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RESUMO

Equipamentos e superficies de indUstrias de alimentos e servicos de alimentacdo sdo muito
suscetiveis ao desenvolvimento de biofilmes, tornando-se um grande desafio a garantia da
seguranca de alimentos. A higienizacdo adequada destas superficies € muito importante para
este controle, porém utiliza-se de produtos quimicos que podem gerar contaminacdo ambiental
além de serem possivelmente um dos fatores responsaveis pelo surgimento de cepas
microbianas mais resistentes. H4 uma grande demanda pela utilizagdo de insumos naturais para
o desenvolvimento de sanitizantes, porém estes compostos apresentam desvantagens como alta
volatilidade, sabor residual ou degradacao por exposicdo a condi¢cdes ambientais extremas. A
encapsulagdo em nanoparticulas utilizando matrizes atoxicas surge como uma estratégia para
proteger os compostos, mantendo sua atividade antimicrobiana e proporcionando liberagdo
prolongada. O presente estudo teve por objetivo encapsular carvacrol, um composto natural que
em diversos estudos demonstrou destacada acdo de inativacdo de patdgenos em alimentos, em
nanolipossomas e nanocépsulas poliméricas, comparar suas caracteristicas fisico-quimicas e
acao antimicrobiana contra pools de Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes em testes in vitro e aderidos em aco inoxidavel. Nanolipossomas
contendo carvacrol (NLC) foram preparados através da técnica de hidratacdo do filme lipidico,
apresentando diametro médio de 270,83 nm, polidispersidade de 0,22, eficiéncia de
encapsulacdo de 98,02 % e potencial zeta de + 8,64 mV. Concentracdo bactericida minima
(CBM) dos NLC foi de 3,53 mg/mL contra Salmonella e 5,30 mg/mL contra os demais
microrganismos. Nanocéapsulas contendo carvacrol (NCC) foram preparadas usando a técnica
de deposicéo interfacial do polimero pré-formado, apresentando didmetro medio de 159,30 nm
e polidispersidade de 0,22, eficiéncia de encapsulacédo de 97, 11 % e potencial zeta de + 44,84
mV. CBM das NCC foi de 4,42 mg/mL contra E. coli e de 3,31 mg/mL contra os demais
microrganismos. Os resultados para CBM juntamente com as caracteristicas fisico-quimicas
demonstraram que NCC apresentaram melhores resultados do que os NLC contra os
microrganismos testados, sendo selecionadas para os demais experimentos. A cinética de
multiplicagdo foi determinada para cada bactéria (= 8 log UFC/mL) utilizando diferentes
concentragdes de nanocépsulas contendo carvacrol (NCC). Os resultados mostraram que apos
2 horas de contato NCC com concentracdo de carvacrol equivalente a %> CBM inibiram
Salmonella e E. coli abaixo do limite de deteccdo do método de plaqueamento em gota (drop

plate), igual a 1,69 UFC/mL. A populacédo de L. monocytogenes foi reduzida em 2 log UFC/mL



em 6 horas e S. aureus foi inibido abaixo do limite de deteccdo do método (1,69 UFC/mL), em
48 horas utilizando NCC com concentracdo de carvacrol equivalente a CBM. Apds, os pools
de cada bactéria foram aderidos, separadamente, em coupons de aco inoxidavel AISI 304.
Conforme o microrganismo a populacgéo inicial apresentou adesdo variando entre 6 e 7 log
UFC/cm?. A acgdo antimicrobiana das NCC foi avaliada em diferentes concentragdes ap6s 1
minuto de contato entre o antimicrobiano e os coupons contendo células aderidas. Salmonella
apresentou maior reducdo no numero de células aderidas, seguida por E. coli. Os resultados
obtidos sugerem que as NCC apresentam potencial para desenvolvimento de um sanitizante
para utilizagdo em superficies de contato com alimentos, visando evitar a fixacao bacteriana em

sua fase inicial evitando assim o desenvolvimento de biofilme.

Palavras-chave: Carvacrol; Nanocapsulas; Nanolipossomas; Patégenos; Nanotecnologia



ABSTRACT

Equipment and surfaces of food industries and food services are very susceptible to the
development of biofilms, making it a major challenge to ensure food safety. The proper hygiene
of these surfaces is very important for this control, but it uses chemical products that can
generate environmental contamination besides being possibly one of the factors responsible for
the emergence of more resistant microbial strains. There is a great demand for the use of natural
compounds for the development of sanitizers, however these compounds present disadvantages
such as high volatility, residual taste or degradation due to exposure to extreme environmental
conditions. Encapsulation in nanoparticles using non-toxic matrices arises as a strategy to
protect the compounds, maintaining their antimicrobial activity and providing prolonged
release. The objective of this study was to encapsulate carvacrol, a natural compound that in
several studies demonstrated the inactivation of pathogens in food, in nanoliposomes and
polymer nanocapsules, to compare its physicochemical characteristics and antimicrobial action
against pools of Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Listeria
monocytogenes in tests in vitro and adhered in stainless steel. Nanoliposomes containing
carvacrol (NLC) were prepared by the lipid film hydration technique, with a mean diameter of
270.83 nm, polydispersity of 0.22, encapsulation efficiency of 98.02 % and zeta potential of
+ 8.64 mV. Minimum bacterial concentration (MBC) of NLC was 3.53 mg / mL against
Salmonella and 5.30 mg / mL against the other microorganisms. Nanocapsules containing
carvacrol (NCC) were prepared using the interfacial deposition technique of the preformed
polymer, having a mean diameter of 159.30 nm and polydispersity of 0.22, encapsulation
efficiency of 97, 11% and zeta potential of + 44, 84 mV. The NCC CBM was 4.42 mg / mL
against E. coli and 3.31 mg / mL against the other microorganisms. The results for MBC
together with the physical-chemical characteristics showed that NCC presented better results
than the NLC against the tested microorganisms, being selected for the next experiments. The
kinetics of multiplication were determined for each bacteria (= 8 log CFU / mL) using different
concentrations of nanocapsules containing carvacrol (NCC). The results showed that after 2
hours of NCC contact with carvacrol concentration equivalent to ¥2 CBM, they inhibited
Salmonella and E. coli below the detection limit of the drop plate method, equal to 1.69 CFU /
mL. The L. monocytogenes population was reduced by 2 log CFU / mL in 6 hours and S. aureus
was inhibited below the detection limit of the method (1.69 log CFU / mL) in 48 hours using
NCC with a concentration of carvacrol equivalent to the MBC. Afterwards, the pools of each



bacteria were separately adhered to AISI 304 stainless steel coupons. According to the
microorganism, the initial population showed adhesion ranging between 6 and 7 log CFU / cm?.
The antimicrobial action of the NCC was evaluated at different concentrations after 1 minute
of contact between the antimicrobial and the coupons containing adhered cells. Salmonella
showed a larger reduction in the number of adhered cells, followed by E. coli. The results
suggest that the NCC present potential for the development of a sanitizer for use in food contact
surfaces, in order to avoid bacterial fixation in its initial phase, thus avoiding biofilm

development.

Keywords: Carvacrol; Nanocapsules; Nanoliposomes; Pathogens; Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

Uma das grandes preocupacdes da industria de alimentos refere-se a contaminacao
microbiologica. Sabe-se que as bactérias podem viver de forma isolada ou associadas,
organizadas em biofilmes (ESPER, 2011). Células bacterianas em biofilmes agem como um
organismo multicelular, apresentando maior resisténcia do que células plancténicas (KOCOT;
OLSZEWSKA, 2017; MIAO et al., 2017; VASUDEVAN, 2014). A formacéo de biofilmes em
superficies e equipamentos € um fator de grande impacto para o controle de qualidade e
seguranca dos alimentos, pois séo fonte de contaminacdo por microrganismos patogénicos e
deteriorantes, ocasionando perda da qualidade e reducdo da vida Gtil do alimento bem como
doencas na populacdo (MILLEZI et al., 2012; PARIZZI, 2004).

Para evitar a formacdo de biofilmes é imprescindivel que, aléem da utilizacdo de
equipamentos e utensilios com design e materiais apropriados, a higienizacao seja realizada de
maneira eficiente, evitando a adesdo bacteriana as superficies, primeira etapa na formacéo de
biofilmes (MACEDO, 2006; SREY; JAHID; HA, 2013). A higienizaco é parte integrante das
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) que, juntamente com a Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), tem como objetivo a producéo de alimentos seguros. A higienizacgdo é
composta por duas etapas distintas: limpeza, realizada com detergentes, que tem o objetivo de
remover residuos organicos, e sanitizacdo, realizada com sanitizantes, que visa a reducdo da
guantidade de microrganismos a niveis seguros (FERNANDES et al., 2017; MCDONNELL,;
RUSSELL, 1999; MENEGARO et al., 2016).

Os sanitizantes utilizados atualmente na industria de alimentos s&o produtos quimicos,
que podem ser carcinogénicos, causarem contaminacdo ambiental e um dos fatores
responsaveis pelo surgimento de cepas microbianas mais resistentes (HRUDEY et al., 2015;
WANG et al., 2017).

Tendo em vista uma maior protecdo ao meio ambiente e atendendo a demanda crescente
dos consumidores por produtos naturais, atualmente estdo sendo desenvolvidas tecnologias para
criacdo de sanitizantes alternativos. Diversas substancias naturais apresentam propriedades
antimicrobianas, destacando-se 0s compostos antimicrobianos presentes nos 6leos essenciais
de plantas aromaticas, como o carvacrol, extraido de orégano e tomilho. O carvacrol apresenta
propriedades antimicrobianas, sendo reconhecido como substancia segura (GRAS: Generally
Recognized as Safe) de acordo com o Food and Drug Administration (FDA) (LEE; PARK,
2015).
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Entretanto, alguns problemas de estabilidade, hidrofobicidade e volatilidade ainda séo
um empecilho para a utilizacdo desse composto como matéria-prima para o desenvolvimento
de sanitizantes (BRANEN; DAVIDSON, 2004; CHOLLET et al., 2008; WEISHEIMER et al.,
2010). Visando minimizar os problemas acima expostos, a nanoencapsulacdo dos compostos
naturais pode ser uma alternativa eficiente para proteger estes antimicrobianos dentro e/ou na
superficie das nanoparticulas, diminuindo assim sua volatilidade e aumentando sua
estabilidade. Além disso, a encapsulacdo proporciona liberagcdo progressiva e controlada dos
compostos, mantendo as substancias antimicrobianas em contato com as superficies por maior
periodo de tempo (ASBAHANI et al., 2015; ENGEL et al., 2017; MALHEIROS et al., 2010;
ZORZI et al., 2015), evitando assim contaminagdo cruzada, adesdo bacteriana e formacéo de
biofilmes.

Dentre os nanomateriais mais estudados para aplicacdo em alimentos destacam-se
nanolipossomas e nanoparticulas poliméricas (BLANCO-PADILLA et al., 2014; LOPES;
PINILLA; BRANDELLI, 2017). As nanoparticulas polimeéricas apresentam-se como
nanocapsulas (nanoparticula polimérica contendo nucleo oleoso) ou nanoesferas (composto
ativo adsorvido na superficie polimérica ou interior, ndo possui 6leo em sua formulacéo) (REIS
et al., 2006; SCHAFFAZICK et al.,, 2003). O material encapsulante pode ser natural ou
sintético, destacando-se entre os sintéticos o Eudragit, muito usado pela industria farmacéutica
devido a grande variedade de tipos existentes, proporcionando caracteristicas diversas as
nanoparticulas (PATRA et al., 2017). Recomenda-se uso de nanoparticulas poliméricas quando
deseja-se liberacdo lenta do composto encapsulado (BLANCO-PADILLA etal., 2014; FATHI,;
MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Ja os lipossomas sao estruturas coloidais compostas por um
nacleo aquoso e uma membrana fosfolipidica que podem encapsular materiais hidrossoluveis,
lipossoluveis ou anfifilicos. Sdo biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade e estabilidade em
aplicacdes com alta atividade de 4gua, comuns na industria de alimentos (BLANCO-PADILLA
et al., 2014; DESAI; PARK, 2005; MALHEIROS et al., 2010).

Analisando os dados do Ministério da Satde do Brasil entre 2007 e 2017 observa-se
gue a Salmonella, Staphylococcus aureus e Escherichia coli sdo os principais causadores de
surtos alimentares no pais (BRASIL, 2018), enguanto Listeria monocytogenes desperta
preocupacdo, pois apresenta alta letalidade e vem causando diversos surtos nos Gltimos anos
(SOUTH AFRICA, 2018). Neste contexto, o desenvolvimento de sanitizantes alternativos
preparados com matéria-prima indcua, antimicrobianos naturais e tecnologias inovadoras pode

representar um avango para a higienizacao de superficies em contato com alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Encapsular carvacrol em nanolipossomas e nanocapsulas visando a inibigéo de bactérias

de importancia em alimentos aderidas em aco inoxidavel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Encapsular carvacrol em nanolipossomas e nanocapsulas;

b) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos nanolipossomas e nanocapsulas
contendo carvacrol através de analise de tamanho, polidispersidade, eficiéncia de
encapsulacao e potencial zeta;

c) Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de carvacrol livre, bem como
do carvacrol encapsulado em nanolipossomas e nanocapsulas, contra Salmonella,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes;

d) Determinar a cinética de multiplicacdo in vitro de Salmonella, S. aureus, E. coli e L.
monocytogenes em presenca de carvacrol livre e encapsulado em nanocapsulas
poliméricas utilizando diversas concentracgoes;

e) Avaliar a acdo inibitdria de carvacrol, livre e encapsulado, contra Salmonella, S. aureus,

E. coli e L. monocytogenes aderidos ao aco inoxidavel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Adesao microbiana e formacéo de biofilmes

Evitar a contaminagdo microbiana é um grande desafio para a industria alimenticia.
Uma das principais fontes de contaminacdes sdo os biofilmes que podem se formar em
superficies e equipamentos podendo ocasionar reducdo da vida util do produto e doencas na
populagdo (MILLEZI et al., 2012).

Os biofilmes séo ecossistemas complexos, formados a partir de uma ou mais espécies
de microrganismos, onde as células apresentam-se aderidas entre si e a uma superficie e sdo
embebidas por uma matriz de exopolissacarideos, formada por DNA, lipidios, proteinas e
polissacarideos (BJARNSHOLT, 2013; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MACEDO, 2006). Os
biofilmes se formam quando ocorre aderéncia de um conglomerado de bactérias em
equipamentos ou superficies que contenham residuos de nutrientes. A presenca destes
nutrientes ocorre devido a dificuldade de acesso do sanitizante a determinadas partes do
equipamento (erro de projeto no design higiénico) ou devido a falhas no procedimento de
higienizagdo (ALLES; DUTRA, 2011; KASNOWSKI et al., 2010).

O processo de formacdo de biofilmes passa por duas etapas bastante distintas, a
primeira reversivel e a segunda irreversivel (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). Na primeira
etapa, caracterizada como um processo reversivel, ocorre a adesdo bacteriana a superficie
através de forcas de Van der Walls e atracdo eletrostatica. Enquanto na segunda etapa ocorrem
formacdo de adesinas na superficie das ceélulas (proteinas que facilitam adesdo dos
microrganismos a superficies) e ligacGes polares entre 0os microrganismos e a superficie
(KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MACEDO, 2006).

A maioria das contaminacdes que ocorrem em industrias de alimentos s&o atribuidos
aos biofilmes pois sdo descontinuos e afetam somente por¢des dos produtos, corroborando a
teoria de que a contaminagdo ocorre devido ao desprendimento de porges de biofilmes
(FLACH; KARNOPP; COR(}AO, 2005; SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2013).

Observa-se que, quando organizados em biofilmes, os microrganismos apresentam
caracteristicas fenotipicas diferentes das células planctnicas (microrganismos dispersos em
meio aquoso, nao fixados a uma superficie), adquirindo novos genes de viruléncia que facilitam
sua sobrevivéncia em ambientes hostis (GIAOURIS et al., 2015; KOCOT; OLSZEWSKA,

2017). A remocdo de biofilmes é bastante dificil pois, além de ocorrer interacfes entre 0s
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microrganismos e residuos alimentares, aumentando assim a adeséo a superficie, a matriz de
exopolissacarideos atua como uma barreira de protecdo  contra acBes mecanicas,
antimicrobianos, acidos, alta temperatura, radiacdo ultravioleta e outras modificacGes
ambientais adversas (ESPER, 2011; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MIAO et al., 2017,
VASUDEVAN, 2014).

3.2 Superficies de contato com alimentos

Os biofilmes podem ser formados em diferentes tipos de superficies de contato com
alimentos como aco inoxidavel, vidro, borracha, poliestireno, entre outros (PARIZZI, 2004;
RODRIGUES et al., 2017; UCHIDA et al., 2015). Apesar de qualquer tipo de superficie ser
suscetivel a formacao de biofilmes, algumas caracteristicas serdo determinantes para a adesdo
microbiana tais como: rugosidade, porosidade, carga da superficie e hidrofobicidade do
material, além do tipo de nutriente disponivel, seu pH e temperatura (SREY; JAHID; HA, 2013;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2015). Geralmente materias como o0 a¢o inoxidavel e o vidro, que
apresentam baixa rugosidade na superficie, permitem menor capacidade de aderéncia dos
microrganismos do que teflon, ndilon e polimeros em geral (SINDE; CARBALLO, 2000).

Aco inoxidavel é um material bastante usado em equipamentos, utensilios e
superficies em industrias de alimentos. Esse material ndo favorece a adesdo microbiana porém,
diversos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos como Staphylococcus aureus e
Salmonella séo capazes de aderir no aco inoxidavel em tempos de contato inferiores a 2 horas
(HOOD; ZOTTOLA, 1997; SINDE; CARBALLO, 2000).

Séo utilizados nas industrias de alimentos dois tipos de aco inoxidavel, AISI 316 e
AISI 304, estes materiais apresentam alta resisténcia, ductilidade e dificultam a adesdo
microbiana, porém diferem quanto a composicdo da liga metalica (WANG; PALMER; BEESE,
2016). O aco inoxidavel AISI 304 contém 18% de cromo e 8% de niquel, enquanto o ago
inoxidavel AISI 316 contém 16% de cromo, 10% de niquel e 2% de molibdénio. Devido a
presenca de molibdénio o ago inoxidavel AISI 316 apresenta melhor resisténcia a corroséo
(PARDO et al., 2008), porém devido seu alto custo, muitas vezes é substituido pelo ago
inoxidavel AISI 304 para confeccdo de superficies e equipamentos (SINDE; CARBALLO,
2000). O aco inoxidavel AISI 304 apresenta baixo custo, boa resisténcia mecénica e boa

resisténcia a corrosdo, entretanto, devido a alta energia superficial é mais suscetivel a adesao
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bacteriana e formacdo de biofilme em comparacdo com o0 aco inoxidavel AISI 316
(CHMIELEWSKI; FRANK, 2003).

3.3 Higienizagdo

Conforme a legislacdo sanitaria federal toda inddstria de alimentos ou servigo de
alimentacdo no Brasil deve implementar as Boas Praticas de Fabricacao (BPF) como forma de
garantir a qualidade sanitaria e conformidade dos alimentos (ANVISA, 2017). As BPF sdo um
conjunto de medidas que devem ser adotadas para garantir a seguranca do alimento desde a
selecio da matéria-prima até a expedicdo do produto final. E um processo composto por
diversas etapas, sendo uma das mais importantes a etapa de higienizacdo (MACHADO;
DUTRA; PINTO, 2015).

Para realizar um processo de higienizacdo eficaz, além da escolha do detergente
apropriado ao tipo de sujidade e da utilizagio de um sanitizante compativel com o0s
microrganismos a serem combatidos, a agua utilizada deve ser prépria para consumo e livre de
microrganismos. Deve-se também adotar técnicas de avaliacdo do processo e medidas de
correcdo quando encontradas inconformidades (SILVA, G.; DUTRA, P.; CADIMA, 2010).

A limpeza visa a remocao de residuos organicos e minerais que aderem as superficies,
tais como: proteinas, lipidios, carboidratos, poeira, etc. enquanto a sanitizacdo tem o objetivo
de reduzir a quantidade de microrganismos presentes na superficie e equipamentos a niveis
seguros e compativeis com a obtencao de produtos em boas condi¢des higiénico-sanitérias, bem
como controle e prevencdo da formacdo de biofilme (FERNANDES et al., 2017,
MCDONNELL; RUSSELL, 1999; MENEGARO et al., 2016). A operacdo de limpeza nas
indUstrias de alimentos normalmente é realizada através da a¢do conjunta de um agente
mecanico e um agente quimico (detergente), que deve ser escolhido conforme o tipo de sujidade
a ser removida. Os detergentes mais utilizados séo os alcalinos e os acidos (SILVA; DUTRA,
CADIMA, 2010).

A etapa de sanitizacdo deve ser iniciada imediatamente apds a limpeza e enxague,
podendo ser realizada através de agentes fisicos (calor ou radiagdo) ou quimicos (produtos
saneantes com acdo antimicrobiana). Na industria de alimentos normalmente a sanitizagdo
ocorre através do uso de agentes quimicos, sendo mais usados &cido peracético, compostos
derivados de cloro, compostos derivados de iodo e compostos de aménio quaternario
(FERREIRA et al., 2010; FRAISE; MAILLARD; SATTAR, 2013).
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3.4 Sanitizantes

Conforme definicdo da resolucdo RDC 14 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) os sanitizantes sdo produtos que reduzem o nimero de bactérias a niveis
seguros conforme as normas da saude (BRASIL, 2007).

De maneira geral, um bom sanitizante deve apresentar-se estavel em diversas
condicdes de uso, apresentar baixa toxicidade e corrosividade, possuir amplo espectro de acao
antimicrobiana, destruir rapidamente os microrganismos e ser aprovado pelo Ministério da
Saude (ANDRADE, 2008).

Nas industrias de alimentos os sanitizantes mais utilizados séo hipocloritos, devido
sua eficécia, baixo custo, facil preparo e aplicacio (MENEGARO et al., 2016). Porém, esses
compostos podem causar corrosdo nos equipamentos e superficies, transmitir sabores e odores
indesejaveis ao alimento se aplicado em concentracdes elevadas, ser potencialmente toxicos
para os trabalhadores e causar contaminacdo ambiental (SILVA; DUTRA; CADIMA, 2010;
WANG et al., 2017).

A preocupacdo com a protecdo ao meio ambiente somada a uma demanda crescente
dos consumidores por produtos naturais esta propiciando o desenvolvimento de tecnologias
para criagdo de sanitizantes alternativos. Muitos consumidores procuram produtos naturais em
substituicdo aos sintéticos ou quimicos uma vez que ha indicios de que esses produtos sao
responsaveis pelo desencadeamento de efeitos carcinogénicos (HRUDEY et al., 2015). Além
disso, o0 uso descontrolado de antimicrobianos quimicos pode ser o responsavel pelo surgimento
de cepas de microrganismos mais resistentes (WANG et al., 2017).

Neste contexto, 0s 6leos essenciais e seus compostos ativos podem ser uma alternativa
segura, pois além de muitos apresentarem comprovada a¢do antimicrobiana contra um elevado
espectro de microrganismos, a maioria deles sdo reconhecidos como substancias seguras
(GRAS: Generally Recognized as Safe) de acordo com o Food and Drug Administration (FDA)
(LEE; PARK, 2015).

3.5 Oleos essenciais
Diversos estudos ja foram realizados com 0leos essenciais e seus componentes

majoritarios devido as suas propriedades antimicrobianas e potencial utilizacdo na industria de

alimentos (PATRIGNANI et al., 2015). Os 6leos essenciais sdo substancias naturais complexas,
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formados por uma mistura de compostos aromaticos e volateis produzidos pelo metabolismo
secundario de algumas plantas. Sdo caracterizados pelo forte odor, por possuirem grande
capacidade antimicrobiana e por serem facilmente degradados por fatores externos. Dentre as
17.000 espécies de plantas existentes no mundo, apenas 10% delas produzem 6leos essenciais,
sendo chamadas de plantas aroméaticas (ASBAHANI et al., 2015; ROCHA, C., 2014).

Devido a grande diversidade dos 6leos essenciais em relacdo a composi¢do quimica e
arranjo estrutural sua acdo antimicrobiana pode ser bastante varidvel. De maneira geral os
antimicrobianos naturais derivados de 0leos essenciais atuam através da desestabilizacdo da
membrana plasmatica das bactérias, causando o vazamento dos componentes celulares levando
a célula bacteriana a morte (BURT, 2004).

A alta sensibilidade e o forte odor caracteristico dos 6leos essenciais dificultam sua
utilizacdo em alimentos, pois é necessario utilizar grandes quantidades desses compostos para
obter efeito bactericida, afetando as caracteristicas sensoriais do alimento (GUTIERREZ;
BARRY-RYAN; BOURKE, 2009). Neste sentido, muitos estudos estdo adicionando como
antimicrobianos em alimentos compostos extraidos dos 6leos essenciais, tais como carvacrol,
piperina, timol e outros (AZEREDO et al., 2011; CALO et al., 2015; MARTINEZ-
HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI, 2017; SOUZA et al., 2016).

3.5.1 Carvacrol

O carvacrol é um fenol monoterpendide presente nos 6leos essenciais de diversas
plantas aromaticas, principalmente orégano e tomilho. Esse composto apresenta atividade
antibacteriana contra patogenos alimentares (Gram-positivos e Gram-negativos), fungos
filamentosos e leveduras, além de possuir baixa toxicidade para humanos e ser considerado uma
substancia GRAS pelo FDA (BURT, 2004; CHANG et al., 2017; MILADI et al., 2016).

O carvacrol, por ser um composto altamente lipofilico, age na membrana celular dos
microrganismos, alojando-se entre os acidos graxos da cadeia, causando desestabilizacéo de
sua estrutura com posterior ruptura e vazamento dos ions K™ e H*, causando morte celular
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; PASQUA, DI et al., 2007; ULTEE; KETS;
SMID, 1999).

Carvacrol ja foi testado contra microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e
esporulados como Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus demonstrando inibir o crescimento destas estirpes
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(ESPINA et al., 2017; GENDY et al., 2015; SIVROPOULOU et al., 1996; ULTEE; KETS;
SMID, 1999). Também demonstra atividade contra biofilmes formados por E. coli O157:H7,
S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Candida albicans (CAMPANA,
R.; BAFFONE, W., 2018). Apesar destas propriedades promissoras, a alta volatilidade, a baixa
solubilidade em &gua e a suscetibilidade a degradacéo por agentes fisicos (luz UV, temperatura)
e quimicos (ar, pH, umidade), podem comprometer a atividade bioldgica do carvacrol,
fomentando assim o estudo sobre novas formas de aplicacdo e de protecdo deste composto

ativo.

3.6 Nanoencapsulagao

A nanoencapsulacdo é uma técnica na qual uma substancia ativa é revestida por um
agente encapsulante formando uma cépsula com dimensdes nanométricas (FREIXO, 2013).
Segundo a IUPAC (Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada) as nanocépsulas devem
ter dimensdes entre 1 nm e 100 nm (1 nm equivale a 10° m), porém para nanoparticulas
utilizadas nas areas farmacéuticas e biomédicas a faixa de tamanho € mais ampla, variando
entre 5 e 1000 nm (FARAJI; WIPF, 2009; LEE; YUN; PARK, 2015; NATIONAL
NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014). Diversos autores consideram que o principio a
ser utilizado para caracterizar nanoparticulas ndo deve ser unicamente seu tamanho, mas as
propriedades que o material apresenta (LEE; YUN; PARK, 2015; LEE; PARK, 2015; VERT et
al., 2012). As propriedades das nanoparticulas ocorrem devido a sua elevada area superficial;
pois a grande quantidade de &tomos e moléculas em sua superficie torna 0s nanomateriais mais
reativos do que 0os mesmos materiais em escala macrométrica (LEE; PARK, 2015).

Atualmente as industrias que mais utilizam as técnicas de nanoencapsulagdo séo as
industrias farmacéuticas e de alimentos (PAULO; SANTOS, 2017). Na industria de alimentos
a nanoencapsulacédo é utilizada para encapsulacdo de compostos bioativos como vitaminas,
antioxidantes e aromatizantes, visando diminuicdo da volatilidade e liberacdo controlada dos
materiais encapsulados (LEE et al., 2017). Além disso, estdo ocorrendo diversas pesquisas
testando o uso de nanoparticulas como agentes antimicrobianos (ENGEL et al., 2017;
MARTINEZ-HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI, 2017; PISOSCHI et al., 2018).

Os nanomateriais mais estudados para aplicacdo em alimentos sdo nanoemulsdes,

nanoparticulas metélicas produzidas por sintese verde, nanofibras, nanoparticulas poliméricas



27

e nanolipossomas (BLANCO-PADILLA et al., 2014; JAGADISH et al., 2018; LOPES;
PINILLA; BRANDELLI, 2017; SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH, 2017).

3.6.1 Nanolipossomas

Nanolipossomas s& um dos sistemas mais estudados para encapsulacdo de
compostos bioativos, pois podem ser fabricados a partir de componentes atdxicos e usando
métodos simples (MOZAFARI; JOHNSON; HATZIANTONIOU, 2008; NEGI, 2012).
Lipossomas, independentemente de seu tamanho, sdo estruturas coloidais compostas por um
nacleo interno aquoso e uma membrana formada por auto associacdo de moléculas
fosfolipidicas em bicamadas (Figura 1). Seu mecanismo de formacéo baseia-se principalmente
nas interacdes desfavoraveis que ocorrem entre as moléculas de agua e os fosfolipidios, onde
os grupos polares finais dos fosfolipidios sdo expostos a fase aquosa e as caudas de
hidrocarbonetos, que sdo hidrofobicas, sdo forcadas a formar uma bicamada (JESORKA;
ORWAR, 2008). Devido ao mecanismo descrito acima, os fosfolipidios formam vesiculas
fechadas, ocorrendo, nesta fase, a encapsulacdo de solutos presentes no meio aquoso
(MALHEIROS, 2011). Como os lipossomas formados apresentam fase aquosa e lipidica podem
ser encapsulados materiais hidrossoliveis (imobilizados no ndcleo), lipossollveis
(imobilizados na membrana fosfolipidica) ou anfifilicos (imobilizados simultaneamente no
nacleo e na membrana fosfolipidica). Como o carvacrol é um compost lipossolavel, sua
encapsulacdo ocorre na membrana fosfolipidica (BLANCO-PADILLA et al., 2014;
MOZAFARI; JOHNSON; HATZIANTONIOU, 2008). Para reduzir o lipossoma para tamanho
nanométrico é necessario a utilizacdo de técnicas como extrusdo ou ultrassom (BARBA et al.,
2014).

Os lipossomas estdo sendo estudados para aplicacdo na inddstria de alimentos em
encapsulagdo e liberagdo de enzimas, vitaminas, antioxidantes, aromatizantes e compostos
bioativos devido a sua capacidade de proteger o material encapsulado das diversas mudancas
quimicas e enzimaticas as quais é submetido, incluindo mudangas de temperatura e pH
extremos e por apresentarem baixa toxicidade e serem biodegradaveis (SANT’ANNA,;
MALHEIROS; BRANDELLLI, 2011).
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Figura 1. Representacao esquematica de lipossoma
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As principais vantagens da utilizacdo de lipossomas em relacéo a outras tecnologias de
encapsulacgdo é que eles sdo biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade pois sdo formulados
a partir de fosfolipidios naturais e, além disso, protegem o0s compostos encapsulados de
inativacdo e dissolucdo em aplicacdes com alta atividade de &gua, comuns na inddstria de
alimentos (DESAI; PARK, 2005; HUA; WU, 2013; SERCOMBE et al., 2015).

3.6.2 Nanoparticulas Poliméricas

O tipo de nanoparticulas mais utilizadas na industria farmacéutica sdo as nanoparticulas
poliméricas devido a caracteristicas como estabilidade em ambientes aquosos e liberacdo
controlada da substancia encapsulada (MOHAMMADI, G. et al., 2017; SCHAFFAZICK, S. et
al., 2003). Conforme demonstrado na Figura 2 tais nanoestruturas podem apresentar-se como
nanoesferas, nas quais o composto ativo encontra-se adsorvido na superficie polimérica da
esfera ou em seu interior ou como nanocapsulas, onde o composto ativo encontra-se dissolvido
em nucleo oleoso no interior da particula polimérica (REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

A cinética e 0 mecanismo de liberagdo dos compostos nanoencapsulados dependem do
polimero utilizado como encapsulante (OLIVEIRA; LIMA, 2006). Os polimeros utilizados
para a formulacdo das nanoparticulas podem ser naturais ou sintéticos, dependendo da
caracteristica desejada para a nanoparticula (MOHAMMADI et al., 2017). Os polimeros
naturais mais utilizados séo alginato de sddio, albumina e quitosana. Ja os polimeros sintéticos
mais utilizados séo poliacido lactico (PLA), policaprolactona (PCL) e copolimeros do acido
metacrilico, como o Eudragit (MOHAMMADI et al., 2017; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 2. Representagdo esquematica de nanoesfera e nanocapsula
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3.6.2.1 Eudragit®

Utilizados para revestimento de comprimidos desde a década de 50 os copolimeros de
acido metacrilico foram registrados sob a marca Eudragit no ano de 1954. Eudragit € um dos
polimeros mais utilizados pela industria farmacéutica nos dias atuais devido a diversidade de
tipos disponiveis, escolhido conforme as propriedades fisico-quimicas do medicamento e
processo de producéo utilizado. E considerado seguro para ingestdo humana até a dose de 2
mg/kg de peso corpéreo (PATRA et al., 2017).

Estudos comprovam que o Eudragit € um dos materiais mais utilizados pela industria
farmacéutica para revestimento de comprimidos, sendo portanto um material ndo-toxico para
ingestdo humana, além de ser biodegradavel e apresentar capacidade de intumescimento,
facilitando assim a liberacdo do composto contido em seu interior quando a nanocapsula é
hidratada (OLIVEIRA; LIMA, 2006).

A escolha do tipo de Eudragit a ser utilizado devera se basear no mecanismo de liberacéo
desejada, rapida ou lenta, e ao ambiente a que a nanocapsula serd submetida (pH, umidade,
temperatura) (GOMES, G. S. et al., 2017; OLIVEIRA; LIMA, 2006; TANG, J. et al., 2011).

O Eudragit RS 100, polimero escolhido para esse trabalho, é um copolimero catidnico,
biodegradavel, composto por acido metacrilico e metil metacrilato, contendo entre 4 e 8 % de
amonio quaternario em sua formula. Possui carga positiva, baixa permeabilidade a agua,
capacidade de intumescimento em ampla faixa de pH e formacédo de grande numero de poros
na superficie da nanocépsula, propiciando liberacdo do composto encapsulado por difuséo
(KIM; PARK, 2010; MOHAMMADI et al., 2017).
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3.7 Microrganismos de interesse

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) estdo relacionadas a ingestdo de agua ou
alimentos contaminados, devido a presenca de microrganismos e/ou suas toxinas. Existem mais
de 250 tipos de DTA conhecidas, a maioria causada por bactérias, virus ou parasitas e
relacionadas, principalmente, a falhas durante o processamento e manipulacéo dos alimentos.
Os principais sintomas de DTA sdo nauseas, vomitos e diarreia, acompanhadas ou ndo de febre,
porém podem evoluir para perdas de fungdes vitais e morte, afetando principalmente criancas,
idosos e imunodeprimidos (BRASIL, 2018; EFSA, 2018; SCALLAN et al., 2011)

Dentre as bactérias que mais causam surtos alimentares no Brasil estdo Salmonella,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (BRASIL, 2018). Além disso, a legislacdo determina
que, para a avalicdo antimicrobiana de um sanitizante utilizado na industria alimenticia e afins,
devem ser utilizados como microrganismos teste Salmonella choleraesuis, E. coli e S. aureus
(BRASIL, 2007). Ja Listeria monocytogenes é uma bactéria que desperta preocupacao, pois
apresenta alta taxa de letalidade, em torno de 30 % dos casos (EFSA, 2018) e nos Gltimos anos
ocorreram diversos surtos de listeriose no Brasil (embora nédo registrados) e no mundo (SOUTH
AFRICA, 2018; EFSA, 2018).

3.7.1 Salmonella

Salmonella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae, apresentam-se na forma de
bacilos Gram-negativos, possuem mecanismos de fixacdo por fimbrias, sdo microrganismo
anaerdbio facultativos, possuindo temperatura 6tima de crescimento a 37 °C. Sao encontradas
no trato intestinal do homem e animais, principalmente aves (MILAN; TIMM, 2015). Séo
responsaveis por grande parte dos surtos alimentares que ocorrem no mundo e também no
Brasil, principalmente Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (BRASIL, 2018;
EFSA, 2018).

Os principais alimentos envolvidos com salmoneloses séo as preparacdes a base de
ovos, principalmente maionese caseira, porém diversos outros alimentos com alto teor de
umidade, proteina e carboidratos sdo suscetiveis a contaminacdo por Salmonella como carne
bovina, aves, leite, frutos do mar e também frutas e vegetais (MALHEIROS et al., 2007;
SHINOHARA et al., 2008).
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Apresentam grande capacidade de formar biofilme e alta resisténcia a antimicrobianos,
embora ainda ndo estejam claros como atuam seus mecanismos de resisténcia (FRANK;
CHMIELEWSKI, 1997; YANG, Y. et al., 2016). Possuem em sua membrana externa um
lipopolissacarideo que auxilia na fixacao inicial da bactéria em superficies hidrofébicas como
0 aco inoxidavel (BOWER; MCGUIRE; DAESCHEL, 1996) e fimbrias agregativas, estruturas
que unem a célula bacteriana a superficie firmemente, dificultando a remoc¢&o dos biofilmes
formados (MILAN; TIMM, 2015).

Dentre os sorovares de Salmonella, a legislacdo determina que os sanitizantes utilizados
na area de alimentos tenham capacidade para inativar S. choleraesuis. Provavelmente a escolha
desse sorovar deva-se a viruléncia apresentada por esse microrganismo que, juntamente com
Salmonella Dublin, podem causar em criangas e pacientes imunodeprimidos um quadro

septicémico muito mais grave do que o causado por Salmonella Typhi (BRASIL, 2011).

3.7.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertencem a familia Micrococcaceae, apresentam-se na forma
de cocos Gram-positivos, agrupados em pares, cadeias curtas ou aglomerados em forma de
cacho de uva. Sdo imdveis, ndo esporulados e produtores de enterotoxina. S. aureus € um
microrganismo Gram-positivo, catalase positivo, oxidase negativo e mesofilo, com temperatura
Otima de crescimento a 35 °C. Estdo presentes na pele, cabelo e cavidade nasal do homem,
estando presente em torno de 30% da populacdo, sendo esses individuos assintomaticos
(OLAIMAT et al., 2017), porém ao manipularem os alimentos sem os cuidados necessarios
podem tornar-se fonte de contaminacéo.

Os principais alimentos envolvidos em surtos sdo produtos a base de ovos, leite, carnes
e acucar (ANDRADE, 2008), porém podem sobreviver em alimentos com baixa atividade de
agua (aw ~ 0,85) (OLAIMAT et al., 2017).

Os surtos que ocorrem devido a contaminacgdo por Staphylococcus aureus acontecem
devido falhas na manipulagdo apds o processamento e armazenamento em temperaturas
inadequadas, pois estas condi¢des sdo ideais para formacdo de sua enterotoxina, que nédo é
degradada por tratamento térmico (OLAIMAT et al., 2017). Staphylococcus aureus tem
capacidade para sobreviver em ambientes diversos e de formar biofilmes em equipamentos e

superficies de contato com alimentos (ARGUDIN et al., 2012) devido a presenca de adesina
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intracelular polissacaridica (PIA), uma proteina com grande poder de aderéncia a superficies
(LIRA et al., 2016).

3.7.3 Escherichia coli

Escherichia coli pertence & familia das Enterobacteriaceae, apresenta-se na forma de
bacilos Gram-negativos, ndo esporulada, capaz de fermentar glicose com producéo de gés e
acido e possuem temperatura étima de multiplicacéo entre 35 e 40 °C. Sua presenca em agua
ou alimentos € o principal indicador de contaminacdo fecal, pois é encontrada no intestino
humano e de animais de sangue quente (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A maioria das cepas ndo representa perigo para o hospedeiro, porém algumas cepas
apresentam altos graus de viruléncia, entre elas a E. coli O157:H7, um dos mais importantes
patégenos veiculados por alimentos (CARVALHO; MITTELSTAEDT, 2006).

Os principais alimentos envolvidos em surtos decorrentes de contaminagéo por E. coli
sdo leite cru, laticinios, agua, sucos de frutas, vegetais consumidos crus e, principalmente carne
bovina mal cozida (ANDRADE, 2008). Em vegetais e frutas a contaminacdo por E. coli pode
estar associada a contaminacao da &gua de irrigacdo por fezes de animais, manuseio inadequado
ou higienizacéo deficiente (LI1U, C.; HOFSTRA; FRANZ, 2013)

Escherichia coli produz diferentes tipos de adesinas e apresenta fimbrias (estruturas
responsaveis pela fixacdo em superficies), facilitando assim o processo de adesdo bacteriana,
ou seja, a primeira etapa na formacéo de biofilmes (LIMA; CABRAL; SILVA, T., 2015). Esta
bactéria é encontrada frequentemente em biofilmes em industrias produtoras de laticinios e ovos
(SHI, X.; ZHU, 2009).

3.7.4 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € um bastonete Gram-positivo, que ndo produz toxina nem
produz esporos, é capaz de multiplicar-se em temperaturas de refrigeracdo e também em
presenca ou auséncia de oxigénio (ANDRADE, 2008; CESARE et al., 2018). Essa bactéria
pode sobreviver e se multiplicar em condi¢des ambientais diversas, causando uma séria doenga
chamada listeriose, que apresenta alta taxa de hospitalizagdo e letalidade, podendo alcancar
30% de mortes, afetando principalmente idosos, gestantes e seus bebés e imunodeprimidos
(ECDC &EFSA, 2018; SLEATOR; CLIFFORD; HILL, 2007). E uma doenca que possui longo
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tempo de incubag&o, portanto dificil de rastrear o alimento causador. Pacientes com listeriose
muitas vezes apresentam também meningite, septicemia e outras doencas do sistema nervoso e
em gestantes pode causar aborto (GANDHI; CHIKINDAS, 2007).

Os principais alimentos envolvidos em surtos decorrentes de contaminagdo por L.
monocytogenes sdo leite e laticinios, carnes, salsichas, hambdrguer, produtos marinados, peixes
curados e vegetais (JAMALI; CHAI; THONG, 2013)

A maneira mais comum de ocorrer transmissdo de L. monocytogenes € através de
alimentos contaminados (RAMASWAMY et al., 2007), porém apresenta capacidade de formar
biofilmes em superficies de contato com alimentos (GANDHI; CHIKINDAS, 2007) e tolerar
condigBes ambientais diversas, sendo bastante encontrado em &reas de processamento de
alimentos (CHATURONGAKUL et al., 2008).
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4 METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia e os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados na forma de
artigos cientificos a serem submetidos para publicacdo em periddicos especializados. Cada

subtitulo desse capitulo corresponde a uma publicagdo

41 ARTIGO 1

Antimicrobianos naturais nanoparticulados para desinfeccdo de superficies de
contato com alimentos

Artigo submetido para publicacédo no periddico Trends in Food Science & Technology

apos formatacéo e traducdo para o inglés.

4.2 ARTIGO 2

Encapsulacdo de carvacrol em nanolipossomas e nanocapsulas poliméricas:
comparacdo das caracteristicas fisico-quimicas e a¢do antimicrobiana contra bactérias
aderidas em aco inoxidavel

Artigo a ser submetido para publicacdo no periédico Food Microbiology ap6s

formatacédo e traducdo para o inglés.
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41 ARTIGO 1
ANTIMICROBIANOS NATURAIS NANOPARTICULADOS PARA
DESINFECCAO DE SUPERFICIES DE CONTATO COM ALIMENTOS

Fabiola Ayres Cacciatore?, Adriano Brandelli?, Patricia da Silva Malheiros?

@ Departamento de Ciéncia de Alimentos, Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos -
ICTA, Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS - Avenida Bento Gongalves, 9500
— Campus do Vale — Prédio 43212 — CEP 91501-970 - Porto Alegre/RS/Brasil

RESUMO: A garantia da seguranca dos alimentos ¢ um dos grandes desafios da industria de
alimentos e servigos de alimentacdo, pois 0s equipamentos e superficies utilizados nesse
segmento sdo muito suscetiveis ao desenvolvimento de biofilmes, que muitas vezes séo de
dificil remocdo. A higienizacao é uma das etapas mais importantes dentro das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) para a manutencdo da seguranca dos alimentos, sendo realizada através da
utilizacdo de detergentes e sanitizantes quimicos. Entretanto, atualmente existe uma grande
demanda dos consumidores pela utilizacdo de produtos naturais. Diversas substancias de
origem vegetal, animal ou microbiana apresentam atividade antibacteriana contra os principais
patdgenos alimentares, demonstrando grande potencial para utilizacdo na indastria de
alimentos. Porém, algumas desvantagens como alta volatilidade, sabor e/ou gosto residual e
degradacédo por exposicdo a condicdes extremas de pH ou temperatura tém sido descritas. A
encapsulacdo em nanoparticulas surge como uma alternativa para proteger 0os compostos
bioativos, mantendo sua atividade antimicrobiana e proporcionando liberagdo controlada. Este
artigo apresenta a importancia da prevencao de biofilmes no setor de alimentos, as fases pelas
quais o biofilme passa durante sua formagdo e a maneira como a higienizacdo deve ser
realizada. Em seguida sdo relatadas as vantagens da utilizacdo de sanitizantes baseados em
antimicrobianos naturais encapsulados em matrizes atdxicas.

Palavras-chave: desinfetante; nanotecnologia; seguranga de alimentos; higienizacéo;

antimicrobianos naturais
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1. INTRODUCAO

Nanotecnologia € uma area interdisciplinar de pesquisa, desenvolvimento e fabricacédo
de estruturas que possuam ao menos uma dimensdo entre 1 e 100 nm (NATIONAL
NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014). Porém, para as areas farmacéutica e biomédica
sdo consideradas de dimensdo nanométricas particulas com tamanho até 1000 nm, desde que
apresentem propriedades fisicas, quimicas e biologicas diferentes das propriedades do mesmo
material em escala macro (LEE; YUN; PARK, 2015). Devido a suas caracteristicas unicas as
nanoparticulas estdo cada vez mais presentes em produtos de consumo de diversos segmentos,
como roupas, plasticos, suplementos dietéticos, produtos de higiene pessoal e de limpeza do
ambiente (ROGERS et al., 2018; TULVE et al., 2015; WASUKAN et al., 2015). O Projeto
sobre Nanotecnologias Emergentes (PEN), uma iniciativa do governo dos Estados Unidos para
mapear os produtos que utilizam nanotecnologia, bem como seus riscos para salde e 0 meio
ambiente, possui atualmente em sua base de dados mais de 1.600 produtos cadastrados. Na
categoria limpeza de ambientes, estdo cadastrados 147 produtos, sendo a grande maioria
composta por produtos contendo nanoparticulas de prata ou dioxido de titanio (disponivel em
http://www.nanotechproject.org). Entretanto, estudos demonstram que muitas nanoparticulas
metélicas apresentam toxicidade para humanos, gerando um impasse para sua utilizacdo em
superficies que entram em contato com alimentos (BAHADAR et al., 2016; KHAN et al.,
2017).

Nas industrias de alimentos um dos processos mais importantes para garantir a
seguranca dos alimentos é a higienizacdo, composta por duas etapas: limpeza e desinfeccéo.
Limpeza consiste na remocdo de residuos organicos de uma superficie através do uso de
detergentes e desinfecgdo consiste na redugdo da quantidade de microrganismos presentes
nestas superficies a niveis compativeis com a producgéo de alimentos seguros, realizada através
do uso de sanitizantes (BERNARDI et al., 2018; SIMOES, M.; SIMOES, L.; VIEIRA, 2010;
SREY; JAHID; HA, 2013).

A maioria dos sanitizantes utilizados atualmente nas industrias de alimentos s&o
produtos quimicos, sendo que alguns tipos representam risco para o trabalhador, para o
ambiente e/ou para o consumidor; além de contribuir para o desenvolvimento de mecanismos
de resisténcia nos microrganismos (BRIDIER et al., 2015; FALCO et al., 2018; WANG et al.,
2017). Nos ultimos anos, os consumidores mostram-se muito preocupados com a utilizacao de

produtos quimicos em alimentos ou superficies de contato com alimentos buscando por ativos
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fabricados a base de produtos naturais (FALCO et al., 2018; SIVAKUMAR; BAUTISTA-
BANOS, 2014).

Neste contexto, esta revisao foca em antimicrobianos naturais que possam ser utilizados
como sanitizantes alternativos para uso em equipamentos e superficies nas inddstrias de
alimentos e servigos de alimentacdo. Além disso, este artigo também destaca a relacdo entre
antimicrobianos naturais aliados & nanotecnologia visando uma acdo mais eficiente contra o0s

microrganismos e liberacdo controlada de compostos encapsulados em matrizes ndo toxicas.

2. FORMACAO DE BIOFILME EM SUPERFICIES DE CONTATO COM
ALIMENTOS

A contaminacdo microbiana é um grande desafio para a seguranca de alimentos,
principalmente os biofilmes, pois 80% dos microrganismos encontrados na industria estdo
organizados desta forma (BOTTICELLA et al., 2013). A formagdo de biofilmes é uma
alternativa para que haja crescimento microbiano em condic¢des de limitacdo de nutrientes ou
em outras condicdes hostis para o crescimento microbiano (COSTERTON et al., 1987; HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Os biofilmes se formam em superficies com residuos alimentares devido a falhas no
procedimento de higienizacao, erro de projeto no design higiénico de equipamentos ou escolha
equivocada de materiais para superficies que entrem em contato com alimentos (KASNOWSKI
et al., 2010). As principais superficies encontradas em industria de alimentos e servigos de
alimentacdo sdo borracha, aluminio, polimeros, vidro e aco inoxidavel (WANG et al., 2013).
Os materiais hidrofébicos, como os polimeros, permitem maior aderéncia microbiana do que
os hidrofilicos como vidro e aco inoxidavel (TEIXEIRA; RODRIGUES, 2015).

Quando os biofilmes se formam nessas superficies de processamento de alimentos
podem causar perda de qualidade e diminuicdo da vida util dos produtos, bem como doencas
na populagdo, pois sdo formados por associagdes entre microrganismos deteriorantes e
patogénicos (MILLEZI et al., 2012). Os principais microrganismos deteriorantes presentes em
biofilmes sdo Pseudomonas spp., Micrococcus spp., Enterococcus faecium e Lactobacillus spp.
(DALLA COSTA et al., 2016; GIAOURIS, E. et al., 2014). Dentre 0s microrganismos
patogénicos destacam-se Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella spp., Staphylococcus
aureus, Listeria spp. e Staphylococcus spp., (BRIDIER et al., 2015; SREY; JAHID; HA, 2013).
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Os biofilmes sdo sistemas bioldgicos, compostos por uma ou mais espécies de
microrganismos, onde as células sdo organizadas de maneira funcional, aderidas a uma
superficie e entre si através de uma matriz de exopolissacarideos (EPS) (BJARNSHOLT, 2013;
JING; SAHLE-DEMESSIE; SORIAL, 2018). Os biofilmes apresentam-se como estruturas
tridimensionais complexas, contendo, em seu interior, canais para fluxo de &gua, nutrientes e
metabdlitos (SATPATHY et al., 2016). Dependendo do ambiente em que o biofilme se
desenvolve, materiais ndo celulares como cristais minerais, particulas de corrosdao e
contaminantes podem ser encontrados na matriz de polissacarideos (MERINO, L. et al., 2017).

O desenvolvimento de biofilmes em superficies € um processo dindmico composto de 5
etapas: (i) fixacdo inicial, (ii) adesdo irreversivel, (iii) formacdo de microcoldnias (maturacdo
1), (iv) maturacdo Il e (v) dispersdo. A Figura 1 apresenta as diferencas estruturais do biofilme

em cada um dos estagios de seu desenvolvimento.

Figura 1. Os 5 estagios do desenvolvimento de biofilme.
Fotomicrografias do desenvolvimento de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.
(1) Adesao inicial (reversivel); (2) Adesdo irreversivel; (3) Maturagéo I; (4) Maturagéo II; (5)

Dispersdo. Reproducdo de Monroe (2007) com permisséo.

Na etapa inicial ocorre a adesdo reversivel. Nessa fase, as células bacterianas estéo
distantes da superficie mais de 50 nm e a forca de adesdo depende das propriedades da
superficies tais como hidrofobicidade, carga superficial e textura (KOCOT; OLSZEWSKA,
2017; SREY; JAHID; HA, 2013). A adesdo sera facilitada se a superficie apresentar residuos
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alimentares ou de matriz de exopolissacarideos, provenientes de falhas no processo de
higienizagdo (DALLA COSTA et al., 2016; SREY; JAHID; HA, 2013). Nesta etapa a adesédo
pode ser passiva, ocorrendo através da forca gravitacional, forcas eletrostaticas e de Van der
Waals, ou ativa, onde as fimbrias e flagelos desempenham papel fundamental na adesdo a
superficie (KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MERINO, L. et al., 2017; SREY; JAHID; HA,
2013).

A proxima etapa € caracterizada por ligacGes polares entre as células e a superficie,
devido a proximidade entre elas (distantes 5 nm) além da formac&o de adesinas na superficie
das células, que tornam a ligacdo do biofilme com a superficie mais forte (KOCOT,;
OLSZEWSKA, 2017). Apds essa segunda etapa, a adeséo torna-se irreversivel e o biofilme
somente podera ser removido através da aplicacdo de enzimas, detergentes, surfactantes,
sanitizantes e/ou aplicacdo de calor (AUGUSTIN; ALI-VEHMAS; ATROSHI, 2004; SINDE;
CARBALLO, 2000).

Na terceira etapa (maturacéo I) inicia-se a producédo de exopolissacarideos, fortalecendo
a ligacdo das ceélulas entre si e com a superficie, além de proteger o biofilme de condicbes
ambientais adversas (SREY; JAHID; HA, 2013). Ocorre também o inicio da comunicacdo
intercelular (quorum sensing, QS) facilitando assim a adesdo de novas células plancténicas ao
biofilme e a formacdo das micro colonias (KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MIAO et al., 2017).
O QS desempenha um papel fundamental na formacao de biofilmes, através da regulagdo da
expressao génica das bactérias conforme o monitoramento da densidade populacional. Quando
a sinalizacdo atinge um nivel critico os microrganismos agem como um Unico organismo
multicelular, ativando ou suprimindo genes conforme a necessidade, visando a sobrevivéncia
da populacdo. O mecanismo de QS também é fundamental para a maturacdo e dispersdo do
biofilme (MIAO et al., 2017; MIZAN; JAHID.; HA, 2015; VASUDEVAN, 2014).

A quarta etapa (maturacdo Il) ocorre em torno de 10 dias apds o inicio da formagéo do
biofilme. Neste momento o biofilme apresenta uma estrutura tridimensional (plana ou em forma
de cogumelo), com uma arquitetura complexa contendo canais e poros para transporte de agua,
nutrientes, metabdlitos e moléculas sinalizadoras do QS. A forma tridimensional do biofilme
depende da fonte de nutrientes e do tipo de microrganismo presente (MOORMEIER; BAYLES,
2017; SREY; JAHID; HA, 2013; WHITEHEAD; VERRAN, 2015). Nesta etapa o biofilme
apresenta trés areas distintas: superficie, interior e base, onde as bactérias apresentam
caracteristicas distintas conforme a area em que estdo localizadas. As bactérias da superficie
sdo responsadveis pela formacdo da matriz de EPS, que possui grande resisténcia a
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antimicrobianos além de funcionar como uma barreira fisica. J& as bactérias presentes no
interior do biofilme séo responséveis por manter a estrutura tridimensional do biofilme e as da
base sdo responsaveis por manter a adesdo a superficie através de pili, fimbrias e flagelo
(HEACOCK-KANG et al., 2017).

A etapa 5, dispersdo, é a finalizagdo do ciclo do biofilme. Diversos fatores podem ser
responsaveis pelo inicio desta etapa, tais como: falta de nutrientes, excesso de metabdlitos,
superpopulacdo, condicdes ambientais extremas ou degradacdo da matriz de EPS. Quando o
stress é muito grande, as células destacam-se do biofilme, retomam sua forma planctonica e
buscam um local com condigdes apropriadas para o desenvolvimento de um novo biofilme
(MOORMEIER; BAYLES, 2017; SREY; JAHID; HA, 2013).

As bactérias, quando organizadas em biofilmes, apresentam caracteristicas fenotipicas
diferentes das células planctonicas, além de maior capacidade de troca genética, favorecendo
assim sua sobrevivéncia em ambientes hostis e obtengdo de novos genes de viruléncia
(GIAOURIS et al., 2015; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017). A remocao de biofilmes é bastante
dificil, pois além das células bacterianas interagirem com os componentes dos residuos de
alimentos (proteinas, carboidratos, gorduras, sais, etc.), aumentando sua adesao a superficie, a
matriz de exopolissacarideos atua como uma barreira fisica de protecdo contra antimicrobianos,
acidos, alta temperatura, radiacdo ultravioleta e outras modificacdes ambientais adversas
(KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MIAO et al., 2017; VASUDEVAN, 2014). Portanto, evitar
sua formacdo, ou seja, impedir a adesdo inicial das bactérias, é a forma mais eficiente de evitar

a contaminacdo microbiana através de biofilmes (SATPATHY et al., 2016).

3. IMPORTANCIA DA HIGIENIZACAO PARA A SEGURANCA DE
ALIMENTOS

Nos ultimos anos 0s consumidores estdo aumentando sua consciéncia sobre a
importancia de consumir alimentos seguros evitando assim as Doencgas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) (MENEGARO et al., 2016). Diversos pesquisadores apontam que uma das
principais causas das contaminacfes ocorridas nas indudstrias alimenticias sejam devido a
presenca de biofilmes, pois ocorrem de maneira descontinua e afetam somente porcdes do lote
(FLACH; KARNOPP; CORCAO, 2005; SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2013). Considerando a

higienizacdo como um processo que elimina a microbiota patogénica e deteriorante presente
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em equipamentos, sem alterar a qualidade do alimento, esta deve envolver o desenho higiénico
de equipamentos, selecdo de materiais adequados, e aplicacdo de agentes sanitizantes.

Para evitar a formacéo de biofilmes na industria de alimentos é necessario que, além da
utilizacdo de equipamentos e superficies com design e materiais apropriados, a higienizacédo
seja realizada de maneira eficiente, impedindo assim a adesdo microbiana as superficies
(SATPATHY et al., 2016). A higienizagdo é composta por duas etapas: (i) limpeza, realizada
com o uso de detergentes, visando a remoc¢do de residuos organicos e minerais, tais como
poeira, proteinas, lipidios, etc. e (ii) sanitizacao, realizada com o uso de sanitizantes, visando a
reducdo, a niveis seguros, da populacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos, bem
como controle e prevencdo da formacdo de biofilme (FERNANDES et al., 2017,
MCDONNELL; RUSSELL, 1999; MENEGARO et al., 2016).

Atualmente na industria de alimentos sdo utilizados uma grande variedade de
desinfetantes quimicos, que sdo classificados em trés principais grupos, conforme seu
mecanismo de acdo: (i) agentes oxidantes (compostos a base de cloro, peréxido de hidrogénio,
0zOnio e acido peracético) que inibem a sintese protéica e as enzimas associadas a membrana,
causando inativacao irreversivel, (ii) compostos ativos de superficie (compostos quaternario de
amonio e alcoois) que desestabilizam as ligacbes da membrana celular levando a sua ruptura e
(iii) iodoforos, que substituem componentes celulares por iodo, levando a morte celular
(FERREIRA et al., 2010; FRAISE; MAILLARD; SATTAR, 2013).

Os sanitizantes mais utilizados sdo hipocloritos, devido sua eficacia e baixo custo,
porém essas substancias geram corrosao nos equipamentos e superficies, além de serem
potencialmente tdxicos para os trabalhadores e causar contaminacdo ambiental. J& o0s
sanitizantes a base de quaternario de amonio sdo biodegradaveis, apresentam menor perigo para
os trabalhadores e ndo corroem 0s equipamentos, porém ndo sdo tdo eficientes como o0s
hipocloritos (WANG et al., 2017).

Até o momento os detergentes e sanitizantes utilizados nas indudstrias alimenticias sao
produtos quimicos, criando um grande dilema para os fabricantes de alimentos: a necessidade
de garantir a seguranca do alimento sem afetar o meio ambiente (BRIDIER et al., 2015). A
preocupacdo com o meio ambiente aliada a uma crescente demanda dos consumidores por
produtos naturais esta propiciando o desenvolvimento de sanitizantes alternativos, produzidos
a partir de matéria-prima natural. A substituicdo dos produtos quimicos por naturais deve-se a
indicios de que alguns produtos sintéticos podem ser potencialmente carcinogénicos
(HRUDEY et al., 2015). Além disso, o uso frequente de antimicrobianos quimicos pode ser o
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principal fator responsavel pelo surgimento de cepas de microrganismos resistentes, tornando

a etapa de higienizagéo cada vez mais exigente (WANG et al., 2017).

4. ANTIMICROBIANOS NATURAIS COMO DESINFETANTES

De acordo com a Diretiva 98/8/CE proposta pelo Conselho da Unido Europeia, biocidas
sdo substancias que destroem ou impedem o crescimento de um organismo prejudicial através
de mecanismos quimicos ou bioldgicos dividindo-se em quatro grupos: desinfetantes,
conservantes, substancias para controle de pragas e outros produtos (EUROPEAN
COMMUNITIES, 1998).

Um biocida verde ou ecoldgico caracteriza-se como uma substancia bactericida ou
fungicida que mata ou retarda o crescimento do microrganismo causando dano minimo ou
nenhum dano ao meio ambiente (ASHRAF et al., 2014). Para ganhar a denominacao de biocida
verde (eco-friendly) a substancia deve ser considerada segura para seres vivos e ambiente,
satisfazendo o conjunto de critérios da quimica verde (TANG et al., 2005).

Diversas substancias naturais apresentam propriedades antimicrobianas, demonstrando
potencial para uso como matéria-prima para o desenvolvimento de sanitizantes alternativos.
Alguns antimicrobianos naturais possuem como principais caracteristicas uma alta eficiéncia
contra patdgenos, capacidade de penetracdo em biofilmes e facil degradacdo no meio ambiente.
Podem ser encontrados em diversos organismos, tais como plantas, animais, bactérias, algas e
fungos. Engquanto os compostos antimicrobianos derivados de plantas, animais e bactérias ja
foram alvo de diversos estudos, os compostos derivados de algas e fungos comegaram a receber
maior atencao dos pesquisadores nas Ultimas décadas (BHAGAVATHY; SUMATHI; JANCY
SHERENE BELL, 2011; BRIDIER et al., 2015; COWAN, 1999; GYAWALI; IBRAHIM,
2014; TAJKARIMI; IBRAHIM; CLIVER, 2010). A Tabela 1 sumariza alguns exemplos de

antimicrobianos naturais avaliados como potenciais sanitizantes.



Tabela 1. Antimicrobianos naturais com potencial uso como sanitizantes
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Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Oleo essencial Pano umedecido Salmonella Tempo para ~2log UFC/pano = (RHOADES et al., 2013)
de orégano contendo sabé&o Typhimurium realizacdo do (aco, madeira e
com 0,5 % de bleo procedimento plastico)
essencial de Escherichia coli padronizadode = 5 log UFC/pano
orégano, usado O157:H7 higienizacéo (aco)
para desinfetar ~ 4 log UFC/pano
superficies de aco (madeira)

inoxidavel, madeira

e plastico

Staphylococcus

aureus

Listeria

monocytogenes

CONTINUA

~3.5 log UFC/pano
(plastico)

~ 3 log UFC/pano

(aco)

~ 4 log UFC/pano

(madeira e pléastico)

~ 3 log UFC/pano

(ago) /=2 log

UFC/pano

(madeira e plastico)
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Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Oleo essencial Biofilme aco Salmonella 60 min >4 log UFC (CHORIANOPOULOS
de Satureja inoxidavel Enteritidis cm2 et al., 2008)
thymbra e
hidrossol de S.
thymbra
Oleo essencial ~ Biofilme em filtros  Pseudomonas fragi 60 min Eliminagéo do (LEBERT; LEROY;
de Satureja de fibra de vidro E.coli biofilme TALON, 2007)
thymbra (=8 log
CFU/filtro)
S. aureus 1,3 log UFC/filtro
L. monocytogenes 2,5 log UFC/filtro
Hidrossol de Magcas E. coli O157:H7 20 min ~ 1,5 log UFC g* (TORNUK et al., 2011)
tomilho e
alecrim
Oleo essencial Alface e cenoura E. coli O157:H7 1,48 -1,97 (SINGH, et al., 2002)
de tomilho minimamente 5 min log UFC g*
processados

CONTINUA



46

Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Oleo essencial Aco inoxidavel L. monocytogenes 60 min 4,89 logUFCcm?  (OLIVEIRA et al., 2010)
de Cymbopogon
(C.) nardus
C. nardus 5,64 log UFC cm™
+ C. citratus
Extrato de cha Aco inoxidavel Virus da Hepatite 30 min ~4log UFCcm?2 (RANDAZZO etal., 2017)
verde Vidro A ~ 3 log UFC cm™
Oleo essencial Aco inoxidavel E. coli 10 min ~ 3 log UFC cm (FALCO et al., 2018)
de Thymbra Vidro
capitata Polipropileno
contendo até ~ 1 log UFC cm™2
93,31% de Salmonella
monoterpenos Enterica
oxigenados

(principalmente

carvacrol)

CONTINUA
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Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Nisina Erva-doce recém Mesofilos 4 min 0,5 log UFC g (MARTINEZ-
cortada HERNANDEZ et al.,
Enterobactérias 0,6 log UFC g'* 2017)
Fungos e leveduras 1,1 log UFC gt
Lactoferrina Mesofilos 0,8 log UFC g'*
Enterobactérias
Fungos e leveduras
Oleo essencial Biofilme em E. coli 10 min Eliminacdo do (VIDACS et al., 2018)
de manjerona e polipropileno L. monocytogenes biofilme (3,7 — 4,7
tomilho log UFC cm-?)
Lipossomas Aco inoxidavel S. aureus ~ 6 log UFC cm-2 (ENGEL et al., 2017)
contendo
carvacrol e timol S. Enteritidis 10 min

combinados

CONTINUA
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Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Nanoparticulas Cenouras recém Mesdfilos 4 min 1,6 -2,1log UFC (MARTINEZ-
de quitosanas cortadas gl HERNANDEZ;
contendo AMODIO; COLELLI,
carvacrol Psicrofilos 0,4 log UFC g 2017)
Enterobactérias Sem redugéo
Fungos e leveduras 1.7 log UFC gt
Bactérias acido- 5log UFC gt
laticas
Oleo essencial Biofilme em ago S. Enteritidis 20 min Eliminagéo do (VALERIANO et al.,

de Mentha
piperita e
Cymbopogon

citratus

inoxidavel

CONTINUA

biofilme (= 7 log

UFC

cm?)

2012)



Antimicrobiano Aplicacao Microrganismo Tempo de Reducéo Referéncia
natural alvo contato microbiana
Carvacrol Biofilme em ago E. coli O157:H7 15 min ~ 17,5 log UFC (CAMPANA; BAFFONE,
inoxidavel cm? 2018)
S. aureus =~ 6 log UFC
cm2
Pseudomonas ~7,5log UFC
aeruginosa cm™
Enterococcus ~ 5log UFC
faecalis cm™
Candida albicans ~ 6 log UFC

cm2

49
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As maiores fontes de antimicrobianos naturais nos vegetais sao as plantas aromaticas e
medicinais, das quais sdo extraidos os 6leos essenciais, cuja acdo antimicrobiana provém dos
compostos fendlicos e demais constituintes hidrofobicos. Devido a grande diversidade desses
compostos em relacdo a composi¢do quimica e arranjo estrutural sua acdo antimicrobiana pode
ser bastante variavel (DORMAN; DEANS, 2000; SAVOIA, 2012; STOJKOVIC et al., 2013),
porém, os 6leos essenciais possuem caracteristicas hidrofébicas, interagindo com os lipidios da
membrana celular, tornando esta estrutura mais permeavel (BURT, 2004).

Os oOleos essenciais apresentam efeito antibacteriano contra uma ampla gama de
microrganismos. Friedman et al. (2002) testaram 96 Gleos essenciais e 23 compostos isolados
desses 6leos contra 4 microrganismos: E. coli O157:H7, Campylobacter jejuni, Salmonella
enterica e L. monocytogenes e determinaram que os 6leos com maior atividade foram variaveis
dependendo do microrganismo testado. Quando os testes foram realizados com os compostos
isolados os autores verificaram que os 4 compostos mais eficientes contra 0s 4 microrganismos
testados foram cinamaldeido, timol, carvacrol e eugenol. Sokovic et al. (2010) testaram 6leos
essenciais de 10 especiarias muito consumidas na alimentacao (laranja-azeda, liméo, lavanda,
camomila, horteld-pimenta, horteld-verde, manjericdo, orégano, tomilho e salvia) e
determinaram que o orégano (Origanum vulgare) apresentou maior atividade antibacteriana
contra Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, E. coli O157:H7, Micrococcus flavus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. epidermidis e S. aureus.
Outro estudo demonstrou que o 6leo essencial de orégano € eficiente também para inibicédo de
S. aureus e L. monocytogenes em gueijo coalho (SOUZA et al., 2016). Conforme Calo et al
(2015) a piperina, principal composto extraido da pimenta, apresenta atividade antibacteriana
contra Salmonella, S. aureus e Bacillus cereus.

Além das ervas e especiarias, outra fonte de antimicrobianos naturais sdo 0s subprodutos
vegetais, como bagaco, cascas e sementes de frutas e hortalicas, que possuem altos teores de
compostos fenolicos e outros componentes bioativos que, alem das propriedades funcionais,
apresentam atividade antibacteriana contra uma ampla gama de microrganismos patogénicos e
deteriorantes. Além disso, a extracdo de antimicrobianos destes subprodutos pode evitar que
milhares de toneladas de residuos vegetais sejam descartados anualmente como lixo
(CHANDA; BARAVALIA; KANERIA, 2007; ENGELS et al., 2009; GYAWALI; IBRAHIM,
2014; TIWARI et al., 2009).

Antimicrobianos naturais também podem ter origem animal. Dentre os compostos mais

estudados estdo lactoferrina (glicoproteina do leite), quitosana (biopolimero presente no
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exoesqueleto de crustaceos e artropodes), lisozima (enzima presente em ovos), peptideos da
caseina e proteina do soro de leite (presentes no leite) (GYAWALI; IBRAHIM, 2014).

A quitosana é um polissacarideo biodegradavel, encontrado no exoesqueleto de
crustaceos e parede celular de fungos, com grande atividade antibacteriana (Gram-negativos e
Gram-positivos) e antifngica. Possui status GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro)
concedido pelo FDA (Food and Drug Administration), sendo muito utilizada em
medicamentos, tratamento de agua, embalagens de alimentos e também como aditivo alimentar
em paises como ltalia, Finlandia, Japdo e Coréia (GARRIDO-MAESTU et al., 2018; KONG et
al., 2010; PERINELLI et al., 2018). Conforme Shen (2010) filmes contendo quitosana
apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus. Em outros estudos,
nanoparticulas com quitosana inativaram E. coli e L. monocytogenes em 6 h e 12 h
(SHANKAR; RHIM, 2018) e filmes de quitosana inibiram Salmonella, E. coli e L.
monocytogenes (SONI et al., 2018).

A lisozima é uma enzima encontrada em mamiferos, aves e peixes. E um

antimicrobiano natural, classificado como GRAS, eficaz contra bactérias Gram-positivas,
atuando diretamente no peptidioglicano da parede celular desses microrganismos (LIBURDI et
al., 2016; MAGNADOTTIR, 2006; MURIEL-GALET et al., 2013).
Diversos estudos ja foram realizadas para determinar a eficiéncia desta enzima contra patdgenos
alimentares. Dehkordi et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana de lisozima contra E.
coli O157:H7 e S. aureus em diversos pH e concentracdes de NaCl, verificando que a atividade
antimicrobiana contra esses microrganismos diminui conforme o pH torna-se mais acido ou
conforme aumenta a concentracdo de NaCl; quando utilizada em filmes foi eficiente contra
Bacillus subtilis e Streptococcus cremoris (BOWER et al., 2006); e, em combinagdo com 6leo
essencial de orégano e alecrim aumentou a vida de prateleira de carne, frango e peru
(NTZIMANI et al., 2010).

Alguns microrganismos produzem substancias com propriedades antimicrobianas,
tais como as bacteriocinas, que sdo peptideos inibidores de bactérias especialmente Gram-
positivas. Destacam-se as bacteriocinas produzidas por bactérias acido-lacticas, principalmente
nisina, que é aprovada para uso como aditivo alimentar em mais de 50 paises (AHMAD et al.,
2017; O’CONNOR et al., 2015; OGAKI; FURLANETO, 2015).

Portanto, existem diversos compostos naturais que apresentam efetiva acao
antimicrobiana. Porém, estudos avaliando seu potencial como sanificante para alimentos e/ou

superficies que entram em contato com alimentos sdo relativamente escassos. Neste sentido, a
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tabela 1 mostra que os principais antimicrobianos avaliados como sanificantes sdo os 6leos
essenciais e seus constituintes. Timol e carvacrol foram os compostos que mostraram maior
acao antimicrobiana em menor tempo de acdo. Foram eficientes tanto para higienizacdo de
vegetais minimamente processados como superficies (FALCO et al., 2018; SINGH, N. et al.,
2002; TORNUK et al., 2011). Além disso, apresentam amplo espectro de acdo sendo efetivos
para inativacdo de microrganismos em suspensdo, aderidos em diferentes superficies ou
associados em biofilmes (CAMPANA; BAFFONE, 2018; ENGEL etal., 2017; VIDACS et al.,
2018).

5. BACTERIOFAGOS COMO ANTIMICROBIANOS

Além dos antimicrobianos produzidos por vegetais, animais e bactérias acima descritos,
outra alternativa para o desenvolvimento de sanitizantes sdo os bacteriofagos, que sdo virus
ubiquos, encontrados no ambiente (solo e &gua) e também no trato digestivo de humanos. Séo
parasitas obrigatorios que infectam apenas células bacterianas, necessitando de uma bactéria
como célula hospedeira para realizar sua reproducdo (BREN, 2007; CUI et al., 2018;
DONLAN, 2009). Séo bastante reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas, porém sua
especificidade (cada fago é parasita de uma determinada bactéria) é um limitante para sua
utilizacdo como agente antibacteriano (EDWARDS et al., 2016; ENDERSEN et al., 2017). Os
fagos podem ser utilizados em trés momentos durante a cadeia produtiva de alimentos:
adicionados as racdes dos animais, através de aplicacdo direta em vegetais pds-colheita ou em
superficies de processamento de alimentos (BHARDWAJ et al., 2015). Na tabela 2 estdo
apresentados alguns produtos comerciais preparados com fagos destacando a forma de

aplicacdo e tipo de alimento e/ou superficie testados.
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Tabela 2: Preparacdes comerciais de fagos como sanitizantes para aplicacdo direta em alimentos e/ou em superficies que entram em contato

com alimentos

Preparacao Microrganismo Aplicacao Alimento / superficie Referéncia
comercial alvo

contendo fago
Salmonelex™ Salmonella Adicionado ao alimento Carne picada YEH et al., 2017

Enterica Suino picado

Coxa de frango
Coxa de peru

SalmoFresh™ Salmonella Pulverizado na superficie Superficies de ago inoxidavel e vidro (WOOLSTON et al., 2013)

SalmoLyse™

Enterica sorotipos
Kentucky,
Brandenburg,
Enteritidis,
Heidelberg,
Typhimurium
Salmonella
Enterica sorotipos
Kentucky
Brandenburg

Paratyphi

Pulverizado na superficie

CONTINUA

Peito de peru

Superficies de a¢o inoxidavel e vidro

(SHARMA, DHAKAL;
NANNAPANENI, 2015)

(WOOLSTON et al., 2013)
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Preparacgéao
comercial

contendo fago

Microrganismo

alvo

Aplicacao

Alimento / superficie

Referéncia

Ecoshield® +
SalmoFresh™ +

ShigActive

Ecoshield®

Listshield®

Escherichia coli
0157:H7,
Salmonella

Enterica e Shigella
spp.

E.coli O157:H7

L. monocytogenes

Pulverizado na superficie

Pulverizado na superficie

Pulverizado na superficie
e imerséo

Pulverizado na superficie

Brdcolis, meldo e morango

Espinafre e alface

Laminas de vidro e gesso, tomate,

espinafre, brdcolis e carne moida

Alface

Peito de frango

(MAGNONE et al., 2013)

(BOYACIOGLU et al., 2013)

(ABULADZE et al., 2008)

(FERGUSON et al., 2013)

(YANG, S.;
SADEKUZZAMAN; HA, S.,
2017)
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Diversos estudos demonstram a eficiéncia dos fagos para controle de patogénos
em alimentos como L. monocytogenes em queijos (CARLTON et al.,, 2005),
Mycobacterium smegmatis em leite desnatado (ENDERSEN et al., 2014), Enterobacter
sakazakii em alimentos infantis (KIM et al.,2007), Listeria, Escherichia, Salmonella e
Campylobacter em carnes e vegetais (ENDERSEN et al., 2014; GOODRIDGE; BISHA,
2011). Em 2006, foi aprovado, pela primeira vez nos Estados Unidos, o uso de um produto
a base de fagos para controle de L. monocytogenes, aplicado por aspersao na superficie
de carnes e produtos avicolas prontos para o consumo (BREN, 2007). A partir desta data
diversos outros produtos contendo fagos foram aprovados naquele pais para
descontaminacdo de superficie de alimentos (carnes e vegetais minimamente
processados) incluindo preparagfes contra E. coli O157:H7 (ENDERSEN et al., 2014;
SULAKVELIDZE, 2011). Fagos também podem ser usados como biossensores para
deteccdo de patdgenos em ambientes de processamento de alimentos, apresentando um
tempo de resposta muito mais rapido do que os métodos da microbiologia classica
(SINGH; POSHTIBAN; EVOY, 2013).

PreparacGes com fagos podem ser uma 6tima alternativa para descontaminacao
de superficies, pois os fagos demonstram atividade antibacteriana principalmente contra
patdégenos ambientais como L. monocytogenes, além de possuirem capacidade de penetrar
na matriz de EPS dos biofilmes, eliminando as bactérias presentes nas camadas internas,
ao contrario dos sanitizantes quimicos, cujo poder de penetracao é bastante limitado (CUI
etal., 2018; ENDERSEN et al., 2014, 2017; SULAKVELIDZE, 2011).

A atividade antibacteriana dos fagos em superficies foi estudada por diversos
autores, como Rashid et al. (2012) que comprovaram a eliminagdo de Yersinia pestis de
3 tipos diferentes tipos de superficie (vidro, gesso e aco inoxidavel) apds 5 minutos de
contato com solugdo de fagos YPP-100. Da mesma maneira, outro estudo demonstrou
que o coquetel de fagos (BEC8) é capaz de eliminar 5 log CFU.mL™? de E. coli O157:H7
aderidos a 3 diferentes superficies (ago inoxidavel, ceramica e polietileno de alta
densidade) ap6s 1 hora de contato a temperatura de 37°C ou apds 4 horas de contato a
temperatura de 23°C (VIAZIS; LABUZA; DIEZ-GONZALEZ, 2015). Woolston et al.
(2013) testaram os produtos comerciais Salmofresh™ e SalmoLyze™ contra diversas
cepas de Salmonella em superficies de vidro e ago inoxidavel obtendo reducéo
significativa de bactérias (2.1 — 4.3 log CFU. mL1) ap6s 5 minutos de contato.
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6. ANTIMICROBIANOS NATURAIS NANOENCAPSULADOS COMO
DESINFETANTES ALTERNATIVOS

A nanotecnologia mostra-se com grande potencial para a solucdo de diversos
problemas de seguranca de alimentos. A denominacdo nanotecnologia envolve
caracterizacdo, fabricacdo e manipulagdo de estruturas que tenham ao menos uma
dimensdo compreendida entre 1 e 100 nm, porém para nanoparticulas utilizadas nas areas
farmacéuticas e biomédicas a faixa de tamanho é mais ampla, variando entre 5 e 1000 nm
(FARAJI; WIPF, 2009; LEE; YUN; PARK, 2015; NATIONAL NANOTECHNOLOGY
INITIATIVE, 2014).

Os nanomateriais podem ser utilizados na manutencdo da seguranca de alimentos
através da aplicacdo de solucBes contendo nanoparticulas em superficies, impedindo
assim a adesdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes nestes locais, em
substituicdo aos sanitizantes quimicos (BATA-VIDACS et al., 2013; SRIVIDYA,;
GHOORA; PADMANABH, 2017) ou em embalagens através da utilizacdo de
nanocompositos ou nanosensores. Os nanocompasitos podem melhorar caracteristicas da
embalagem tais como permeabilidade gasosa, resisténcia mecanica, tracdo, barreira a
umidade, dentre outras (DUNCAN, 2011). Os nanosensores detectam presenca de
microrganismos contaminantes ou modificaces na integridade dos alimentos através dos
metabolitos ou gases gerados (DOYLE, 2006; DURAN et al., 2014).

Além disso, a nanotecnologia pode ser usada para inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes através de duas abordagens distintas: (i) um
agente antimicrobiano é transformado em um material de tamanho nanométrico (ii)
utiliza-se um sistema baseado em nanocarreadores para distribuicdo de antimicrobianos
de tamanho convencional (SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH, 2017). Um dos
fatores que favorecem a acdo antimicrobiana dos nanomateriais ¢ a diferenca de tamanho
entre microrganismos (10 m) e nanoparticulas (10° m) (RAI; BAI, 2011).

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas depende de diversos fatores: (i)
tamanho da nanoparticula, pois quanto menor o tamanho da particula maior sera a
capacidade de penetrar através da membrana dos microrganismos (MORONES et al.,
2007; RAIMONDI et al., 2005); (ii) forma das nanoparticulas, pois quanto mais facetada
a particula, maior sua eficiéncia antibacteriana devido maior aderéncia e contato com o
microrganismo (MORONES et al., 2007; PAL; TAK; SONG, 2007); (iii) concentracdo
de nanoparticulas, pois quanto maior a quantidade de nanoparticulas presentes na solucéo,
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maior a eficiéncia antimicrobiana (MORONES et al., 2007; SONDI; SALOPEK-SONDI,
2004); (iv) carga elétrica, pois a interacdo eletrostatica é favorecida quando a
nanoparticula apresenta potencial zeta positivo devido aos microrganismos apresentarem
carga negativa em sua superficie (JIANG; MASHAYEKHI; XING, 2009; ZAND et al.,
2012); (v) sensibilidade microbiana as nanoparticulas, pois 0s microrganismos
apresentam sensibilidade diferente devido sua morfologia (SANTOS et al., 2013; XIE et
al., 2011).

Um sistema baseado em nanocarreadores muito usado em alimentos é a
encapsulacdo de compostos antimicrobianos em matrizes ndo tdxicas. A encapsulagéo é
uma alternativa para preservar as caracteristicas do composto bioativo, protegé-lo de
condicBGes adversas, além de possibilitar a utilizacdo de pequenas quantidades do
composto e proporcionar libera¢do controlada, mantendo a capacidade antimicrobiana
ativa por maior tempo. Em geral, ao realizar uma comparacao entre a acdo bactericida do
antimicrobiano livre e encapsulado nota-se que o antimicrobiano encapsulado
inicialmente apresenta menor atividade, porém sua atividade dura por mais tempo que o
antimicrobiano livre (WEISS, J. et al., 2009).

Os nanocarreadores mais estudados para aplicacdo em alimentos sdo nanoemulsdes,
nanoparticulas metélicas produzidas por sintese verde, nanoparticulas poliméricas,
nanolipossomas e nanofibras (BLANCO-PADILLA etal., 2014; JAGADISH et al., 2018;
LOPES; PINILLA; BRANDELLI, 2017; SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH,
2017). Nanoemulsdes sao dispersdes estaveis contendo gotas em tamanho nanométrico,
compostas por uma fase aquosa e uma fase oleosa em presenca de surfactante, muito
utilizada para encapsulacdo de compostos pouco sollveis em agua, como os 6leos
essenciais e seus compostos (BLANCO-PADILLA et al., 2014; DAUDT et al., 2013).
Dentre os diferentes sistemas de encapsulamento compativeis com aplicacbes em
alimentos as nanoemulsdes sdo os sistemas mais utilizados pois proporcionam uma
distribuicdo homogénea de compostos hidrofobicos em matrizes alimentares hidrofilicas,
além de melhor difusividade e menor alteracdo nas caracteristicas organolépticas dos
alimentos (DONSI et al., 2011; TERJUNG et al., 2012). O uso de nanoemulsdes de 6leos
essenciais em combinagdo com outras estratégias para diminui¢do da carga microbiana
em alimentos (tecnologia de barreiras), esta demonstrando resultados eficientes
(PRAKASH et al., 2018; SEVERINO et al., 2014). Em diversos testes realizados as
nanoemulsdes foram utilizadas principalmente de duas formas: como agente sanitizante

durante lavagem de vegetais minimamente processados ou como filmes comestiveis para
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revestimento de vegetais in natura (BHARGAVA et al., 2015; VU et al., 2011),
demonstrando eficiéncia contra microrganismos patogénicos. Bhargava et al. (2015) ao
testarem nanoemulsdo contendo 0,05% de Gleo essencial de orégano como sanitizantes
em superficies de folhas de alface obtiveram reducéo de 3,44, 3,05 e 2,31 log CFU.g g
em L. monocytogens, E. coli O157:H7 e S. Typhimurium, respectivamente, em
comparagdo com o controle. Em estudo similar realizado com lavagem de nanoemulséo
de carvacrol ou eugenol em folhas de espinafre ocorreu uma reducéo de 4,5 log CFU.g™*
de E. coli e S. enterica (RUENGVISESH et al., 2015). De maneira semelhante, testes
utilizando incorporacdo de nanoemulsdes de dleos essenciais em filmes comestiveis
demonstraram bons resultados contra microrganismos patogénicos. Acevedo-Fani et al.
(2015) desenvolveram filme comestivel de alginato de sddio contendo nanoemulséo de
6leo essencial de tomilho e obtiveram reducéo de 4,71 log CFU.g™* de E. coli inoculada
em placas contendo meio TSA-NaCl. Em outro estudo, ao testar filme comestivel de
alginato de sddio incorporado com nanoemulsdo de 6leo essencial de capim-liméo os
autores verificaram que os niveis de E. coli inoculada em magés mantiveram-se abaixo
do nivel de detec¢do durante 2 semanas (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015). Ja Kim et al.
(2013) ao revestirem ameixa com filme de cera de carnalba contendo nanoemulsdo de
dleo essencial de capim-limao observaram reducio de 2,8 log CFU.g? de Salmonella
Typhimurium e E. coli O157: H7.

Nanoparticulas metalicas sdo produzidas a partir da reducdo de ions metéalicos,
utilizando processos quimicos ou biotecnolégicos (nanobiotecnologia verde), que utiliza
algas, bactérias, fungos, virus, leveduras e plantas para gerar materiais ndo-toxicos.
Nanoparticulas metélicas podem ser sintetizadas a partir de metais como ouro, prata,
platina, cobre, zinco, etc., sendo utilizadas em diversas aplicacbes biomédicas,
farmacéuticas e alimentos (JAGADISH et al., 2018; RAI, 2013). Destacam-se para
aplicagdes em embalagens ativas para alimentos as nanoparticulas de prata, devido a
caracteristicas Unicas como biocompatibilidade quimica e amplo espectro antimicrobiano
contra diversas bactérias e fungos (JAGADISH et al., 2018; PRABHU; POULOSE,
2012). Devido aos potenciais riscos causados pela ingestdo de nanoparticulas de prata que
migram das embalagens para alimentos e bebidas existe um grande controle das
autoridades de seguranca de alimentos, restringindo a utilizacdo comercial deste tipo de
embalagem (CARBONE et al., 2016; JAGADISH et al., 2018). Diversos autores
pesquisaram sobre a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata contra agentes

patogénicos. Metak (2015) comprovou agdo bactericida de embalagem de polietileno
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contendo nanoparticulas de prata e titanio frente S. aureus, coliformes, E. coli e Listeria
para preservacao de macéd, cenoura, pao, queijo e suco de laranja. Embalagens de EVOH
(copolimeros de etileno e alcool vinilico) contendo nanoparticulas de prata demonstraram
eficiéncia contra Salmonella spp. e L. monocytogenes quando testadas com frango, porco,
alface, queijo e macd (MARTINEZ-ABAD; LAGARON:; OCIO, 2012). Mastromatteo et
al. (2015) testaram revestimento de alginato de célcio contendo nanoparticulas de prata
em queijo “Fior de latte” contra Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae e E. coli, obtendo
aumento na shelf life do produto.

Nanoparticulas poliméricas podem ser de dois tipos: nanoesferas (composto ativo
encontra-se adsorvido na superficie polimérica da esfera ou em seu interior, ndo
apresentando 6leo em sua composi¢cdo) e nanocapsulas (composto ativo encontra-se
dissolvido em ndcleo oleoso no interior da particula polimérica) (REIS et al., 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2003). O uso de nanoparticulas poliméricas € recomendado
quando deseja-se liberacdo lenta do composto ativo (BLANCO-PADILLA et al., 2014;
FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Diversos compostos naturais com acao
antibacteriana ou antifingica ja foram encapsulados em nanoparticulas apresentando
bons resultados contra microrganismos patogénicos. Por exemplo, nanoparticulas de
PLGA poli(acido latico-co-acido glicolico) contendo eugenol e trans-cinnamaldeido
inibiram crescimento de Salmonella spp e Listeria spp em testes in vitro (GOMES, C.;
MOREIRA; CASTELL-PEREZ, 2011). Anetol e carvone encapsulados em nanoesferas
demonstraram maior eficiéncia do que os mesmo compostos em solucao livre contra S.
aureus, E. coli e S. tiphy em testes in vitro (ESFANDYARI-MANESH et al., 2013)
enquanto nanoparticulas carregadas com carvacrol demonstraram eficiéncia em testes in
vitro contra S. aureus, B. cereus e E. coli (KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). Zhang
et al. (2014) demonstraram que nanoparticulas de zeina contendo timol apresentaram
maior atividade contra S. aureus do que solucéo livre de timol em testes in vitro apds 12
horas de contato. Além dos compostos derivados de 6leos essenciais também existem
diversos estudos testando nanoparticulas carregadas com nisina, um peptideo
antimicrobiano produzido por Lactococcus lactis subsp. lactis muito usado na industria
de alimentos como conservante (ERCOLINI et al., 2010). Lv et al.(2014) demonstraram
que nisina encapsulada em quitosana apresentou maior eficiéncia contra Pseudomonas
aeruginosa, S. enterica, Micrococcus luteus e Enterobacter aerogenes quando comparada

a nisina livre. Outros autores encontraram resultados semelhantes (maior eficiéncia da
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nisina encapsulada quando comparada com livre) contra L. monocytogenes em testes in
vitro (PROMBUTARA et al., 2012) e em leite (XIAO et al., 2011).

Nanolipossomas sdo estruturas formadas por um ndcleo aquoso e uma membrana
composta de bicamada fosfolipidica que podem encapsular compostos hidrossoltveis
(imobilizados no nucleo), lipossolaveis (imobilizados na membrana fosfolipidica) ou
anfifilicos (imobilizados simultaneamente no nucleo e na membrana fosfolipidica)
(BLANCO-PADILLA et al., 2014). Estudos utilizando nanolipossomas carregados com
nisina demonstraram que atividade antimicrobiana dos lipossomas contra L.
monocytogenes mostrou-se eficiente durante 10 h (IMRAN et al., 2012) e que utilizacéo
de refrigeracdo em associacdo com nanolipossomas carregados com nisina, em leite
desnatado, manteve as contagens de L. monocytogenes abaixo do nivel de detec¢do do
método durante 14 dias (MALHEIROS; DAROIT et al., 2010). Além disso, estudos
demonstram potencial antimicrobiano de nanolipossomas contendo nisina contra Listeria,
Enterococcus e Staphylococcus (NIAZ et al., 2018) e de nanoparticulas de EDTA
carregadas com lisozima e nisina contra E. coli O157:H7, L. monocytogenes, e B. cereus
(MORSY; ELSABAGH; TRINETTA, 2018). Lopes et al. (2017) demonstraram que
nanolipossomas contendo nisina mantiveram atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes durante 14 dias e Chang (2018) demonstrou que nanoparticulas de nisina
mostraram-se termoestaveis, mantendo seu potencial antimicrobiano contra S. aureus
apos autoclavagem.

Nanofibras sdo fibras muito finas, com diametro inferior a 100 nm produzidas
a partir de diferentes polimeros convencionais ou biopolimeros, utilizando a técnica de
electrospinning. As nanofibras apresentam grande area superficial, alta resisténcia
mecanica e estruturas muito porosas. Quando as nanofibras sdo elaboradas a partir de
polimeros com propriedades antibacterianas, como a quitosana quaternizada, ou quando
sdo adicionados agentes antibacterianos durante o processo de electrospinning estes
materiais demonstram potencial para aplicagcdo em dispositivos médicos e odontologicos,
purificacdo de &gua, téxteis, embalagens de alimentos e filmes comestiveis (BLANCO-
PADILLA et al., 2014; GOTTENBOS et al., 2002; IGNATOVA et al., 2006; SUN, Y .;
SUN, G., 2001; YAO et al., 2008). Estudos demonstraram atividade antimicrobiana
contra E. coli e S. aureus das nanofibras de celulose (JIA; ZHOU; ZHANG, 2011); e
contra 0s mesmos microrganismos nanofibras de quitosana apresentaram inibi¢éo de S.
aureus em 30 minutos de contato e reducdo de 98,8 % de E. coli apds 90 minutos de
contato (IGNATOVA; MANOLOVA; RASHKOQV, 2007). Nanofibras também podem
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ser utilizadas para incorporacdo de antimicrobianos visando estabilizar a estrutura e
funcdo do composto imobilizado. Por exemplo, a sakacina (bacteriocinas produzida por
Lactobacillus sakei 2a) foi imobilizada por aprisionamento na matriz nanofibrosa das
membranas de celulose bacteriana produzidas por Gluconacetobacter xylinus ATCC
53582 mantendo boa atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes. Quercitina, um
flavonol polifendlico presente em plantas comestiveis e medicinais, que apresenta acao
antimicrobiana, foi encapsulada em nanofibras visando inibir C. albicans biofilms. Os
autores sugerem que essas nanofibras poderiam ser utilizadas as revestimentos em
dispositivos biomeédicos para inibir contaminacdes microbianas (VASHISTH et al.,
2013). O uso dessas nanofibras contendo antimicrobianos poderia ser avaliado visando
prevenir a contaminacdo de equipamentos e superficies que entram em contato com
alimentos.

Nos Ultimos anos estudos estdo sendo realizados com o intuito de utilizar antimicrobianos
naturais encapsulados como sanitizante para uso direto em alimentos ou em superficies
que entram em contato com alimentos. Martinez-Hernandez et al. (2017) testaram a
utilizacdo de nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato carregadas com carvacrol para
desinfeccdo de cenouras cruas fatiadas utilizando como controle desinfeccdo com
hipoclorito de sddio. Os resultados obtidos pelas nanoparticulas foram similares ao
controle quanto a andlise fisico-quimica e sensorial das cenouras apés 13 dias; porém, na
analise microbiologica os resultados para o tratamento utilizando nanoparticulas foram
melhores do que para o controle (as cenouras tratadas com hipoclorito apresentaram
concentracdo microbiolégica 2 a 3 log maiores do que as cenouras tratadas com as
nanoparticulas contendo carvacrol). J& no estudo desenvolvido por Engel et al. (2017)
foram realizados testes, em coupons de aco inoxidavel com residuos de leite, de solucbes
contendo timol e carvacrol livres e nanolipossomas carregados simultaneamente com
carvacrol e timol contra pools de Salmonella e S. aureus. Os resultados obtidos
demonstraram que enquanto as solucdes livres inibiram 6 log CFU.cm™ de ambos
microrganismos em 1 minuto, a solugdo contendo lipossomas necessitou um tempo de 10
minutos para obter o mesmo efeito, sugerindo que os lipossomas podem ser utilizados

para obtencdo de protecdo residual em superficies que entrem em contato com alimentos.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVA

A grande preocupagdo dos consumidores acerca da utilizacdo de desinfetantes
quimicos em alimentos, principalmente entre o publico consumidor de produtos
vegetarianos e organicos, alavancou o inicio de pesquisas para o desenvolvimento de
sanitizantes alternativos, obtidos a partir de antimicrobianos naturais e matrizes atoxicas.
Dentre o0s antimicrobianos naturais destacam-se o0s compostos extraidos de Oleos
essenciais de plantas aromaticas, sendo muito utilizado em alimentos o carvacrol, devido
a sua alta atividade antimicrobiana aliada a seu status GRAS, e as bacteriocinas, peptideos
produzidos principalmente por bactérias laticas, destacando-se a nisina, Unica permitida
para adicdo em alimentos em paises como Brasil.

A encapsulacdo de antimicrobianos naturais apresenta-se como uma boa
alternativa para o uso desses compostos na industria de alimentos, pois esta tecnologia
oferece protecdo aos compostos sensiveis quando expostos a condi¢fes ambientais
adversas como as encontradas em plantas de processamento de alimentos, além de utilizar
pequenas quantidades do composto encapsulado e proporcionar liberacdo prolongada,
gerando um efeito antimicrobiano residual. Dentre os diferentes tipos de nanocarreadores
0s mais utilizados para aplicagdes em alimentos sdo as nanoemulsdes, nanoparticulas
poliméricas e nanolipossomas, devido principalmente a suas propriedades de liberagdo
controlada dos compostos encapsulados.

Estudos relacionados a antimicrobianos naturais encapsulados em nanomateriais
como sanitizantes para aplicacdo em superficies que entram em contato com alimentos
merecem atencdo. O desenvolvimento de um sanificante que alie a acdo imediata do
composto livre com o efeito residual gerado pelo mesmo composto encapsulado pode ser

uma perspectiva promissora.
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4.2. ARTIGO 2
ENCAPSULACAO DE CARVACROL EM NANOLIPOSSOMAS E
NANOCAPSULAS POLIMERICAS: COMPARACAO DAS
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ACAO ANTIMICROBIANA
CONTRA BACTERIAS ADERIDAS EM ACO INOXIDAVEL

Fabiola Ayres Cacciatore?, Michelle Dalmas?, Caroline Maders?, Adriano Brandelli?,

Patricia da Silva Malheiros?

4 Departamento de Ciéncia de Alimentos, Instituto de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos
- ICTA, Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS - Avenida Bento
Gongalves, 9500 — Campus do Vale — Prédio 43212 — CEP 91501-970 - Porto
Alegre/RS/Brasil

RESUMO: Este estudo teve como objetivo encapsular carvacrol em nanolipossomas e
nanocapsulas poliméricas, comparar suas caracteristicas fisico-quimicas e acdo
antimicrobiana contra pools de Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes in vitro e aderidos em acgo inoxidavel. Nanolipossomas contendo
carvacrol (NLC) foram preparados através da técnica de hidratacdo do filme lipidico,
apresentando didmetro médio de 270,83 nm, polidispersidade de 0,22, eficiéncia de
encapsulagdo de 98,02 % e potencial zeta de + 8,64 mV. Concentragdo bactericida
minima (CBM) dos NLC foi de 3,53 mg/mL contra Salmonella e 5,30 mg/mL contra 0s
demais microrganismos. Nanocépsulas contendo carvacrol (NCC) foram preparadas
usando técnica de deposicao interfacial do polimero pré-formado, apresentando diametro
médio de 159,30 nm, polidispersidade de 0,22, eficiéncia de encapsulacéo de 97,11 % e
potencial zeta de + 44,84 mV. CBM das NCC foi de 4,42 mg/mL contra E. coli e de 3,31
mg/mL contra os demais microrganismos. A cinética de multiplicagdo foi determinada
para cada bactéria (= 8 log UFC/mL) utilizando diferentes concentragdes de NCC. Os
resultados mostraram que apos 2 horas de contato %2 CBM de NCC inibiram Salmonella
e E. coli abaixo do limite de deteccdo do método. A populacdo de L. monocytogenes foi
reduzida em =2 log UFC/mL em 6 horas e S. aureus foi inibido abaixo do limite de
deteccdo da técnica em 48 horas utilizando a CBM de NCC. Apos, os pools de cada
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bactéria foram aderidos, separadamente, em coupons de aco inoxidavel AISI 304
resultando em uma populagio inicial de = 6 a 7 log UFC/cm?. A agdo antimicrobiana das
NCC foi avaliada em diferentes concentragdes ap6s 1 minuto de contato. Salmonella e E.
coli foram inibidas abaixo do limite de detec¢do do método utilizando a CBM de NCC.
Nesta mesma concentracdo, L. monocytogenes e S. aureus foram reduzidos em =~ 4 log
UFC/cm? e 3,5 log UFC/cm?, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que as
NCC desenvolvidas apresentam potencial para utilizacdo em superficies de contato com
alimentos, especialmente em frigorificos de aves devido a inibicdo da Salmonella e E.
coli, visando evitar a fixacdo bacteriana em sua fase inicial e consequente formacéo de
biofilmes.

Palavras-chaves: nanotecnologia, antimicrobianos naturais, carvacrol, bactérias de

origem alimentar, aco inoxidavel

1. INTRODUCAO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo um grande problema de satude
publica em todo o mundo. Os sintomas mais comuns de DTA sdo nauseas, vémitos e
diarreia, acompanhadas ou ndo de febre, porém podem evoluir para perdas de funcdes
vitais e morte (BRASIL, 2018; EFSA, 2018; SCALLAN et al., 2011). Os principais
microrganismos causadores de DTA no Brasil sdo Salmonella, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2018), enquanto na Europa destacam-se sdo
Campylobacter, Salmonella e Listeria monocytogenes (EFSA, 2018).

Dentre os veiculos de dissemina¢do de patdgenos em ambientes de processamento
de alimentos estdo as superficies contaminadas como equipamentos, facas, placas de
corte, tanques e cubas. Esses utensilios e equipamentos podem ser fabricados de diversos
materiais, principalmente ago inoxidavel e polipropileno (CHIA et al., 2009). As
caracteristicas dessas superficies como hidrofobicidade, composi¢do e rugosidade
(TRESSE et al., 2007), além das caracteristicas intrinsecas dos microrganismos como a
presenca de fimbrias e flagelo (LI; MCLANDSBOROUGH, 1999), influenciam a
capacidade de adeséo bacteriana.

Visando reduzir a presenca de microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes em
superficies de contato com alimentos, as industrias e servigos de alimentacédo realizam o
procedimento de higienizagdo (MCDONNELL; RUSSELL, 1999; SATPATHY et al.,
2016) que inicia-se com a limpeza seguida pela desinfeccdo. Geralmente, a desinfeccdo
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é realizada utilizando produtos quimicos como compostos liberadores de cloro, acido
peracético e quaternario de aménio (FERREIRA et al., 2010; PHILLIPS, 2016), os quais
podem gerar subprodutos potencialmente carcinogénicos (HRUDEY et al., 2015;
PHILLIPS, 2016) e também contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes
(WANG et al., 2017).

Além disso, 0s consumidores estdo mais conscientes de que a utilizacdo de alguns
reagentes quimicos em alimentos ou superficies de processamento podem oferecer riscos
a saude, aumentando a busca por produtos fabricados com insumos naturais (BRIDIER
et al., 2015; FALCO et al., 2018; SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014). Neste
sentido, os 6leos essenciais e seus principais compostos ativos podem ser uma alternativa
para 0 desenvolvimento de novos sanitizantes, pois apresentam propriedades
antimicrobianas contra um amplo espectro de microrganismos (RANDAZZO et al., 2017;
SANCHEZ; AZNAR, 2015; STOJKOVIC et al., 2013).

Dentre os compostos extraidos de 6leos aromaticos destaca-se o carvacrol, um
fenol monoterpendide extraido de orégano (Origanum vulgaris L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.) que apresenta acdo bactericida contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, fungos e seus biofilmes (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012;
SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2013). O carvacrol apresenta status GRAS (Geralmente
Reconhecido como Seguro) concedido pelo Food and Drug Administration (FDA) e é
aprovado pela Comisséo Européia para utilizacdo como saborizante de alimentos (EFSA,
2013; MAISANABA et al., 2017). Porém, a utilizacdo dos 0Oleos essenciais ou seus
compostos nas inddstrias de alimentos é dificultada devido a caracteristicas como alta
volatilidade, sabor e/ou aroma residual, baixa estabilidade e grande suscetibilidade a
variacGes ambientais. A nanoencapsulacao surge como uma estratégia para protecao dos
antimicrobianos contra os problemas acima expostos, além da encapsulacao proporcionar
maior interagdo com a superficie (DONSI et al., 2011; LI et al., 2015) e possibilidade de
liberacdo controlada do principio ativo.

Nanomateriais sdo caracterizados por possuirem pelo menos uma dimensao entre
1 e 100 nm (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014), porém para as
aplicacbes farmacéuticas e bioldgicas, as particulas com tamanho até 1000 nm séo
consideradas como nanoparticulas, desde que apresentem propriedades bioldgicas, fisicas
e quimicas diferentes do material quando em escala macroscopica (LEE; YUN; PARK,
2015; SCENIHR, 2010). A acdo antimicrobiana dos nanomateriais é favorecida pela

diferenca de tamanho existente entre microrganismos (10® m) e nanoparticulas (10° m),
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favorecendo a penetracdo das nanoparticulas atraves da membrana plasmatica (RAI,
BAI, 2011).

Para aplicagOes em alimentos, os sistemas de encapsulamento mais estudados séo
nanoemulsdes, nanofibras, nanoparticulas poliméricas e nanolipossomas, destacando-se
os dois ultimos (BLANCO-PADILLA et al., 2014; JAGADISH et al., 2018; LOPES;
PINILLA; BRANDELLLI, 2017; SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH, 2017).

As nanoparticulas poliméricas apresentam estabilidade em ambientes aquosos e
liberacdo lenta do composto encapsulado (MOHAMMADI et al., 2017; SCHAFFAZICK
et al., 2003). Apresentam-se sob forma de nanocapsulas (composto ativo oleoso ou
dissolvido em nucleo oleoso) ou nanoesferas (composto ativo adsorvido no polimero
encapsulante, ndo apresenta Oleo em sua formulacdo) (REIS et al., 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Os polimeros usados como material encapsulante podem
ser naturais ou sintéticos, conforme caracteristicas desejadas (MOHAMMADI et al.,
2017). Dentre os polimeros sintéticos destaca-se o Eudragit®, muito usado pela industria
farmacéutica, devido a grande diversidade de tipos existentes (PATRA et al., 2017).
Eudragit® RS 100 apresenta grande capacidade de intumescimento e, quando usado
como agente encapsulante, forma uma nanocapsula bastante porosa (PHAECHAMUD;
THUREIN; CHANTADEE, 2018).

J& os nanolipossomas sao vesiculas esféricas formadas por um ndcleo aquoso e
membrana de bicamada fosfolipidica capazes de encapsular compostos lipossoliveis (na
membrana), hidrossoltveis (no nucleo) ou anfifilicos (simultaneamente na membrana e
no nucleo (BLANCO-PADILLA et al., 2014; LOPES; PINILLA; BRANDELLLI, 2017).

Nesse contexto, o0 objetivo deste estudo foi encapsular carvacrol em
nanolipossomas e nanocapsulas poliméricas, comparando suas caracteristicas fisico-
quimicas e acdo antimicrobiana contra pools de Salmonella, S. aureus, E. coli e L.
monocytogenes in vitro e aderidos em superficies de ago inoxidavel. Além disso, a
cinética de multiplicacdo in vitro foi determinada para 0s mesmos microrganismos em
presenca de carvacrol livre e encapsulado em nanocépsulas poliméricas utilizando

diversas concentragdes do antimicrobiano.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Culturas bacterianas

Foram utilizados 4 pools bacterianos, cada um composto por 3 cepas: (1) pool de
E. coli: E. coli ATCC 8739, E. coli 25972 e E. coli DH5-qa; (2) pool de Salmonella: S.
Heidelberg 22295, S. Minnesota 7301007 e S. Enteritidis SE86; (3) pool de S. aureus: S.
aureus ATCC 2993, S. aureus S6 e S. aureus S8; (4) pool de L. monocytogenes: L.
monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes 7459 e L. monocytogenes J11. Todas as
cepas utilizadas neste trabalho pertencem a Colecdo de Culturas do Laboratério de
Microbiologia e Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS). As cepas foram cultivadas,
separadamente, em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, india), a 37 °C, por 18-
24 horas. Em seguida, cada suspensao foi ajustada para concentracao de 8 log UFC/mL,
através da diluicdo em caldo BHI para obter uma absorbancia de 0,5 (DOe3zonm), usando
espectrofotometro Ultrospec™ 3100 pro (GE Healthcare, Inglaterra). Apds o ajuste de
concentragdo, foram reunidos 3 mL de caldo BHI, contendo as 3 cepas de cada

microrganismo, totalizando 9 mL de pool.

2.2. Preparacao da solucdo de carvacrol para hidratacéo do filme lipidico
Para a solucgéo de carvacrol diluiu-se 0,106 g de carvacrol (Sigma Aldrich, Estados
Unidos, com 98% de pureza) em 10 mL de &gua destilada contendo 0,1 g de Tween 80

(Labsynth, Brasil), obtendo concentracdo de 10,6 mg/mL.

2.3.  Encapsulagéo do carvacrol em nanoestruturas

O carvacrol foi encapsulado em dois tipos de nanoestruturas diferentes:
nanolipossomas e nanocapsulas poliméricas. Os nanolipossomas contendo carvacrol
(NLC) foram preparados usando a técnica de hidratacdo do filme lipidico, enquanto as
nanocapsulas poliméricas contendo carvacrol (NCC) foram preparadas utilizando técnica

de deposicéo interfacial do polimero pré-formado.

2.3.1. Encapsulagéo do carvacrol em nanolipossomas

Carvacrol foi encapsulado em nanolipossomas pela técnica de hidratacdo do filme
lipidico (MALHEIROS et al., 2010). Resumidamente, 0,08 g de fosfatidilcolina de soja
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(Lipoid GMBH - Alemanha) foram diluidas em 20 mL de cloroférmio. Apds remocédo do
solvente em rotaevaporador, o filme lipidico foi mantido em dessecador a vécuo
overnight. O filme foi entdo reidratado com 10 mL da solugdo contendo carvacrol
(descrito no item 2.2.), homogeneizado utilizando banho maria a 40 °C e vortex, obtendo-
se a solucdo contendo carvacrol encapsulado em lipossomas. Para reducdo e
uniformizacdo do tamanho dos lipossomas formados a solugdo foi submetida a
ultrasonicacéo (ultrassom de ponta modelo VCX 400) com ajuste de frequéncia para 50
KHz (Sonics & Materials Inc., Estados Unidos) em 3 ciclos de 1 minuto em banho de

gelo.

2.3.2. Encapsulacéo do carvacrol em nanocépsulas

As nanocépsulas contendo carvacrol foram preparadas através da técnica de
deposicao interfacial do polimero pré-formado (GUTERRES et al., 1995). Foi preparada
uma fase organica contendo 0,100 g de Eudragit RS 100 (Evonik, Alemanha), 330 pL de
acido caprilico, 1,069 de carvacrol e 26,87 mL de acetona. Esta fase organica foi vertida,
sob agitacdo magnética, em uma solucdo aquosa contendo 0,077 g de polisorbato 80
(Tween 80) diluido em 53,3 mL de agua ultrapurificada ocorrendo entdo a formacéo das
nanocapsulas. Por fim, a acetona foi eliminada e o volume reduzido a 10 mL em
rotaevaporador por um periodo de aproximadamente 3 horas com banho maria mantido a
40 °C.

2.4.  Caracterizagao fisico-quimica das nanoestruturas contendo carvacrol

Diametro médio e polidispersidade foram determinados em equipamento
NanoBrook Omni modelo EMI9863 (Brookhaven Instruments, Estados Unidos) e
potencial zeta em equipamento ZetaPALS modelo 31450 (Brookhaven Instruments,
Estados Unidos) apos diluicdo em agua ultrapura na proporgdo de 1:10. Todas as medidas

foram realizadas imediatamente apds a encapsulacéo.
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2.5.  Eficiéncia de encapsulacéo

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo foi realizada de acordo com Shao
et al. (2018) com modificacGes. Realizou-se uma leitura de varredura (190 — 900 nm)
utilizando espectrofotometro Ultrospec™ 3100 pro (GE Healthcare, Inglaterra) para
determinacdo do comprimento de onda de maxima absorc¢do do carvacrol (297 nm). Foi
tracada a curva padrdo de absorbancia de carvacarol em 297 nm utilizando-se solugdes-
padrdo com concentragdes de 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL e 0,8
mg/mL. Centrifugou-se as amostras a 10.000 x g a 4 °C por 20 min, tomou-se aliquota do
sobrenadante (0,1 mL), dilui-se em 4,9 mL de etanol 95% e realizou-se a leitura em 297
nm, determinando-se a absorbancia da amostra. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Calculou-se a concentracdo de cada amostras através da equacdo da reta
determinada anteriormente, y = 0,3431x + 0,1305 (R? = 0,9835), onde y representa
absorbancia (hm) e x representa a concentracdo da amostra (mg/mL). A eficiéncia de
encapsulacdo foi calculada através da equagdo a seguir:

conc. inicial-conc. sobrenadante
EE (%) = {cone: iniclal-conc. 5 ) %100 (1)
conc. inicial

2.6. Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Foi determinada a CBM dos nanolipossomas contendo carvacrol (NLC), bem
como das nanocapsulas contendo carvacrol (NCC) para cada um dos 4 pools usando
metodologia proposta por Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2008)
com modifica¢6es. Primeiramente foram adicionados 100 uL de caldo BHI em cada pogo.
Apos, 100 pL da solucéo sanificante foi adicionada no primeiro pogo. Depois de realizada
a homogeneizacdo 100 pL da solucdo do primeiro poco foi transferida para o segundo
poco, do segundo para o terceiro e assim sucessivamente. Em seguida, 100 pL do pool de
bactérias (8 log UFC/mL) foram adicionados em cada po¢o, sendo que no Ultimo poco
ndo foram adicionadas bactérias, servindo assim de controle negativo. Essa técnica foi
realizada separadamente para NLC e para NCC e repetida para os 4 pools de
microrganismos diferentes. Apos incubacdo das placas de microdiluicdo (37 °C/24 h)
transferiu-se 20 pL de cada poco para placa contendo meio de cultura seletivo para cada

microrganismo. ApoOs 24 horas de incubacdo, observou-se crescimento ou ndo de
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colénias. Considerou-se como CBM a menor concentragdo de antimicrobiano que

inativou a bactéria alvo.

2.7.  Cinética de multiplicacdo in vitro dos microrganismos em presenca de

agente antimicrobiano

A cinética de multiplicacdo in vitro dos quatro pools testados foi realizada
utilizando metodologia desenvolvida por Garcia & Isenberg (2010) com modificaces.
Primeiramente, cada pool bacteriano foi ajustado para 8 log UFC/mL. Foram testadas
solucdes antimicrobianas de carvacrol livre e NCC nas concentragdes ¥4 CBM, % CBM,
CBM e 2 CBM, diluidos em tubos contendo 10 mL de caldo BHI. Os tubos de ensaio
foram mantidos em estufa a 30 °C e retiradas amostras em tempos pré-determinados (0,25,
2,4, 6,24 e 48 horas). Para cada amostra foram realizadas diluicdes seriadas e semeadura
em placa com meio seletivo para cada microrganismo usando técnica da gota (MILES;
MISRA, 1938) seguida de incubacdo a 37 ° C durante 18-24 horas. Foi realizado controle

positivo utilizando agua ultrapurificada em substituicdo ao antimicrobiano.

2.8.  Preparacdo dos coupons de ago inoxidavel AISI 304

Os coupons de aco inoxidavel AISI 304 (2 cm x 2 cm x 1 mm) foram lavados com
detergente neutro, enxaguados com agua e secos a 60 °C. Depois de secos 0s coupons
foram colocados em frascos, autoclavados (121 °C, por 15 minutos), e novamente secos
a 60 °C (ROSSONI; GAYLARDE, 2000). Os coupons foram mantidos em frascos

estéreis a temperatura ambiente até a realizacdo dos testes.

2.9. Adesédo microbiana e agao antimicrobiana

Os coupons de aco inoxidavel AISI 304 foram imersos em um frasco contendo 10
mL de cada um dos pools (8 log UFC/mL), a 37 °C, por 15 minutos, visando aderéncia
dos microrganismos aos coupons. Apds esse periodo os coupons foram lavados em 10
mL de agua peptonada 0,1 % para remocao das células ndo aderidas. Cada coupon com
as células microbianas aderidas foi imerso durante 1 minuto em um frasco contendo
solucdo antimicrobiana. Foram testadas NCC nas concentragdes ¥2 CBM e CBM. Apos 1
minuto o coupon foi lavado em 10 mL de agua peptonada 0,1 % para remogéo da solugéo
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antimicrobiana e imerso em outro frasco contendo 10 mL de &gua peptonada 0,1 %, que
foi entdo submetido a lavadora ultrassénica USC700 (UNIQUE, Brasil) durante 10
minutos com poténcia de 55 Hz, para que as células aderidas se soltassem dos coupons e
se transferissem para a solucéo aquosa (SINDE; CARBALLO, 2000). Foram realizadas
quatro dilui¢Ges seriadas de cada coupon e 20 pL de cada diluicdo foi semeada em meio
de cultura seletivo para cada microrganismo atraves do método da gota (MILES; MISRA,
1938) e incubadas a 37 °C durante 18-24 horas. Foi realizado controle positivo
submetendo o coupon a 10 mL de agua peptonada 0,1 % apds adesdo das células
microbianas e controle negativo submetendo o coupon a 10 mL de solucéo clorada 200
ppm (BRASIL, 2016). O limite de deteccdo deste método é de aproximadamente 1,69
UFC/mL, equivalente a 1,92 log UFC/cm? (MALHEIROS et al., 2009). Para conversio
de log UFC/mL para log UFC/cm? foi utilizada a equagdo a seguir:

log UFC/mL x 10 mL
area total do coupon (cm?)

log UFClcm? = (2

2.10. Anélise estatistica

Os dados referente a caracterizacdo fisico-quimica das nanoestruturas e as
contagens bacterianas foram analisadas estatisticamente através da Andlise de Variancia
(ANOVA), fator Gnico, aplicando o teste de Tukey (p<0,05) utilizando o software SAS
Studio online. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.  Caracterizacéo fisico-quimica das nanoestruturas contendo carvacrol

Duas tecnologias distintas foram avaliadas para encapsulacdo de carvacrol em
sistemas nanoparticulados e os resultados estdo apresentados na Tabela 1. Tanto os
nanolipossomas como as nanocapsulas polimericas contendo carvacrol apresentaram
tamanho adequado para serem considerados nanotecnologicos, ja que sdo menores do que
1000 nm, conforme determinado para a area da saude (LEE; YUN; PARK, 2015;
SCENIHR, 2010). Comparando o diametro médio de ambas formulagdes verifica-se que
houve diferenca significativa entre elas (p < 0,05). As nanocéapsulas contendo carvacrol

(NCC) apresentaram tamanho menor (160 nm) do que os nanolipossomas contendo
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carvacrol (NLC) (270 nm), o que pode facilitar a penetracdo das nanoparticulas através
da membrana dos microrganismos (MORONES et al., 2007; RAIMONDI et al., 2005;
SEIL; WEBSTER, 2012). Avaliando a uniformidade de tamanho das nanoparticulas, ou
seja, a polidispersidade (PDI), observa-se que ndo houve variacao significativa (p > 0,05)
entre os valores encontrados para nanocapsulas e nanolipossomas. A Tabela 1 mostra que
ambas formulacdes apresentaram valores de PDI proximos a 0,2, sugerindo menor
probabilidade de agregacdo das nanoparticulas e maior estabilidade da solu¢édo (KLANG
etal., 2012; KLANG; VALENTA, 2011).

Tabela 1. Diametro médio, polidispersidade (PDI), potencial zeta e eficiéncia de
encapsulagdo dos nanolipossomas contendo carvacrol (NLC) e nanocépsulas contendo
carvacrol (NCC)

~ N N _ Potencial zeta Eficiéncia de
Diadmetro médio (nm)  Polidispersidade 3
(mV) Encapsulacédo (%)
NLC 270,83 + 1,202 0,22 +0,05% +8,64 + 0,94 98,02 + 0,042
NCC 159,30 + 9,20P 0,22 + 0,022 + 44,84 +1,68° 97,11 +0,20°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Em relacéo ao potencial zeta houve diferencas significativas (p < 0,05) entre as
formulacBes. Entretanto, os dois valores foram positivos, favorecendo a atragdo
eletrostatica das nanoparticulas com os microrganismos, que apresentam carga de
superficie negativa, facilitando a acdo do antimicrobiano carvacrol na parede celular
(SHAABAN; EDRIS, 2015; ZAND et al., 2012). O potencial zeta determina a diferenca
de carga elétrica entre a camada idnica ao redor da particula e a carga da solucao ao redor
desta particula (LU; CHIU, 2006). Utiliza-se essa medida para avaliacdo da estabilidade
das solugdes contendo nanoparticulas, pois quanto maior o valor absoluto de potencial
zeta, maior serd a repulsdo entre elas, diminuindo assim a frequéncia de colisdes e a
possibilidade de precipitagdo de agregados (ARIAS et al., 2008; MALHEIROS;
DAROIT; BRANDELLI, 2010). Entre as duas formulagdes analisadas as nanocapsulas
apresentaram valor maior para potencial zeta, possivelmente devido a natureza catidnica
do polimero Eudragit (MOHAMMADI, G. et al., 2017; OLIVEIRA; LIMA, 2006).
Portanto, as nanocapsulas contendo carvacrol apresentam maior estabilidade do que os

nanolipossomas contendo carvacrol.
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As duas formulacdes apresentaram alta eficiéncia de encapsulagéo, ndo havendo
diferencas significativas (p > 0,05) entre ambas. A alta lipofilicidade do Eudragit
possivelmente proporcionou uma formacéo rapida das nanoparticulas, havendo menor
dispersdo de carvacrol na fase aquosa (LEO et al., 2004; SANTOS et al., 2013) enquanto
0s nanolipossomas, devido a sua facilidade em encapsular compostos lipofilicos em sua
membrana, apresentam alta eficiéncia de encapsulagéo para compostos oleosos como o
carvacrol (KUMAR et al., 2010). A eficiéncia de encapsulacéo é fortemente influenciada
pela natureza e caracteristicas fisico-quimicas do composto ativo e do material
encapsulante, bem como das interacfes eletrostaticas que ocorrem entre eles (CALVO;
VILA-JATO; ALONSO, 1996).

Diversos estudos encontraram valores semelhantes para tamanho de
nanocapsulas e/ou nanolipossomas, polidispersidade, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo. Por exemplo, Santos et al. (2013) encapsularam clotrimazol em
nanocapsulas de Eudragit RS 100 e encontraram tamanho de 144 nm, PDI 0,18, potencial
zeta + 12 mV e eficiéncia de encapsulacdo de 99%. Yin et al. (2016) testaram Eudragit S
100 com quitosana para encapsular psoralidina e obtiveram nanocapsulas com diametro
médio de 132,5 nm, PDI 0,17 e eficiéncia de encapsulacdo de 98,1% . Em outra pesquisa
utilizando Eudragit RS 100 combinado com diferentes propor¢des de PLGA (poli (&cido
latico-co-acido glicélico) para encapsular nistatina os autores encontraram tamanho das
nanocapsulas variando entre 128 e 362 nm (MOHAMMADI et al., 2017). Por outro lado,
Engel et al. (2017) desenvolveram nanolipossomas carregados com timol e carvacrol que
mediram 270 nm, PDI 0,33 e potencial zeta de + 39,9 mV. Da mesma forma, Sebaaly et
al. (2015) ao estudarem diversas formulac@es de nanolipossomas de fosfolipidios de soja
com colesterol carregados com eugenol encontraram didmetro médio variando entre 225

e 260 nm, PDI entre 0,15 e 0,25 e eficiéncia de encapsulagéo entre 56 e 84%.

3.2.  Concentragéo Bactericida Minima (CBM)

Os resultados de CBM para as duas tecnologias de encapsulacdo de carvacrol,
bem como avaliagdo da CBM para carvacrol livre em solugéo, estdo apresentados na
Tabela 2. Observa-se que foi necessaria uma concentra¢cdo menor do carvacrol livre em
comparagdo ao carvacrol encapsulado para inativar todas as bactérias avaliadas. Esse
resultado era esperado uma vez que a liberagdo do composto antimicrobiano presente no

interior das nanoparticulas ocorre de forma lenta conforme relatado por outros estudos
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(MALHEIROS; DAROIT; BRANDELLI, 2010; WEISS et al., 2009). Além disso,
espera-se que a encapsulacdo proteja os compostos ativos dos fatores ambientais como
agua, luz, oxigénio, pH, etc. mantendo sua agdo bactericida por maior periodo de tempo
(LIOLIOS et al., 2009; MOZAFARI; JOHNSON; HATZIANTONIOU, 2008).

Tabela 2. Concentracdo Bactericida Minima de carvacrol livre (controle),
nanolipossomas contendo carvacrol (NLC) e nanocapsulas contendo carvacrol (NCC)
contra os pools compostos por Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes

CBM (mg/mL)

Amostra Salmonella E. coli S. aureus L. monocytogenes

Controle  1,77+0,76° 1,33 +0° 1,33+0° 1,77+0,76°
NLC 3,53 +1,53% 530+0% 530+0% 530+0%
NCC 3,31+0°? 442+191% 331+0° 3,31+0°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Neste estudo, os valores de CBM para o carvacrol livre variam de 1,33 a 1,77
mg/mL para todos os microrganismos avaliados (Tabela 2). Outros estudos com carvacrol
livre determinaram CBM variando entre 1,6 e 3,2 mg/mL contra E. coli (SANTURIO et
al., 2011), 0,2 e 4,8 mg/mL contra Salmonella (BURT, 2004) e 6,0 mg/mL contra S.
aureus, E. coli e L. monocytogenes (LIOLIOS et al., 2009). Quando carvacrol foi
encapsulado em nanoparticulas de quitosana a CBM encontrada contra S. aureus e E. coli
foi 4,1 e 8,2 mg/mL, respectivamente (KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). Santos et al.
(2015) ao testarem carvacrol incluso em ciclodextrina encontraram CBM de 1,1 mg/mL
para Salmonella Typhimurium e 1,0 mg/mL para E. coli. Wang et al. (2009) ao
encapsularem carvacrol em alginato de calcio determinaram CBM de 100 pL/L para E.
coli. Existe variabilidade entre os valores encontrados nas pesquisas pois sdo utilizadas
diversas metodologias, sendo dificil realizar uma comparacdo (REYES-JURADO et al.,
2015). Além disso, cada cepa reage de maneira diferente aos 6leos essenciais e seus
compostos, portanto a utilizacdo de pool de microrganismos em vez de uma Unica cepa
para simular um cenario é mais realista (KIM; MARSHALL,; WEI, 1995).

Apesar da utilizacdo de diversas tecnologias para encapsulamento de o6leos
esséncias de tomilho e orégano e seus compostos, poucas informacGes acerca da CBM
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destes compostos encapsulados em lipossomas e nanocapsulas poliméricas estdo
disponiveis (ENGEL et al., 2017; GORTZI et al., 2007; LIOLIOS et al., 2009).

Ao comparar os valores determinados para CBM das NCC com os valores de
CBM dos NLC, percebe-se que ndo houve diferenca significativa (p >0,05) entre as
tecnologias de encapsulacéo para inibicdo de Salmonella e Escherichia coli. As bactérias
Gram-negativas apresentam menor suscetibilidade antibacteriana a compostos
hidrofobicos como o carvacrol pois a membrana externa presente nestes microrganismos
dificulta a penetracdo dos compostos, diminuindo a quantidade de antimicrobiano que
atinge a parede celular dos microrganismos alvo (BURT, 2004). Porém, houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre as tecnologias de encapsulagéo contra Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes. As NCC apresentaram maior eficcia na inibi¢do destes
microrganismos Gram-positivos do que os NLC. Considerando esse resultado e as
caracteristicas fisico-quimicas apresentadas na Tabela 1, as NCC foram selecionadas para

0s demais experimentos.

3.3. Cinética de multiplicacdo de Staphylococcus aureus, Salmonella,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes in vitro em presenca de

agentes antimicrobianos

O teste de cinética de multiplicacdo bacteriana in vitro apresenta maior precisdo
na analise da eficiéncia do agente antimicrobiano quando comparado com CBM (ARHIN
et al., 2009). Através deste teste pode-se obter informacGes sobre as interacGes entre o
agente antimicrobiano e o microrganismo, revelando se os efeitos do antimicrobiano séo
dependentes do tempo ou da concentracdo (PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004). A
contagem do numero de células de S. aureus, Salmonella, E. coli e L. monocytogenes que
se desenvolveram nos tubos contendo solucdes de carvacrol livre e NCC em diferentes
concentracdes durante 48 horas de incubacao estdo demonstrados na Figura 1. O indculo
inicial foi de aproximadamente 8 log UFC/mL. Todos os microrganismos foram inibidos
em tempos curtos de contato (0,25 h) e ap6s 48 horas de tratamento com carvacrol livre
nas concentragdes de 2 CBM e CBM (Figura 1). Porém, quando utilizou-se concentra¢des
subletais (2 CBM e ¥ CBM) de carvacrol livre L. monocytogenes (Figura 1c) foi o
unico microrganismo que apresentou crescimento. A populacdo de L. monocytogenes

(Figura 1c) para concentracOes de 2 CBM e ¥ CBM de carvacrol livre foi de 6,2 log
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UFC/mL e 5 log UFC/mL, respectivamente, em 0,25 h e de 7,1 log UFC/mL e 7,9 log
UFC/mL, respectivamente, apds 48 horas de tratamento.

Observa-se que o tratamento durante 48 horas com NCC em concentracgdes de 2
CBM e CBM foi eficiente para inibir totalmente o crescimento de S. aureus (Figura 1d),
Salmonella (Figura 1a) e E. coli (Figura 1b), porém para L. monocytogenes (Figura 1c)
ambas concentragdes de NCC provocaram reducdo de 1,0 log UFC/mL. Possivelmente o
pool de L. monocytogenes mostrou-se mais resistente por apresentar diferentes graus de
resisténcia a antimicrobianos conforme a cepa (BUNCIC et al., 2001; CAPITA et al.,
2001). Esse comportamento ndo foi repetido pela Salmonella, que em diversos estudos
demonstrou pequena variagdo entre os sorotipos na cinética de crescimento em presenca
de fatores antimicrobianos (LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2011; OSCAR, 2000),
concordando com o resultado encontrado nesse trabalho, onde o pool de Salmonella
mostrou pouca resisténcia ao tratamento com antimicrobianos.

Quando os testes foram realizados com concentragdes subletais de NCC (%2 CBM
e ¥» CBM) os resultados foram bastante diversos, apresentando diferenca significativa (p
< 0,05) entre os testes para diferentes microrganismos (Figura 1). Para S. aureus (Figura
1d) ¥2 CBM de NCC causaram reducéo de log 2,7 log UFC/mL enquanto ¥ CBM de
NCC causaram reducdo de 1,3 log UFC/mL, ndo apresentando diferenca significativa (p
> (0,05) entre si. Para Salmonella (Figura 1a) e E. coli (Figura 1b) %2 CBM causou inibigéo
total e ¥4 CBM provocou reducdo de 1,0 log UFC/mL, demonstrando que ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre ambos microrganismos. Para L. monocytogenes
concentracdo de NCC % CBM causou reducéo de 1,5 log UFC/mL e NCC ¥ provocou
reducdo de 2,3 log UFC/mL demonstrando diferenca significativa (p < 0,05) entre as duas
concentracdes. A exposicdo de microrganismos a concentracdes subletais de sanitizantes
quimicos pode favorecer ou suprimir mecanismos de expressdo génica dos
microrganismos, modificando sua resposta ao stress causado pelo antimicrobiano
(BRASCHI et al., 2018).

Avaliando a acdo das NCC em tempos de contato curtos pode-se perceber que o
unico microrganismo que apresentou inibicdo abaixo do limite de detec¢do da técnica
quando concentracdo das NCC foi 2 CBM e CBM no tempo 0,25 h foi Salmonella (Figura
1a), enquanto E. coli (Figura 1b) no tempo 0,25 h apresentou inibicdo total quando
concentracdo das NCC era 2 CBM, porém com concentracdo de CBM a inibigéo total
deste microrganismo ocorreu somente em 2 horas. S. aureus (Figura 1d) no tempo 0,25 h

apresentou crescimento de 3,5 log UFC/mL e 5,7 log UFC/mL para concentracOes de
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NCC de 2 CBM e CBM, respectivamente, obtendo-se inibicdo total para este
microrganismo somente com 48 horas de experimento. Por outro lado, L. monocytogenes
(Figura 1c) mostrou-se 0 microrganismo mais resistente ao antimicrobiano encapsulado
durante as 48 horas de ensaio, apresentando para concentracdo de 2 CBM de NCC no
tempo 0,25 h populacdo de 5,0 log UFC/mL e 9,7 log UFC/mL apés 48 horas, e para
concentracdo de NCC CBM no tempo 0,25 h populagdo de 5,7 log UFC/mL e 9,3 log
UFC/mL apds 48 horas. Perez-Conesa et. al (2006) reportaram que E. coli O157:H7
demonstrou maior sensibilidade a carvacrol encapsulado em Surfynol com concentragéo
de 0,9% em comparacdo com L. monocytogenes. De Sousa et al. (2012) demonstraram
que L. monocytogenes apresentou reducdo de 4 log UFC/mL quando exposta a uma
solucgéo de carvacrol livre (0,6 pL/mL) durante 24 horas em caldo de vegetais, enquanto
Barbosa et al. (2016) observaram que apds 5 minutos de contato de uma solucéo de 6leo
essencial de orégano (0,6 pL/mL) com vegetais folhosos houve reducédo de 3 log UFC/mL
nas contagens de L. monocytogenes, E. coli e S. Enteritidis. Xu et al. (2008) demonstraram
que uma solucéo de carvacrol 400 mg/L causa reducdo da contagem de E. coli abaixo do
nivel de deteccdo em 6 horas, porém uma solucdo com 800 mg/L causa a mesma reducao

de populacdo em 30 minutos.
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Figura 1. Cinética de multiplicagdo de pools de Salmonella (A), Escherichia coli (B), Listeria monocytogenes (C) e Staphylococcus aureus (D) in vitro utilizando nanocapsulas

contendo carvacrol (NCC) em diferentes concentragdes. O controle é a populagdo de cada microrganismo sem adi¢do de antimicrobiano.
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3.4. Adesdo microbiana e acédo antimicrobiana

Na literatura sdo encontrados diversos estudos sobre o efeito antimicrobiano de
Oleos essenciais e seus compostos em células planctonicas (células ndo aderidas a
superficies), porém poucos estudos sdo realizados em células fracamente aderidas, ou
seja, a primeira etapa para formacéo de biofilmes (ENGEL et al., 2017; KEREKES et al.,
2013; SIENIAWSKA et al., 2013; SIMOES: SIMOES: VIEIRA, 2010; SZCZEPANSKI;
LIPSKI, 2013). Dentre os materiais mais utilizados na area de alimentos suscetiveis a
adesdo microbiana esta o aco inoxidavel (HOOD; ZOTTOLA, 1997).

Neste trabalho, ap6s 15 minutos de contato de um in6culo inicial ajustado para 8
log UFC/mL, todos os microrganismos avaliados aderiram ao ago inoxidavel em torno de
6 a 7 log UFC/cm?, conforme mostrado na Figura 2. Outros autores encontraram valores
semelhantes para adesao microbiana em aco inoxidavel. Por exemplo, no estudo realizado
por Engel et al. (2017) apds 15 minutos de contato entre Salmonella e ago inoxidavel o
nimero de células aderidas foi de 5,5 a 6,5 log UFC/cm?, enquanto no estudo de Valeriano
et al. (2012) apos 48 h de contato do aco com Salmonella o nimero de células aderidas
foi de 5,7 log UFC/cm?. De maneira similar valores proximos a 6 log UFC/cm? de ades&o
foram encontrados para Staphylococcus aureus apds 15 minutos de contato com 0 aco
(ENGEL et al., 2017) e S. aureus e E. coli O157:H7 ap6s 2 horas (BAE; BAEK; LEE,
2012).
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utilizando nanocépsulas contendo carvacrol (NCC) em diferentes concentracdes ap6s 1 minuto de contato. O controle refere-se a popula¢do de cada microrganismo

que aderiu a superficie do coupon de ago inoxidavel sem adi¢do de antimicrobiano.
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Em relagdo ao tempo para desinfeccéo das superficies, a maioria dos estudos com 6leos
essenciais demonstrou a necessidade de 1 hora de contato, tornando esses processos
antiecondmicos e impraticaveis para uso industrial (VIDACS et al., 2018). Ja o cloro para ter
acao bactericida deve ser aplicado em superficies com uma concentracao entre 100 e 200 ppm
de cloro livre com tempo de contato minimo de 10 minutos (BRASIL, 2016; FDA, 2018). Neste
trabalho, a superficie de contato (a¢o inoxidavel) ndo apresentava sujidades e outros
microrganismos além das bactérias utilizadas para ades@o. A solucéo de cloro, utilizada como
controle negativo, inibiu totalmente o crescimento dos microrganismos ap6s 1 minuto de
contato com o coupon de aco inoxidavel, comportamento repetido para todos o0s
microrganismos testados. Para as NCC os resultados foram bastante diversos, conforme
demonstrado na Figura 2. O melhor resultado ocorreu para Salmonella (Figura 2a) considerando
que ¥2 CBM (1,65 mg/mL) foi suficiente para reduzir a populacdo aderida para valores abaixo
do limite de detec¢do do método. Para E. coli (Figura 2b), L. monocytogenes (Figura 2c) e S.
aureus (Figura 2d) houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os testes para diferentes
concentragdes. E. coli foi inibida abaixo do limite de deteccdo do método utilizando a CBM
(4,42 mg/mL) de NCC enguanto %> CBM (2,21 mg/mL) reduziu aproximadamente 2,5 log
UFC/cm?. Para L. monocytogenes, quando a concentragdo de NCC era igual a CBM (3,31
mg/mL), a reducéo foi de 4 log UFC/cm? e de 3 log UFC/cm? quando a concentragio de NCC
era igual a ¥2 CBM (1,65 mg/mL). Dentre os microrganismos testados, S. aureus foi o que
apresentou maior resisténcia as nanocapsulas contendo carvacrol, apresentando reducéo de 3,5
log UFC/cm? quando a concentracdo de NCC era igual a CBM (3,31 mg/mL) e de 2,5 log
UFC/cm? quando a concentracdo de NCC era igual a ¥2 CBM (1,65 mg/mL).

Biofilmes maduros sdo de dificil remocdo, apresentando grande resisténcia a
sanitizantes, portanto evitar a adesdo inicial de microrganismos as superficies sdo estratégias
de extrema importancia para as industrias (SINDE; CARBALLO, 2000; SZCZEPANSKI,;
LIPSKI, 2013). Percebe-se que com 1 minuto de contato as NCC com concentragdo igual a
CBM foram eficientes para inibir Salmonella (Figura 2a) e E. coli (Figura 2b), porém para L.
monocytogenes (Figura 2c) e S. aureus (Figura 2d) as NCC com concentracdo igual a CBM
conseguiram diminuir a populacdo microbiana em 50 %, o que pode indicar discrepancias
qguando comparados com os resultados de CBM (Tabela 2); no entanto, deve-se salientar que o
teste para determinacéo de CBMs foi realizado em caldo BHI, com tempo de incubacéo de 18
- 24 horas enquanto os testes para redugdo de bactérias aderidas foram conduzidos em tempos

menores (1 min). Além disso, a resisténcia a sanitizantes de bactérias aderidas é geralmente
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maior do que a de bactérias planctonicas (NOSTRO et al., 2007; TONDO et al., 2010).
Campana & Baffone, (2018), utilizando solugéo de 1 % de carvacrol livre em biofilmes de E.
coli 0157:H7 aderidos em aco inoxidavel, observaram reducdo de 5 log UFC/cm? e 5,5 log
UFC/cm?, para tempos de contato de 30 segundos e 5 minutos, respectivamente. Trevisan et al.
(2018) reportaram reducio de 5 log UFC/cm? apds 1 hora de contato entre a superficie de aco
inoxidavel e solucdo de carvacrol livre (1,25 mg/mL) em biofilme de S. Typhimurium, enquanto
Engel et al. (2017) demonstraram reducdo de 1,7 log UFC/cm? em Salmonella aderida em
coupons de aco inoxidavel apos contato de 1 minuto com solugdo de carvacrol livre com
concentragéo de 0,331 mg/mL. Os resultados ndo demonstram muita similaridade com os dados
obtidos neste estudo, porém, devido as diferengas existentes entre cepas de mesma espécie
microbiana os resultados de pesquisas realizados com uma determinada cepa nao podem ser
estendidos com seguranca a qualquer outra cepa da mesma espécie (LIANOU;
KOUTSOUMANIS, 2011; WHITING; GOLDEN, 2002). Carvacrol utilizado em
concentragdes subletais demonstrou capacidade de inibir formac&o de biofilme de S. aureus em
superficies de poliestireno (NOSTRO et al., 2007) e aco inoxidavel (RODRIGUES et al., 2017)
e também de biofilmes de Salmonella em superficies de poliestireno (AMARAL et al., 2015;
SONI et al., 2013). Possivelmente a inibicdo da formacdo de biofilme ocorre porque os 6leos
essenciais quando em concentracdes subletais interagem com as proteinas dos microrganismos,
reduzindo sua fixacdo a superficie (NOSTRO et al., 2007).

4. CONCLUSAO

Carvacrol foi adequadamente encapsulado em nanolipossomas e nanocépsulas
poliméricas. Ambas apresentaram tamanho adequado, baixo indice de polidispersidade e alta
eficiéncia de encapsulacdo. Entretanto, as nanocépsulas poliméricas contendo carvacrol
apresentaram menor tamanho e potencial zeta positivo, favorecendo a interagdo com
microrganismos. As solucdes antimicrobianas quando usadas em concentragdes iguais ou
superiores a CBM demonstraram agdo bactericida contra pools de S. aureus, E. coli e
Salmonella, ndo apresentando as mesmas propriedades contra L. monocytogenes em testes in
vitro. Considerando a populacdo aderida ao aco inoxidavel, os efeitos antimicrobianos das
nanocapsulas contendo carvacrol demonstraram-se dependentes do pool bacteriano (S. aureus,
Salmonella, E. coli, L. monocytogenes) e da concentracéo utilizada (2 CMB, CBM e Y2 CBM).
Em ambos os testes (adesdo microbiana seguida de acdo antimicrobiana e cinética de
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multiplicagdo) a solucéo contendo nanocéapsulas de carvacrol mostrou-se mais eficiente contra
Salmonella seguido por E. coli, porém os resultados obtidos para Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes demonstraram que as nanoparticulas apresentaram eficacia também
contra esses microrganismos. Esse resultado sugere que carvacrol encapsulado em
nanoparticulas poliméricas demonstra potencial para ser utilizado como sanitizantes de

superficies, sendo que mais estudos sdo necessarios para essa finalidade.
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5 DISCUSSAO GERAL

A utilizacdo de nanotecnologia para encapsulacao de antimicrobianos visando a inibigédo
de microrganismos de importancia em alimentos ainda é pouco explorada. Este trabalho
traz informagdes importantes acerca da utilizagdo desta tecnologia inovadora, juntamente
com antimicrobianos naturais, para o desenvolvimento de sanitizantes para superficies de
contato com alimentos. Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de encapsular carvacrol utilizando duas tecnologias distintas: nanolipossomas e
nanocéapsulas.

Ambas tecnologias demonstraram capacidade de encapsulacao de carvacrol e formaram
particulas com tamanho adequado para serem considerados nanotecnoldgicos na area da
salde, ou seja, menores que 1000 nm (SCENIHR, 2010).

Nanolipossomas contendo carvacrol (NLC) foram preparados através da técnica de
hidratacdo do filme lipidico, apresentando didmetro médio de 270,83 nm, polidispersidade
de 0,22, eficiéncia de encapsulacdo de 98,02 % e potencial zeta de + 8,64 mV. Concentracao
bactericida minima (CBM) dos NLC foi de 3,53 mg/mL contra Salmonella e 5,30 mg/mL
contra 0s demais microrganismos.

Nanocépsulas contendo carvacrol (NCC) foram preparadas usando técnica de deposicao
interfacial do polimero pré-formado, apresentando didmetro médio de 159,30 nm,
polidispersidade de 0,22, eficiéncia de encapsulacdo de 97,11 % e potencial zeta de + 44,84
mV. CBM das NCC foi de 4,42 mg/mL contra E. coli e de 3,31 mg/mL contra os demais
microrganismos.

Em relacdo ao tamanho, as NCC foram menores do que os NLC, o que pode facilitar
sua penetracdo através da membrana citoplasmatica dos microrganismos (MORONES et
al., 2007; RAIMONDI et al., 2005; SEIL; WEBSTER, 2012). Quanto a analise de
polidispersidade verifica-se que ambas formulacGes apresentaram resultados semelhantes e
proximos a 0,2, sugerindo menor probabilidade de agregacdo das nanoparticulas (KLANG
et al.,, 2012; KLANG; VALENTA, 2011). J& o potencial zeta de ambas formulagtes
apresentaram resultado positivo, favorecendo a atracdo eletrostdtica com o0s
microrganismos, 0s quais apresentam carga superficial negativa (SHAABAN; EDRIS,
2015; ZAND et al., 2012). O potencial zeta € usado para avaliar estabilidade de solucdes,
pois quanto maior seu valor absoluto, menor a possibilidade de colisbes das particulas e
maior sua estabilidade (ARIAS et al., 2008; MALHEIROS; DAROIT, D.; BRANDELLI,
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2010). Possivelmente as NCC apresentaram maior potencial zeta devido a natureza
catibnica do polimero encapsulante, Eudragit (MOHAMMADI et al., 2017; OLIVEIRA,
LIMA, 2006), portanto as NCC possivelmente apresentem maior estabilidade do que NLC.
Ambas as formulac6es apresentaram alta eficiéncia de encapsulacao, possivelmente devido
a natureza hidrofébica do composto ativo (carvarol) encapsulado bem como dos agentes
encapsulantes (Eudragit e Lipoid S100). A alta lipofilicidade do Eudragit proporciona
rapida formacdo da nanocapsula, havendo menor dispersdo de carvacrol na fase aquosa
(LEO et al., 2004; SANTOS et al., 2013). Ja os lipossomas apresentam facilidade em
encapsular compostos oleosos em sua membrana, obtendo-se alta eficiéncia de
encapsulacao de 6leos essenciais e seus compostos (KUMAR et al., 2010).

A CBM dos NLC foi de 3,53 mg/mL contra Salmonella e 5,30 mg/mL contra E. coli, L.
monocytogenes e S. aureus, enquanto que a CBM das NCC foi de 4,42 mg/mL contra E.
coli e de 3,31 mg/mL contra os demais microrganismos. Considerando esse resultado e as
caracteristicas fisico-quimicas apresentadas na tabela 1 do artigo 2 (menor tamanho e maior
potencial zeta positivo), as NCC foram selecionadas para os demais experimentos.

Para analise de eficiéncia de antimicrobianos o teste de cinética de multiplicacdo
bacteriana in vitro apresenta maior precisdo quando comparado a CBM, pois revela se 0s
efeitos do antimicrobiano séo dependentes do tempo ou da concentragcdo (ARHIN et al.,
2009; PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004). Neste teste, ao avaliar a acdo das NCC,
verificou-se que quando usadas em concentracfes letais (2CBM e CBM) em tempos de
contato curtos (0,25 h) o Gnico microrganismo que apresentou inibicdo abaixo do limite de
deteccdo do método foi Salmonella, enquanto L. monocytogenes mostrou-se 0
microrganismo mais resistente, apresentando populacdo de =~ 5 log UFC/mL para ambas
concentragdes neste tempo. Ja quando avaliou-se a agdo das NCC apos tratamento de 48
horas verificou-se que ambas concentragcdes foram eficientes para inibi¢do abaixo do limite
de deteccdo do metodo de S. aureus, Salmonella e E. coli, porém L. monocytogenes
apresentou redu¢ao de = 1 log UFC/mL em relacdo ao controle para ambas concentracfes
nesse tempo. Ao avaliar a agdo de carvacrol livre em concentrages de 2 CBM e CBM
observou-se que tanto com 0,25 horas como em 48 horas de tratamento houve inibi¢do
abaixo do limite de detec¢do do método para todos os microrganismos avaliados.

O teste de adesdo bacteriana em coupons de aco inoxidavel AISI 304 demonstrou que
ap6s indculo inicial de 8 log UFC/cm? ocorreu adesdo variando entre 6 log e 7 UFC/cm?
para todos microrganismos avaliados. A acdo antimicrobiana das NCC foi avaliada em
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diferentes concentrag¢fes apds 1 minuto de contato, observando-se que %2 CBM e CBM de
NCC inibiram Salmonella abaixo do limite de deteccdo do método enquanto E. coli foi
inibida quando utilizou-se CBM de NCC. Os resultados mostraram que ap6s 2 horas de
contato 2 CBM de NCC inibiram Salmonella e E. coli abaixo do limite de deteccdo do
método. A populacdo de L. monocytogenes foi reduzida em 2 log/UFC em 6 horas e S.
aureus foi inibido abaixo do limite de deteccdo da técnica em 48 horas utilizando a CBM
de NCC. Demonstrando maior resisténcia, S. aureus e L. monocytogenes apresentaram
resultados semelhantes, com reducéo de ~ 4 log UFC/cm? para CBM de NCC e de = 3 log
UFC/cm? para % CBM de NCC.

Portanto, este trabalho mostrou que o carvacrol encapsulado em nanocépsulas
poliméricas apresenta potencial para o desenvolvimento de um sanitizante alternativo capaz
de inibir microrganismos de importancia em alimentos, especialmente Salmonella e E. coli,
aderidos em aco inoxidavel. Mais estudos e a aprovagdo por 6rgdos regulamentadores sao

necessarios para uma possivel aplicacdo na inddstria de alimentos.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo é possivel concluir que:
Carvacrol foi adequadamente encapsulado em nanolipossomas e nanocépsulas
poliméricas. Ambas apresentaram tamanho adequado, baixo indice de polidispersidade
e alta eficiéncia de encapsulacéo.

As NCC apresentaram menor tamanho e potencial zeta mais positivo do que os NLC, o
que sugere maior capacidade de interagdo com microrganismos.

Para determinacdo de CBM foi necessaria uma concentracdo de carvacrol livre menor
em comparacdo ao carvacrol encapsulado em ambas nanoparticulas, NCC e NLC,
sugerindo liberacédo lenta do composto.

No teste de cinética de multiplicacdo in vitro as NCC mostraram maior eficiéncia contra
Salmonella seguida de E. coli enquanto Listeria monocytogenes demonstrou maior
resisténcia.

As nanocapsulas contendo carvacrol com concentracdo de carvacrol equivalente a CBM
foram capazes de reduzir a concentracdo de L. monocytogenes e S. aureus aderidos em
aco inoxidavel em aproximadamente 4 log UFC/cm?, enquanto Salmonella e E. coli
foram inibidas abaixo do limite de deteccdo do método (limite de deteccdo do método
drop plate igual a 1,92 log UFC/cm?).

A encapsulacdo de carvacrol em nanoparticulas poliméricas de Eudragit demonstram
potencial para uso como sanitizante de superficies devido a inibicdo de Salmonella e E.
coli, sendo necessarios mais estudos e aprovacgdo por 6rgaos regulamentadores para essa

finalidade.
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