at 37°C for 24 h. It was found that liposomes
exhibited nanometric and spherical shaped vesicles with mean particle size of 174.6 + 17.3
nm and polydispersity index 0.26 = 0.02. The experimental entrapment efficiency was 47.46 +
7.27 and the nanoliposomes gave a zeta potential of 16.2 £ 5.5 mV. In addition, they also
maintained the antilisterial activity with a decrease of 4 log cycles in viable cell counts at 10 h
against four of five strains of Listeria spp. tested, for free and encapsulated garlic extract at
5% concentration. The results indicate that the liposomes constitute a suitable system for
encapsulation of volatile unstable garlic active compounds and the encapsulation of garlic
extract proves to be a promising technology for multiple applications including antimicrobial

agent.

Key words: nanoparticle; Listeria; garlic extract; allicin
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1. Introduction
Currently, garlic (Allium sativum L.) is the second biggest crop after onion among allium
species grown all over the world. Asia is the main cultivation area, where China is the biggest
producer, reaching at least 75% of the total production in the world (Wang et al., 2014).
Garlic has been used for centuries as a food flavoring agent, and it is also a medicinal panacea
bringing a lot of benefits throughout human history for treating various aliments such as
diarreha, flatulence, edema, arthritis, worm infestation and pulmonary complaints (Busquet,
Calsamiglia, Ferret, Carro, & Kamel, 2005; Lu, Ross, Powers, Aston, & Rasco, 2011; Rivlin,
2001). Allicin has been described as the most important bioactive compound in garlic, which
had been used to combat several in human, animal and plant diseases (Tucak et al. 2009).

Allicin (diallyl thiosulfinate), the active compound present in freshly crushed garlic, is
the most abundant thiosulfinate in garlic (Hirsch et al., 2000). Allicin has been described to
possess various biological activities, including antibacterial, antifungal, antiviral, antiparasitic
and anticancer activities in addition to the capacity to inhibit platelet aggregation and decrease
serum lipid levels (Gonen et al., 2005; Haase et al., 2012; Mirona et al., 2008; Okada, Tanaka,
Sato, & Okajima, 2006). Allicin was considered as the main component responsible for the
pungent smell and biological activity of garlic (Cho, Rhee, & Pyo, 2006). It is generated by
the interaction of the enzyme alliinase with its substrate alliin. Only when the garlic clove is
crushed, allicin is formed, since the enzyme and substrate are located in different
compartments of the clove (Arzanlou & Bohlooli, 2010).

As a promising food preservative, allicin has received considerable attention due to its
natural broad-spectrum antimicrobial activity (Ankri & Mirelman, 1999). However, allicin is
sensitive to heat and alkaline conditions and has a special strong odor, which reduces its

stability and restricts its application (Li, Xu, & Sun, 2007). Up to now, few technological
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approaches have been reported to overcome such limitation (Wang, Shao, Wang, & Lu,
2012).

Liposomes are spherical bilayer vesicles formed by amphipathic phospholipid
membranes with aqueous core inside and hydrophobic layer on its surface. As a kind of
colloidal carriers, liposomes have been extensively investigated for the typical advantages
including biodegradable, biocompatible, and sustained-releasing capability (Kima & Baianua,
1991; Neethirajan & Jayas, 2011). In addition, they can be utilized in the entrapment,
delivery, and release of water-soluble, lipid-soluble, and amphiphilic materials (Mozafari,
Johnson, Hatziantoniou, & Demetzos, 2008). Liposome-based nanovesicles may represent an
interesting way to delivery bioactive components to the foods, since they meet the challenges
in developing healthy foods, reducing the risks of target diseases in a population (Sanguansri
& Augustin, 2006).

In this paper, we focus on determining the characteristics of liposomes after
encapsulating garlic extract (GE), prepared by the film hydration method. Phospholipon
90G® soybean phospholipid was used as encapsulating material. The effects of GE
components on morphology and physicochemical properties of liposomes (mean size,
polydispersity and zeta-potential) were investigated. Encapsulation efficiencies of allicin were
calculated after HPLC analysis. Finally, the effects of liposomal encapsulation on the growth

curve of different strains of Listeria spp. were investigated.

2. Materials and methods

2.1. Preparation of garlic extract

Garlic shoots were acquired from a local market in Porto Alegre, Brazil. The sample was
prepared according the method of Kim, Choi, & Kang, (2007) with some modifications. The

samples of garlic shoot were washed under running water followed by rinsing in distilled
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water. For sample preparation, garlic shoots were mixed with distilled water at the ratio of 1:1
(w/v) and processed to obtain a garlic extract (GE) 50% (w/v). Thereafter this product was
sonicated in bath-type ultrasound at 40 kHz for 15 min and centrifuged at 10000 g for 10 min
at 4°C. The supernatant was collected and passed through 0.22 um (Millipore, Billerica, MA,

USA) membranes and stored at 4°C until further use.

2.2. Liposome production by film hydration

Liposomes were prepared with Phospholipon 90G®, a purified soybean phosphatidylcholine
(PC, > 94%), provided by Lipoid (Germany). Encapsulation of GE liposomes was carried out
by the thin-film hydration method (Malheiros, Micheletto, Silveira, & Brandelli, 2010).
Summarizing, PC was dissolved in chloroform and the solvent was removed by a rotary
evaporator until a thin film was formed on the flask walls. The dried lipid film was dispersed
by the addition of 5 ml of GE, then agitated at 55°C and sonicated in bath-type ultrasound (40
kHz, Unique USC 700). In addition, empty liposomes prepared with 10 mM phosphate buffer

pH 7.0 were used as control.

2.3. Determination of allicin content and entrapment efficiency

Encapsulation efficiency (EE) of liposomes was determined using freshly prepared samples.
Liposomes vesicles were separated from the solution by ultrafiltration (Ultracel YM-10
Membrane, Millipore). Total concentration of allicin in the filtrate was determined using
HPLC analysis. The EE for encapsulated GE (allicin) was calculated according to the
following equation:

Allicin (used in preparation — in the filtrate)
E= x 100

Allicin used in preparation
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The EE of GE in the liposomes was determined using HPLC method for allicin (Liang et al.
2013). The analysis was performed on XBridge® C18 (150 mm 4.6 mm, 5 mm) column
(Waters, Milford, MA, USA). Mobile phase consisted of methanol:water (65:35 v/v)
containing formic acid (0.04%, v/v). The detector wavelength was 242 nm, the injection
volume was 10 pL with a flow rate of 0.5 mL/min and the column temperature was adjusted
to 20°C. Ethylparaben was used as substitute reference standard for allicin (Liang, et al.,
2013). Mobile phases were filtered through 0.45 um nylon filters and degassed by sonication
prior to use. HPLC analysis and data acquisition were operated on the Empower® 2 software

(Waters, Milford, MA, USA).

2.4. Transmission electron microscopy

The morphology was made for observation by transmission electron microscopy (TEM)
were the sample was dropped onto a Formvar-coated 300 mesh copper grids and leaved for 1
min, then stained in 2.5% uranyl acetate for 30 seconds and dried. Prepared sample was
visualized by JEM-1200 Transmission Electron Microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)

operated at 100 KV.

2.5. Light scattering analysis

The particle size and polydispersity index (PDI) of GE liposomes were measured as described
by Teixeira, Santos, Silveira, & Brandelli (2008) by means of dynamic light scattering using a
Brookhaven equipment, with default settings (BI-200 M goniometer, BI-9000AT digital
correlator) and a He-Ne laser of 35 mV at k of 632.8 nm as the light source, measurements

were carried out at 25°C with a fixed scattering angle of 90°.

2.6. Zeta potential
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The zeta () potential analyses of GE liposomes were carried out after dilution of the
formulations in 1 mM phosphate buffer pH 7.0 using a Zetasizernano-ZS ZEN 3600

equipment (Malvern Instruments, Herrenberg, Germany).

2.7. Antimicrobial effect of free and encapsulated garlic extract in milk

To simulate the effect of GE liposomes in a food model system, whole milk was used for
testing their efficacy against different strains of Listeria. The strains tested included L.
monocytogenes ATCC 7644, L. innocua 6a, Listeria sp. strl, L. monocytogenes 4b isolated
from bovine carcass, and Listeria sp. str2 isolated from cheese. The cultures (9 log CFU/ml)
were diluted in saline solution (8.5 g/l NaCl) to reach approximately 6 log CFU/ml, and 100
ul of this suspension was added to 10 ml of whole milk. Then, controls were inoculated with
Listeria spp. and 500 ul of liposome suspensions. The tubes were incubated for 2, 4, 6, 8, 10
and 24 h at 37°C. The quantification of Listeria spp. was performed by the drop culture
method (Malheiros, Brandelli, Norefia, & Tondo, 2009). The colonies were counted in BHI

agar plates after incubation at 37°C for 24 h.

2.8. Data analysis

All experimental treatments were performed in duplicate and repeated at least two times.
Averages were calculated for treatments at each time point. Obtained counts were compared
using test-t of Tukey. Data analyses were performed using the SPSS software (SPSS Inc.

Chicago, IL, USA), and differences were considered significant at P < 0.05.

3. Results and discussion

3.1 Liposomes characterization
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GE was encapsulated into PC liposomes and samples of the nanovesicles were analyzed by
TEM. The structure of liposomes incorporating GE can be observed in Fig. 1C and 1D. These
have spherical and amorphous structures, which have been typically observed for PC
liposomes (Colas et al. 2007; Malheiros et al. 2011). The control liposomes showed similar
morphology to that observed for liposomes encapsulating GE (Fig. 1A and 1B). However, it
appears that the GE liposomes showed a tendency to aggregate, since some clusters could be
observed by TEM (Fig. 1D).

The properties of the nanovesicles are summarized in Table 1. The liposomes
encapsulating GE had an average particle size of 174.6 nm with a PDI of 0.26, showing larger
mean diameter and broader size distribution in comparison to control liposomes. The size
distribution histograms of GE and control liposomes are shown in Fig. 2. The formulations of
control liposomes showed a monomodal size distribution profile and 90% of the nanovesicles
(Do.g) had diameters smaller than 200 nm. In contrast, the GE liposomes showed a broader
monomodal curve as result of variability in the size distribution profile and 70% of the
nanovesicles (Do) had diameters smaller than 200 nm (Fig. 2). The mean diameter measured
by dynamic light scattering is the hydrodynamic diameter and an increased tendency to
aggregate, as suggested by electron microscopy, may result a non-homogeneous particle size
distribution. Furthermore, the polydispersity index was under 0.3 for the two formulations
tested (Table 1), indicating a narrow size distribution. As a carrier system, the size of
liposomes has significant influence on the efficacy in vivo. Small particle sizes (<200 nm) can
ensure to increase vascular permeability, lower level of reticuloendothelial system uptake, and
improve utilization ratio of entrapped compound (Wang et al., 2010). Liposome size may
influence the delivery of substances, as it has been reported that smaller liposomes (120 nm in

diameter) can penetrate the skin easier as compared to larger ones (Verma et al., 2003).
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Fig. 1. Transmission electron microscopy images of liposomes encapsulating garlic extract

(C,D) and control liposomes (A,B). Bar = 200 nm (A,C) and 500 nm (B,D).

Table 1. Characterization of phosphatidylcholine nanovesicles containing GE.

Particle size (nm) PDI ¢ potential (mV) EE (%)
GE liposomes 174.6 +17.3° 0.26 + 0.02° -16.2 + 55° 475 +7.3
Control liposomes 134.5 +20.4° 021+0.03* -243+11.8° -

Different superscript letters (a,b) indicate significant differences within the same row

(P<0.05). Values are the means £ SEM of three independent experiments.
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Fig. 2. Histograms of size distribution obtained by laser diffraction of GE liposomes (A),

control liposomes (B).

The correlogram is a useful tool to analyze different aspects of nanostructures such as
the size and PDI. The time at which the correlation starts to significantly decay is an
indication of the mean size of the sample. The steeper the line, the more monodisperse the
sample is. Conversely, the more extended the decay becomes, the greater the sample
polydispersity (Washington, 1992). The correlogram of GE liposomes (Fig. 3) was typical
from a sample containing large particles in which the correlation of the signal takes a long
time to decay, as found for polydisperse samples. By contrast, the correlogram of control
liposomes indicated large but more monodisperse particles because the correlation of the
signal decays more rapidly. This could be explained because the phase addition from the
moving particles is constantly evolving and forming new patterns. The rate at which these

intensity fluctuations occur will depend on the size of the particles (Pecora and Berne 2000).
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Fig. 3. Graphic representation showing the fluctuation in the intensity of scattered light as a

function of time. Correlograms of GE liposomes (A) and control liposomes (B).

The surface charge of liposomes can give rise to electrostatic repulsion among
liposome particles, improving the stability of liposome system. The zeta potential of liposome
dispersions is one of the main forces that mediate interparticle interactions. The suspension of
GE liposomes had a zeta potential value estimated as -16.2 + 5.5 mV (Table 1). From these
results, it can be suggested that the GE liposomes with larger particle size and lower zeta
potential are a more unstable dispersion than control liposomes. However, the zeta potential
of GE liposomes was higher than that obtained for nisin encapsulated into liposomes
produced from purified PC, which were effective against bacterial pathogens (Taylor et al.,
2007). As particles with the same charge can repel each other, for liposomes that are small
enough and of low density in suspension, a high zeta potential will confer stability because
the dispersion will resist aggregation (Sou, 2011).

The encapsulation efficiency (EE) of GE into liposomes was 47.5%. This value could
be associated with (a) losses of bioactive compounds during thermal process in the liposome
fabrication and (b) the fact that many GE compounds may compete with allicin by the same
binding sites in the liposome, and thus more allicin could be displaced. Some studies have

been conducted for micro encapsulation of allicin in p-lactoglobulin (Wang et al., 2012),
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where the EE was 90,1% . A previous study described that encapsulation of pure allicin by
the reverse phase method reached a maximum entrapment efficiency of 75.2% using lecithin-
cholesterol at 3.77:1 ratio (Lu et al., 2014). However, this is the first report describing the

encapsulation of GE in PC liposomes.

3.2. Inhibitory effect of GE liposomes on the growth of Listeria strains

The antimicrobial activity of the liposomes was tested against five different strains of Listeria
spp. in whole milk as a food model. The behavior of the control growth curves was very
similar for all strains tested (Fig. 4). From the results presented in Fig 4, it can be observed
that both free and encapsulated GE caused a similar effect, decreasing about 3.5 to 4 log
CFU/ml the viable counts of L. monocytogenes ATCC 7644 (Fig. 4E), L. inocua 6a (Fig. 4D),
Listeria sp. Strl (Fig. 4A) and Listeria sp. Str2 (Fig. 4B) at 10 h, as compared to the control.
However, free GE and encapsulated GE were not effective to inhibit the growth of L.
monocytogenes 4b isolated from bovine carcass (Fig. 4C). No significant differences

between the antimicrobial activity of free and encapsulated GE were observed.
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Fig. 4. Growth of Listeria spp. strains at 37°C in whole milk, containing free or encapsulated
GE. Viable counts were monitored in samples containing GE encapsulated in PC/GE
nanovesicles (triangle), free GE (circle) and control with phosphate buffer liposomes (square).

The initial population Listeria spp. was 4.0 log CFU/mL. Each point represents the mean +

SEM of three independent experiments.
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Kim et al. (2007) observed a similar inhibition of 5% garlic shoot juice against different
strains of L. monocytogenes tested in BHI broth. Furthermore, 10% garlic shoot juice was
necessary to inhibit the growth of L. monocytogenes ATCC 19118 by about 4.0 log CFU/ml
as compared to control after 14 days in whole, low-fat, and skim milk under refrigeration
conditions (Kim et al., 2007). Hsieh et al (2011) observed that 6% garlic shoot juice has a
bacteriostatic effect in the growth of a L. monocytogenes cocktail in soymilk samples at 4°C,
for 12 days and reduced the cell population by about 3 - 5 log CFU/ml at day 14, as compared
to the control. Regarding the antibacterial activity of garlic bulb juice, it has already been
reported that foodborne bacteria such as Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus did not grow at the concentration of 0.5
or 1.5%. However, antibacterial effect of garlic bulb juice was not found up to the
concentration of 2.5% against L. monocytogenes (Chung et al., 2003).

The major components of garlic shoot were found as di- and trisulfides, which are the
major derivatives of allicin (Kim and Chung, 1997). Thus, the major inhibitory effect of the
GE against L. monocytogenes is likely to be expected by allicin. In addition, several recent
studies have shown that these organosulfur compounds from garlic have anti-cancer, anti-
cardiovascular disease, anti-neurological disease, and anti-liver disease effects, as well as
effects for prevention of allergy and arthritis (Amagase et al., 2001 and Amagase, 2006).

Liposome encapsulation technologies may allow for the maintenance of antimicrobial
activity by protecting the antimicrobial against cross-reactions with food components (Taylor
et al., 2008). The negative effect of fat on antimicrobial activity of the bacteriocin nisin,
caused by the peptide adsorption onto fat globules has been extensively reported (Bhatti,
Veeramachaneni, & Shelef, 2004; Chollet, Sebti, Martial-Gros, & Degraeve, 2008; Jung et al.,
1992). In contrast, it was observed in this work that the milk fat content and the encapsulation

in nanovesicles did not restrain the antimicrobial activity of GE. Despite the inhibition of
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Listeria in milk by garlic extracts has been reported (Kim et al. 2008), the antilisterial effect
of liposome encapsulated GE was not yet described, indicating its potential as a novel

biopreservative for food use.

4. Conclusions

The promising findings of the present study further corroborate our approach whereby the
antimicrobial effectiveness of aqueous garlic extract can be obtained by incorporation into
liposomes. More detailed studies and optimization to elucidate the mechanism of action of
GE, incorporation of molecules to improve the surface activity of the GE-loaded liposomes to
enable active antilisterial targeting and further improvements to increase the stability of the
formulation are needed to enable the development of an effective nature-derived antimicrobial
formulation, that can provide an alternative to the currently available antimicrobial
compounds. Therefore, the results above showed that garlic extract-loaded liposomes have
strong inhibitory effect against Listeria spp. The results indicate that liposome encapsulation
of GE prove to be a promising technology for multiple applications including the antilisterial

activity in food preservation.
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4. ARTIGO No. 2
Antimicrobial activity of nanovesicles co-encapsulating nisin and garlic extract

against gram-positive and gram-negative bacteria in milk

Este artigo descreve a preparacdo e a caracterizacdo de nanovesiculas de
fosfatidilcolina contendo extrato de alho em combinagdo com nisina, como potencial
agente antibacteriano contra bactérias gram-negativas e gram-positivas. Dentro
deste estudo sdo apresentados dados de eficiéncia de encapsulacdo de nisina e
alicina, avaliacdo morfologica, determinacdo dos valores de tamanho,
polidispersividade e potencial zeta. A avaliacdo da atividade antimicrobiana da
mistura livre e da mistura encapsulada, foi realizada pela determinagéo de inibicao

de quatro microrganismos indicadores, em leite integral a 37°C.

Artigo submetido para publicacdo na revista “Innovative Food Science and Emerging

Technologies ” na versdo em inglés, e formatado de acordo com as normas da

mesma.
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Antimicrobial activity of nanovesicles co-encapsulating nisin and garlic extract against

gram-positive and gram-negative bacteria in milk

Abstract

Nisin and garlic extract (GE) were co-encapsulated into phosphatidylcholine nanovesicles.
The mean diameter and zeta potential of the nanoparticles were 179 nm and -27.7 mV,
respectively, with an entrapment efficiency of about 82% and 90% for nisin and GE,
respectively. The efficiency of free and encapsulated nisin-GE to control the development of
Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella Enteritidis SE86, Escherichia coli ATCC
8739 and Staphylococus aureus ATCC 1901 were assessed over time in whole milk at 37°C.
At such abuse temperature conditions, free nisin-GE and liposomal nisin-GE showed higher
antimicrobial activity against all strains tested, when compared with free nisin and GE
separately. A decrease of 5-6 log cycles in viable counts of gram-positive strains and 3-4 log
cycles for gram-negative bacteria, was observed for treatments with free and encapsulated
nisin-GE when compared to the control. Liposome encapsulation of natural antimicrobials
with synergistic effect may be important to overcome stability issues and undesirable
interaction with food components. The results of this study indicate that nanovesicle-
encapsulated nisin-GE has potential as an antimicrobial formulation for food use.

Industrial relevance

The use of natural antimicrobials agrees with the increasing claim for foods without chemical
preservatives. Co-encapsulation of antimicrobials may extend the inhibitory spectrum and
effectiveness in controlling food pathogens. The use of nanovesicles for delivery of natural
antimicrobials in dairy products represent an interesting alternative for controlled release of
biopreservatives and improvement of food quality safety and shelf life.

Key words: antimicrobial; bacteriocin; garlic extract; foodborne pathogen; nanoparticle
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1. Introduction

The consumption of contaminated food can cause serious illness. Literature have reported that
food contaminated with pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella spp. and Staphylococcus aureus represents a serious public health risk. In the
United States it has been estimated that 76 million people, annually, are victims of food
diseases. Known pathogenic organisms cause 9.4 million infections per year and the leading
causes of death include foodborne bacteria like Salmonella spp. (28%) and L. monocytogenes
(19%) (Scallan et al., 2011).

L. monocytogenes is a foodborne pathogen of concern to the dairy industry due to its
capability to grow under refrigeration temperature (Gandhi, & Chikindas, 2007). This
bacterium also grows at higher rates due to temperature abuses, which may be encountered
during warehouse storage, transportation, retail display, consumer transportation and
consumer storage at home. Salmonellosis is an important food-borne illness usually
associated with the consumption of foods of animal origin. In many countries, the majority of
the recorded food-borne outbreaks is attributed to salmonellosis (Rabsch et al., 2001). In
addition, food is a main source of E. coli infections, which are estimated to account for over
2,000 hospitalizations in the United States each year (Scallan et al., 2011). E. coli live
naturally in animal intestines and shiga toxin-producing strains are responsible for most food-
related E. coli infections. S. aureus is mostly accountable for food poisoning, since it can
multiply rapidly in food held at room temperature, producing a toxin that is very resistant to
heat, refrigeration or freezing (Doyle, 2013). Thus, the control of these bacteria that cause
decay and toxicity in food products is important to public health. Although different
chemicals can inhibit foodborne pathogens in foods, the increasing demand of the consumers

for more natural and safe foods directs to the use of natural antimicrobials.
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Garlic (Allium sativum) is a widely distributed plant used in all parts of the world not
only as a spice but also as a popular medicine for several diseases. A wide range of
microorganisms including bacteria, fungi, protozoa and viruses have shown to be sensitive to
garlic extracts (Goncagul, & Ayaz, 2010; Wallock-Richards, et al., 2014). Allicin is
considered as the main responsible for the biological activities of garlic and is almost
exclusively responsible for the antimicrobial activity of freshly crushed garlic (Borlinghaus,
Albrecht, Gruhlke, Nwachukwu, & Slusarenko, 2014). Only when the garlic clove is crushed,
allicin is formed from alliin by the action of the enzyme alliinase, since the enzyme and
substrate are located in different compartments of the clove (Arzanlou, & Bohlooli, 2010).
Therefore, the inhibitory effect of garlic extracts against L. monocytogenes is likely to be
expected by allicin.

Nisin is a well-known bacteriocin active against a broad spectrum of Gram-positive
foodborne pathogens, but its use as a food biopreservative is limited by the lack of effect
against Gram-negative bacteria. Moreover, the development of nisin resistance by some
pathogens has been described (Zhou, Fang, Tian, & Lu, 2014). Some studies indicate that
reduction of bacteriocin resistance in target strains and extended spectrum of activity to
Gram-negative bacteria may be achieved by combination with other antimicrobials or other
preservation strategies (Branen, & Davidson, 2004; Sobrino-Lépez, & Martin-Belloso, 2008).
Some reports describe the synergistic antimicrobial effect of nisin and other agents, such as
lysozyme (Chung, & Hancock, 2000), thymol (Ettayebi, Yamani, & Rossi-Hassani, 2000),
carbon dioxide (Nilsson, Chen, Chikindas, Huss, Gram, & Montville, 2000), ethanol
(Phongphakdee, & Nitisinprasert, 2015) and garlic extract (Kim, Choi, Bajpai, & Kang,
2008).

Bacteriocins or bacteriocin-like substances can lose their antimicrobial activity in food

products for a variety of reasons. Interference and cross-reactions of the antimicrobial with
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food constituents, such as protein and fat, are difficult to overcome and often require large
amounts of antimicrobial in order to gain significant reductions in the pathogen load in a
product (Sobrino-Lopez, & Martin-Belloso, 2008). Liposomes are under investigation as
micro and nanocarrier systems for the protection and delivery of bioactive agents and may
represent an interesting alternative to meet the challenges in developing healthy foods, which
are aimed to reduce the risks of target diseases in a population (Brandelli, & Taylor, 2015). In
food industry, liposomes can be useful to encapsulate nutraceuticals, flavors, colorings, and
antimicrobials (Keller, 2001; Taylor, Davidson, Bruce, & Weiss, 2005).

The aim of the present study was to assess the effect of liposome-encapsulated nisin in
combination with garlic extract (GE) against different gram-positive and gram-negative
foodborne pathogens in milk, as a nanostructure with potential use as biopreservative in the

food industry.

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and media

Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella Enteritidis SE86, Escherichia coli ATCC
8739 and Staphylococus aureus ATCC 1901 were used as the indicator organism for
antimicrobial activity assays. The strain was maintained on BHI agar plates at 4°C, and
subcultured periodically. Before each experiment, strains were grown in BHI medium at 37°C

for 24 h in a rotary shaker (125 rpm).

2.2. Preparation of garlic extract (GE) and nisin
Garlic shoots were purchased from a local market in Porto Alegre, Brazil. The samples were
prepared by the method of Kim, Choi, & Kang (2007), with some modifications. The

collected samples of garlic shoot were washed in running water followed by rinsing in
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distilled water. For sample preparation, the garlic shoot samples were mixed with distilled
water at the ratio of 1:1 (w/w) and processed to obtain a garlic extract (GE). The product was
sonicated for 15 min and centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C. The supernatant of GE
was collected, passed through a 0.22 um membrane (Millipore, Billerica, MA, USA) and
stored at 4°C until further analysis.

Commercial nisin (Nisaplin®) was purchased from Danisco (Vargem Grande, Brazil).
Nisin solution was prepared with 0.01 M HCI to obtain a 12.5 mg/ml stock solution, filter
sterilized through 0.22 um membranes, and further diluted in 10 mM phosphate buffer pH 7.0
to reach working concentrations. Nisin is expressed as levels of pure nisin (ug/ml or pg/g). To
convert these units to International Units (1U/ml or 1U/g) or to equivalent Nisaplin® levels
(mg/l, mg/kg), the levels of pure nisin should be multiplied by 40 (Thomas, Clarkson, &

Delves-Broughton, 2000).

2.3. Antimicrobial activity assay

Antimicrobial activity was determined essentially as described elsewhere (Motta, & Brandelli,
2002). Nisin was diluted to reach (16, 8, 4 ug/ml) and tested alone and combined with GE
(1:1 ratio). An aliquot of 10 pl each sample dilution was applied onto BHI agar plates
inoculated with a swab submerged in every strain culture (approximately 7 log CFU/ml).
Activity was defined as the reciprocal of the dilution after the last serial dilution giving a zone

of inhibition and was expressed as activity unit per milliliter (AU/ml).

2.4. Liposome production by film hydration

Encapsulation of nisin and GE in phosphatidylcholine liposomes was carried out by the thin-
film hydration method (Malheiros, Micheletto, Silveira, & Brandelli, 2010a). Briefly, 0.076 g
of phosphatidylcholine was dissolved with 15 ml of chloroform in a round-bottom flask and
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the organic solvent was removed by a rotary evaporator to 40°C until a thin film was formed
on the flask walls. Flasks were stored for 24 h in a desiccator to remove traces of organic
solvent. The resulting dried lipid film was dispersed by the addition of 5.0 ml nisin-GE
mixture (2.5 ml GE plus 2.5 ml nisin at 8 ug/ml). Then, the system was mixed exceeding the
phase transition temperature of lipids (55°C) before sonication at 40 kHz. Liposomes with 10

mM phosphate buffer pH 7.0 were prepared as control.

2.5. Characterization of liposomes

The size of nanovesicles was determined by dynamic light scattering as described elsewhere
(Teixeira, Santos, Silveira, & Brandelli, 2008). The zeta () potential analyses of liposomes
were carried out after dilution of the formulations in 1 mM phosphate buffer pH 7.0 using a
Zetasizernano-ZS ZEN 3600 equipment (Malvern Instruments, Herrenberg, Germany). The
liposomes morphology was observed by transmission electron microscopy (TEM). Samples
were dropped onto a Formvar-coated 300 mesh copper grids and was leaved for 1 min, then
stained in 25 g/l uranyl acetate for 30 seconds and dried. Prepared samples were visualized

using a transmission electron microscope (JEM-1200, Jeol Ltd., Tokyo, Japan).

2.6. Entrapment efficiency

Encapsulation efficiency (EE) of liposomes was determined using freshly prepared samples.
Liposome vesicles were separated from the solution by ultrafiltration (Ultracel YM-10
membrane, Millipore). Total concentrations of nisin and allicin (GE) in the filtrate were
determined using HPLC analysis. The EE for nisin and GE (allicin) was calculated according

to the following equation:

Nisin or Allicin (used in preparation - in filtrate)
%EE = X 100

Nisin or Allicin used in preparation
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The amount of GE was determined using a HPLC method for allicin (Liang et al.,
2013). Analysis was performed using a XBridge® (150 x 4.6 mm, 5 um) column (Waters,
Milford, MA, USA). A 10 uL sample was injected onto the HPLC by an auto sampler at
20°C. The column was eluted with an isocratic mobile phase consisted of methanol:water
(65:35 v/v) containing formic acid (0.04%, v/v) with a flow rate of 0.5 ml/min. The column
temperature was adjusted to 20°C and the detector wavelength was set at 242 nm.
Ethylparaben was used as substitute reference standard for allicin (Liang, et al., 2013).

The amount of nisin was determined by HPLC (Kopermsub, Mayen, & Warin, 2011).
The sample was filtered through 0.22 pm nylon membrane before injection, and 100 ul of
filtered sample were loaded onto the XBridge® C18 column. The column was eluted using a
gradient program of mobile phases A (0.1% v/v TFA in water) and B (0.1% v/v TFA acid in
acetonitrile) as follows: 100% A for 5 min, a linear gradient 0-50% B over 45 min, a linear
gradient to 100% B over 5 min and 100% B for 7 min, at 1 ml/min flow rate. The column
temperature was set at 35°C and the UV detector was operated at 215 nm. The amount of
nisin was calculated by means of a calibration curve of nisin standard (Sigma, St. Louis, MO,
USA).

Mobile phases were filtered through 0.45 um nylon filters and degassed by sonication
prior to use. HPLC analysis and data acquisition were operated on the Empower® 2 software

(Waters, Milford, MA, USA).

2.7. Inhibitory effect of free and encapsulated nisin-GE in milk

Bacterial cultures (9 log CFU/ml) were diluted in saline solution (8.5 g/l NaCl) to
approximately 6 log CFU/ml, and 100 pl of this suspension was added to 10 ml of whole
milk. Then, 500 ul of nanovesicles-encapsulated GE-nisin, 500 pl of free GE-nisin, 250 pl of

free nisin or 250 ul of GE were added to different tubes. In the case of free nisin and GE the
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volume was adjusted to 500 ul with phosphate buffer. Controls were inoculated with L.
monocytogenes and 500 pl of phosphate buffer liposomes. Tubes were incubated for 2, 4, 6, 8,
10 and 24 h at 37°C. The quantification of L. monocytogenes was performed by the drop

culture method (Malheiros, Brandelli, Norefia, & Tondo, 2009).

2.8. Data analysis

Each experiment was performed in duplicate and repeated at least twice, and averages were
calculated for treatments at each time point. Values were compared using Tukey’s t test. Data
analyses were performed with the SPSS software (SPSS Inc. Chicago, IL, USA), and

differences were considered significant at P < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. Activity of nisin and GE against gram-positive and gram-negative bacteria

In this study, the content of allicin in the GE was 1.04 mg/ml, corresponding to 2.08 mg/g
garlic sprout (w.b.). The allicin content is difficult to compare among different garlic samples,
since several authors agree that the allicin amount is extensively variable according to genetic
variation (Mirzaei, Liaghati, & Damghani, 2007; Gonzalez, Soto-Vargas, Sance, Camargo, &
Galmarini, 2009; Wang, Li, Shen, Oiu, & Song, 2014).

The antimicrobial effect of three different concentrations of nisin with GE (1:1 ratio)
was tested. For L. monocytogenes and S. aureus, nisin alone at 16 ug/ml resulted an
antimicrobial activity of 800 AU/ml in the serial two-fold dilution assay, whereas in the case
of 8 ug/ml and 4 ug/ml the activity decrease to 400 and 100 AU/ml, respectively. For E. coli
and S. Enteretidis, nisin alone at 16 ug/ml resulted an antimicrobial activity of 200 AU/ml,
while no activity was observed at 8 ug/ml and 4 ug/ml. Under the conditions of the analysis,

GE had no antimicrobial activity against the strains tested. The combination of either 16
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ug/ml or 8 ug/ml nisin with GE showed the highest antimicrobial activity (1600 AU/ml)
against L. monocytogenes, S. aureus, S. Enteritidis and E.coli. The effect of free nisin and
garlic extract against L. monocytogenes was previously studied, but the actual mechanism of
synergy between nisin and garlic is not clearly understood (Kim, et al., 2008, Rohani, Moradi,
Mehdizadeh, Saei-Dehkordi, & Griffiths, 2011; Hsieh, Yan, Liu, & Hwang, 2011). GE might
improve the action of nisin by increasing the number of pores created by nisin in cell
membranes or by increasing the size of the pores formed; both will lead to a larger reduction
of viable cells. However, the antimicrobial effect of the combination nisin-GE against S.
Enteretidis, S. aureus and E.coli was not yet reported. This result is important because
Salmonella spp. like other gram-negative bacteria are naturally resistant to the action of
bacteriocins, such as nisin, because their outer membrane acts as a barrier that prevents the
passage of bacteriocin molecules to their target site, acting as a mechanism of innate
resistance (Alakomi et al., 2000; Kaur et al., 2011). The synergistic effect of the nisin with
essential oils has been demonstrated and it has been noted that the activity of the essential oil
constituents such as carvacrol and thymol is enhanced by the presence of nisin (Pol, & Smid,

1999; Ettayebi, et al., 2000).

3.2. Nisin and GE encapsulation

The results of particle size (nm), PDI, C-potential and EE are presented in Table 1.
Nanovesicles co-encapsulating nisin and GE were obtained with mean diameter of 179.2 nm,
PDI 0.15 and C-potential of -27.7 mV. The ¢ potential is an indicator for accessible surface
charges and values below -30 mV and above +30 mV are conventionally considered high -
potentials. Characterization of phosphatidylcholine liposomes containing nisin revealed
values of -55.8 and -54.5 mV for unfiltered and filtered liposomes, respectively (Malheiros, et

al., 2010a). Liposomes with high C-potential can be expected to be more stable because the
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repulsive interactions increase, reducing the frequency of liposome collisions. Liposomes
encapsulating allicin were prepared with a lecithin:cholesterol ratio of 3.77:1 (Lu, et al.,
2014). Those liposomes showed a C-potential of -40.1 mV and EE of 75.2% (Table 1),
suggesting that such nanostructures have stable properties and can protect allicin from
unfavorable conditions, such as light, heat and alkaline conditions.
Table 1

Entrapment efficiency (EE) and physical characteristics of liposomes encapsulating nisin,

allicin, and nisin-GE.

Liposome EE (%) Size (nm) PDI ¢ potential (mV) Reference
Control - 149.0+£16.7 0.255+0.05 -20.1+9.7 This work
82.3+6.3/
Nisin/GE 902+ 49 1792119  0.15+0.08 -27.7+16 This work
Nisin 94.1 137.7+6.1  0.346+0.06 -55.8 + 3.1 Malheiros et al.
(2010b)
Allicin 75.2 1453+15.2 0.204+0.011 -40.1 £ 0.96 Lu et al. (2014)

The nisin-GE liposomes developed in this work presented a higher size compared with
liposomes encapsulating nisin or allicin alone (Malheiros, et al., 2010a, Lu, et al., 2014). This
could be associated with the presence of proteins and carbohydrates in the GE, since the
liposome size depends on the lipid composition and the encapsulated compound, and the
presence of cholesterol generally increases the size of liposomes containing nisin (Were,
Bruce, Davidson, & Weiss, 2003). Liposome size may influence the delivery of substances, as
it has been reported that smaller liposomes (120 nm in diameter) can penetrate the skin easier
as compared to larger ones (Verma, Verma, Blume, & Frahr, 2003). Therefore, it is
acknowledged that both size and surface properties are key factors influencing the usefulness

of liposomes as delivery systems. Moreover, the nisin-GE liposomes showed high EE (90.2%
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and 82.3% for GE and nisin, respectively), which is an important factor to improve the
antimicrobial activity.

Morphological evaluation of nisin-GE liposomes was carried out by TEM. Fig. 1
depicts the TEM micrograph of nisin-GE liposomes and control liposomes. The negatively
stained liposomes appeared as gray and white spheres in contrast to the black background.
The TEM image revealed that nisin-GE liposomes were dispersed as individual with a higher

size around 150-200 nm in comparison with empty liposomes (100-150 nm).

Fig 1. Structural morphology of liposomes by transmission electron microscopy. (A, C)
Control liposomes with phosphate buffer and (B, D) nisin-GE loaded liposomes. (A,B) bar =

200 nm; (C,D) bar =500 nm.
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3.3. Inhibition of foodborne pathogens in milk

The antimicrobial activities of free nisin and GE and its encapsulated combination were

evaluated in whole milk for 24 h at 37°C (Fig. 2). The combination of GE with nisin had a

strong synergistic antimicrobial effect decreasing the bacterial counts for up to 5 log CFU/ml

for L. monocytogenes, 4 log CFU/mI for S. aureus, and 3-4 log CFU/mI for S. Enteritidis and

E.coli at 10 h incubation. No significant difference between the antimicrobial activity of free

and encapsulated nisin-GE was observed. Free nisin was not effective to inhibit the growth of

these bacteria and the GE showed bacteriostatic effect against S. aureus, S. Enteritidis e E.coli

(Fig. 2).
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Fig 2. Growth of S. aureus 1901 (A), E. coli 8739 (B), S. Enteritidis SE86 (C) and L.

monocytogenes ATCC 7644 (D) in milk at 37°C containing free or encapsulated nisin-GE.

Viable counts were monitored of free nisin-GE (¢), phosphatidylcholine encapsulated nisin-
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GE (©), free nisin (@) free GE (A). Control (m). Each point represents the mean + s.e.m. of
three independent experiments.

From these results, it can be deduced that nisin-GE liposome suspension was an
effective delivery system for nisin and GE. In the case of nisin encapsulation, strong nisin-
phosphatidylcholine interactions might reduce the rate of nisin release to a level inferior to
that required for the control of L. monocytogenes growth. Alternatively, the highly negative -
potential of nisin-loaded liposomes may influence nisin interaction with bacteria. As the
bacterial cell has a negative surface charge, the electrostatic repulsion between strongly
negatively charged liposomes and the cell surface may prevent direct contact between
liposomes and pathogens, and the subsequent release of antimicrobials (Were, Bruce,
Davidson, & Weiss, 2004).

A previous study showed that only elevated concentrations (0.5 mg/ml) of both free
and encapsulated nisin effectively reduced L. monocytogenes counts in whole milk under
refrigeration at 7°C (Malheiros, Daroit, Silveira, & Brandelli, 2010b). In agreement, total
inhibition of Listeria spp. in soy milk (1.8% fat) was achieved by 6% garlic shoot juice in
combination with 225 IU/ml nisin at 4°C for 14 days (Hsieh, et al., 2011). Our results showed
that the combination of nisin and GE present antimicrobial activity against L. monocytogenes,
S. Enteritidis, E. coli and S. aureus, and this activity was maintained after encapsulation into
nanovesicles, using whole milk as a food model. The result observed for free nisin was
somewhat expected, since the negative effect of fat on nisin antimicrobial activity is
extensively reported, caused by the adsorption of nisin onto fat globules (Bhatti,
Veeramachaneni, & Shelef, 2004; Sobrino-Lbpez, & Martin-Belloso, 2008). On contrast, the
milk fat had not a significant effect on the antibacterial activity of free and encapsulated

antimicrobial peptide P34 (Malheiros, Sant’Anna, Utpott, & Brandelli, 2012).
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Some studies describe the combined antibacterial effect of nisin and plant extracts,
including garlic (Rohani, et al., 2011; Hsieh, et al., 2011), but the effect of encapsulated nisin-
GE against L. monocytogenes, S. Enteritidis, E. coli and S aureus in milk has not been
reported. Actually, the FAO/WHO Codex Committee on milk and milk products accepted
nisin as a food additive for processed cheese at a concentration of 12.5 mg pure nisin/kg of
product (Ross, Morgan, & Hill, 2002). The final concentration of nisin applied to milk in this
work corresponded to 0.2 mg/kg. A bactericidal action caused by higher concentrations could
impair the comparison between free and encapsulated GE along the time, but this low
concentration also expands the possibilities of increasing concentrations of nisin and get full
inhibition of L. monocytogenes, S aureus and improve their activity against gram-negative
bacteria in dairy products. Despite it is away from the objectives of this study, liposome
encapsulation can offer protection to the antioxidant activity of GE and weaken its

undesirable odor.

4. Conclusion

The liposomes developed in this work showed high entrapment efficiency for nisin and GE,
and presented antimicrobial activity against L. monocytogenes, S. Enteritidis, E. coli and S.
aureus in milk during incubation at 37°C. In general, free and encapsulated nisin-GE appeared
to be effective to control Gram-positive and Gram-negative bacteria in milk, suggesting its
potential use as biopreservative in food products. Therefore, the use of natural antimicrobials
in combination with nanotechnology was useful to control important pathogens in the dairy
industry. This research addresses the viability of the use of natural antimicrobials and
nanoencapsulation to improve the quality and safety of food. Liposome encapsulation
technologies may allow the maintenance of antimicrobial activity by protecting the

antimicrobial against cross-reactions with food components.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel nano encapsular extrato de alho com propriedades
antilisteriais iguais ao extrato livre, porém, devido ao tamanho de particula e seu
baixo potencial zeta, os lipossomas de extrato de alho podem apresentar baixa
estabilidade fisicoquimica.

A eficiéncia de encapsulacdo do extrato de alho foi baixa (47,5%), porém,
a atividade antibacteriana nao teve diferenca estatistica, quando comparada com o
extrato livre, indicando que o processo de encapsulacdo ndo teve nenhum efeito
adverso nas propriedades antilisteriais do extrato.

O extrato de alho produzido teve atividade contra Listeria monocytogenes,
e também foi ativo frente a cepas de Listeria spp isoladas de alimentos e contra
Listeria inocua, em um meio complexo como leite integral.

Os lipossomas constituem um sistema apropriado para a encapsulagao
de compostos volateis in estaveis como 0s compostos ativos do extrato de alho.

Mesmo longe dos objetivos deste estudo, encapsulamento em lipossomas
pode oferecer protecdo para a atividade antioxidante do extrato de alho e
enfraquecer seu odor indesejavel.

A encapsulacao de extrato de alho provou ser uma tecnologia promisora
com multiplas aplicagdes, incluindo a de agente antilisterial. No entanto, séo
necessarios mais estudos para determinar o mecanismo de acdo do extrato de alho,
além de aprimorar a estabilidade dos lipossomas a fim de melhorar a eficiéncia de

encapsulacao.
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Os lipossomas obtidos na segunda parte deste trabalho, apresentaram
alta eficiéncia de encapsulacao da nisina e extrato de alho, além de melhor indice de
polidispersividade e potencial zeta, quando comparados com os lipossomas que
contém somente extrato de alho, indicando uma melhora na estabilidade dos
lipossomas, pela adicdo de nisina na formulacédo. Um efeito sinergético adicional nao
explorando anteriormente.

A combinacéo de nisina e extrato de alho nanoencapsulado, manteve seu
efeito sinergético no controle contra L. monocytogenes e também foi demostrado
que possui atividade contra S. aureus e bactérias Gram-negativas como S.
Enteritidis e E. coli em leite integral durante incubacdo a 37°C, atividade nao
relatada anteriormente.

A baixa concentracdo de nisina empregada amplia as possibilidades de
aumento das concentragfes desta bacteriocina e assim obter inibicdo completa de L.
monocytogenes e S. aureus, além de melhorar sua atividade contra bactérias gram-
negativas em produtos lacteos.

E necessario melhorar as carateristicas fisicoquimicas dos lipossomas a
fim de aprimorar a estabilidade e também s&o necessérios testes em outras matrizes
alimentares, para avaliar seu potencial como antimicrobiano de alto espectro

inhibitério e de baixo custo.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho proporcionam informagdes de interesse para
novos estudos sobre o efeito sinergético da nisina e os compostos do extrato do
alho, a exploracdo de seu potencial antimicrobiano contra outras espécies
bacterianas e fangicas em alimentos, devido ao efeito benéfico da encapsulacéo,
oferecendo mudltiplas opc¢des de aplicagbes em alimentos e embalagens. Mesmo
assim sao necessarios maiores estudos quanto ao mecanismo de atividade e
melhoramento da estabilidade fisicoquimica dos lipossomas. Algumas das novas

abordagens sugeridas séo:

e Estudo do mecanismo de atividade da mistura nisina/EA

e Melhoramento da estabilidade fisicoquimica dos lipossomas com adi¢cdo de
colesterol ou outros fosfolipidios.

¢ Incorporacdo de um masking para inibir os odores do alho.

e Testes em alimentos.

¢ Avaliacdo da atividade anti-biofilme da mistura nisina/EA
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