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RESUMO

Uma das grandes preocupacdes das industrias de alimentos e servicos de alimentacéo é
a contaminacdo microbioldgica. Segundo dados do Ministério da Saude, entre 2000 e
2017, os principais causadores de surtos alimentares no Brasil foram Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Portanto, o controle desses patogenos é de
fundamental importancia para evitar doencas na vinculadas por alimentos e perdas
econémicas. Visando controlar a multiplicagdo de micro-organismos, utiliza-se a
adicdo de conservantes em alimentos. Entretanto, devido a uma demanda crescente
dos consumidores por alimentos mais saudaveis estdo sendo estudados
antimicrobianos naturais como o carvacrol, componente do 6leo essencial (OE) de
tomilho e orégano. O objetivo deste trabalho foi encapsular carvacrol em nanocapsulas
de Eudragit® a fim de melhorar sua atividade antimicrobiana contra S. Enteritidis
SE86 e S. aureus S6. Nanocépsulas de Eudragit® RS 100 carregadas com carvacrol
foram preparadas através da técnica de deposicéo interfacial do polimero pré-formado,
apresentando tamanho médio de 146,3 = 7,7 nm, polidispersidade de 0,18 + 0,04,
potencial zeta de + 23,4 £ 1,7 mV e estabilidade a 5 °C, por um periodo de pelo menos
45 dias. A esterilizagdo das nanocépsulas utilizando filtros de 0,22 um ndo alterou
essas caracteristicas fisico-quimicas. A eficiéncia de encapsulacéo foi de 97,1 + 0,2%.
A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada utilizando placas de
microdiluicdo, sendo que as nanocapsulas foram mantidas a 5 °C por 24 h para
ocasionar a liberacdo do composto. Os resultados da CBM das nanocépsulas contendo
carvacrol bem como do composto livre contra S. Enteritidis e S. aureus foram de 0,331
mg/mL. Portanto, o carvacrol foi adequadamente encapsulado em nanocépsulas de
Eudragit® sendo capaz de inativar S. Enteritidis e S. aureus, demonstrando potencial

para uso em areas do ramo alimenticio.

Palavras-chaves: Nanocapsulas, Eudragit®, carvacrol, Salmonella, Staphylococcus

aureus.



ABSTRACT

Microbiological contamination is one of the major concerns of the food industries
and food services. According to data from the Ministry of Health, between 2000 and
2017, the main causes of foodborne outbreaks in Brazil were Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Therefore, the control of these
pathogens is of fundamental importance in order to avoid diseases in the population
and economic losses. Aiming to control the multiplication of microorganisms, the
addition of preservatives in foods is used. However, due to increasing consumer
demand for healthier foods, natural antimicrobials such as carvacrol, essential oil
(OE) component of thyme and oregano are being studied. The objective of this work
was to encapsulate carvacrol in Eudragit® nanocapsules in order to improve its
antimicrobial activity against S. Enteritidis SE86 and S. aureus S6. Eudragit® RS
100 nanocapsules loaded with carvacrol were prepared by the interfacial deposition
technique of the preformed polymer, having a mean size of 146.3 £ 7.7 nm,
polydispersity of 0.181 + 0.04, zeta potential of + 23.4 £ 1.7 mV and stability at 5
°C for a period of at least 45 days. The encapsulation efficiency was 97.11 + 0.20%.
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was determined using microdilution
plates according to the Clinical and Laboratory Standards Institute. The nanocapsule
was kept in a refrigerator at 5 °C for 24 hours to allow compound release. The
results of CBM against S. Enteritidis SE86 and S. aureus S6 were 0.331 mg / mL.
Therefore, carvacrol was adequately encapsulated in Eudragit® nanocapsules being
able to inactivate S. Enteritidis SE86 and S. aureus, demonstrating potential for use

in several areas of the food industry.

Key-words: Nanocapsules, Eudragit®, carvacrol, Salmonella, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € um ramo cientifico multidisciplinar que evolui
rapidamente, trazendo inovacOes para as mais variadas areas, desde a energia e
eletrbnica até industria farmacéutica e alimenticia (ROSSI-BERGMANN, 2008;
SIRELKHATIM et al., 2015). Na area farmacéutica e de alimentos sdo consideradas
nanoparticulas os materiais que apresentam ao menos uma dimensdo com tamanho até
1000 nm, desde que apresentem propriedades fisicas e quimicas diferentes das
propriedades do mesmo material em escala macro (LEE, B.; YUN; PARK, K., 2015).

A nanoencapsulagdo € uma divisdo na area de nanociéncia que pode ser
utilizada nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, viabilizando a
liberacdo controlada de compostos em locais e tempos especificos (JAFARI, 2017).
Na industria farmacéutica é amplamente utilizada a tecnologia de encapsulacdo para
revestimento de farmacos e encapsulacdo de compostos bioativos. A encapsulacéo é
um processo de empacotamento de agentes ativos dentro de um material transportador
visando a liberacdo controlada destes compostos. O uso de nanoparticulas para entrega
de medicamentos apresenta biodisponibilidade melhorada e aumento da meia-vida
quando comparados com os mesmos farmacos ndo encapsulados (BAMRUNGSAP et
al., 2012).

Na industria alimenticia, as nanoparticulas formadas por um revestimento
polimérico em torno de um ndcleo liquido, contendo compostos lipofilico ou
hidrofilico podem ser utilizadas para melhorar a seguranca e qualidade dos alimentos
(DEVI et al., 2017; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; PAN; ZHONG,
2016). A nanoencapsulacdo é uma estratégica eficiente para superar as limitacdes que
a utilizacdo direta de compostos hidrofébicos com odor e sabor marcantes,
caracteristicas apresentadas pelos 6leos essenciais e seus constituintes, acarretam nos
alimentos. Essa técnica pode mascarar o sabor, elevar a solubilidade e estabilidade
fisica além de diminuir a interacdo com os ingredientes alimentares, melhorando a
biodisponibilidade dos compostos (WEISS et al., 2009).

Um dos polimeros mais utilizados na indastria farmacéutica para

revestimentos de comprimidos é o Eudragit® RS 100, bastante usado para farmacos
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de liberacdo controlada e antibidticos (ARIMA et al., 2004; PAYAB et al., 2014). O
carvacrol, antimicrobiano natural derivado do 6leo essencial de tomilho e orégano, é
bastante utilizado na indastria farmacéutica para producdo de cosméticos. Ja na
industria de alimentos esse composto esta sendo aplicado em embalagens, devido sua
acdo bactericida contra diversos micro-organismos de importancia em alimentos
(CAN BASER, 2008; SOKMEN, A. et al., 2004).

O desenvolvimento de sistemas de encapsulacdo de antimicrobianos
naturais visando transporte, protecdo e liberacdo dos compostos em sitios especificos
sdo um dos desafios atuais na engenharia de alimentos (COSTA, S. DA et al., 2012).
Neste contexto, a encapsulacdo de carvacrol em nanocapsulas de Eudragit® pode
representar um avango no desenvolvimento de um ingrediente ativo visando a inibigédo
de bactérias importantes em alimentos, tais como Salmonella Enteritidis e

Staphylococcus aureus.
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2. OBJETIVO

2.1 Obijetivo Geral

Encapsular carvacrol em nanocépsulas de Eudragit® RS 100 visando a

inibicdo dos micro-organismos Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus.

2.2 Objetivos Especificos

e Encapsular carvacrol em nanocapsulas de Eudragit® RS 100;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas através de analise
de tamanho, polidispersidade e potencial zeta;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do carvacrol nas nanocapsulas
desenvolvidas;

e Determinar a estabilidade das nanocapsulas contendo carvacrol por 45 dias;

e Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de carvacrol livre e

encapsulado em Eudragit, frente a Salmonella Enteritidis e Staphylococcus aureus;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Encapsulacdo em nanoparticulas

A encapsulacdo é uma técnica na qual ingredientes ativos sdo aprisionados
dentro de matrizes, chamadas encapsulantes. As matrizes possuem caracteristicas que
as diferenciam, podem ser solidas ou liquidas, microscopicas ou macroscopicas,
homogéneas ou heterogéneas (MADENE et al., 2006).

Dentre os tipos de matrizes que podem ser utilizadas para a encapsulagéo de
agente ativos estdo as nanoparticulas poliméricas, as quais podem se apresentar sob
duas formas: nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocédpsulas possuem um nucleo
oleoso que atua como reservatorio de compostos lipofilicos e as nanoesferas sdo
compostas de uma matriz polimérica onde o material encapsulado encontra-se
dissolvido, ndo contendo 6leo em sua formulacdo (SOUTO; SANTANA, 2012). A
escolha do nucleo oleoso é importante para a estabilidade das particulas e o controle
da liberacdo do farmaco, uma vez que alguns componentes do nucleo sdo capazes de
dissolver a rede polimérica (CONTRI et al., 2012).

Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo realizadas para utilizacdo de
nanoparticulas (NPs) em diferentes setores industriais, tais como industria
farmacéutica (CHICKPETTY; BASWARAJ; KUMAR, 2011), téxtil, alimenticia,
dentre outras. Na industria de alimentos as nanoparticulas sdo bastante utilizadas em
embalagens e também para encapsulacdo de compostos bioativos tais como vitaminas,
antioxidantes e aromatizantes. Além disso, muitos estudos estdo sendo realizados para
utilizacdo de nanoparticulas como agentes antimicrobianos na indudstria de alimentos
(PISOSCHI et al., 2018).

As nanoparticulas metélicas, por exemplo, estdo se tornando cada vez mais
populares, devido a sua boa biocompatibilidade, destacando-se as nanoparticulas de
prata (AgNPs), muito usadas devido suas propriedades fisico-quimicas e ampla
atividade antimicrobiana, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Dentre os diversos métodos para fabricacdo dessas nanoparticulas o mais comum é a

reducdo quimica na presenca de um agente estabilizante, porém residuos toxicos
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podem ser gerados durante o processo de sintese, provocando contaminagdo
ambiental. Uma alternativa para minimizar este problema € a utilizacdo de métodos de
sintese de AgNP seguindo os principios da "quimica verde", onde as principais
modificacbes a técnica convencional sdo escolha de solvente ndo prejudicial, um
agente redutor natural e um agente estabilizante ndo toxico (SHAO et al., 2018).

Dentre as nanoparticulas produzidas com oOxidos metalicos destacam-se as
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), que possuem notavel acdo antimicrobiana e
propriedades fotocataliticas (VASILACHE et al., 2011). Segundo BRADLEY (2011)
estas nanoparticulas tém sido utilizadas para purificacdo de agua, como aditivos
alimentares e materiais de embalagem. Quando determinada a Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM), pesquisas demonstraram a inibicdo da multiplicacdo de E. coli e S.
aureus utilizando-se baixas concentracdes de ZnO. As nanoparticulas de ZnO podem
ser consideradas seguras para seres humanos, sendo utilizadas em revestimento de
embalagens para manter as cores dos alimentos, evitar a deterioracdo e melhorar as
propriedades do material de embalagem, incluindo resisténcia mecanica, propriedades
de barreira e estabilidade (SHI et al., 2014; SIRELKHATIM et al., 2015). As
nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2NPs), quando aplicadas sob forma de filmes
em uvas, diminuiram a contaminacdo microbiana da superficie e aumentaram a
estabilidade e durabilidade dos frutos devido a seu efeito fotocalitico promover a
remocdo de etileno do interior da embalagem (AZEREDO et al., 2018; BODAGHI et
al., 2015).

Ainda é uma tendéncia futura a utilizacdo de nanoparticulas em alimentos,
porém, diversos estudos estdo sendo realizados acerca de suas possibilidades de
utilizacdo nesta industria, visto que esse tipo de material ja ¢ amplamente utilizado na
area farmacéutica. Segundo Pan et al., (2016) a aplicacdo de NPs na industria
alimenticia estd diretamente relacionada com a melhoria das propriedades de
qualidade dos produtos. O desenvolvimento da nanotecnologia aplicada a alimentos
aliada a grande eficiéncia antibacteriana dos 6leos essenciais e seus compostos torna
cada vez maior o interesse da inddstria alimenticia na utilizagdo de nanoparticulas
contendo Gleos essenciais visando garantir a seguranca dos alimentos (PRAKASH et
al., 2018).
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3.2 Nanocapsulas de Eudragit®

O Eudragit® é um polimero utilizado na industria farmacéutica para
revestimento de comprimidos desde a década de 50, devido sua estabilidade em
ambientes aquosos e liberagcdo controlada do material encapsulado. Existem diversos
tipos de Eudragit® disponiveis, com caracteristicas bem diversas entre si (PATRA et
al., 2017). Para este estudo foi selecionado o Eudragit® RS 100 devido a sua
capacidade para liberacdo controlada do ingrediente ativo por intumescimento
independente de pH e caracteristica policationica (SIRELKHATIM et al., 2015).

O Eudragit® RS 100, como ilustrado na Figura 1, é um copolimero
composto por poli (acrilato de etil, metacrilato de metil, cloreto de metacrilato de
trimetil amonioetil) (1: 2: 0,1) onde os grupos amonio estdo presentes sob forma de
sal, tornando o polimero bastante permedvel (PHAECHAMUD; THUREIN;

CHANTADEE, 2018).

Figura 1: Estrutura molecular do Eudragit® RS 100

Ry R, R, R, Ry =H, CHz
——C|:—CHZ—(|3—CH2—(1—CH2_ C—CHy—1— Rz = CHs, C2Hs

c|:=o C=0 c—0 c—o0 Rs=CHs

<|3 c'; (|3 0 R4 = CHaCHN(CHz)s " CT

3 b, k, 3

Fonte: (DOMINGUES; GUTERRES, S., 2008)

Algumas das utilizagbes de Eudragit na industria farmacéutica séo
direcionadas para entrega de farmaco via oral como revestimento e matriz de
comprimidos (CHICKPETTY; BASWARAJ; KUMAR, G. S., 2011). Segundo Friend
(2005), nanocéapsulas de Eudragit L100-55 séo eficientes para transporte de drogas
inflamatdrias intestinais devido sua resisténcia ao pH do sistema digestivo. Outros

estudos demonstram que nanocapsulas de Eudragit podem melhorar o efeito
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terapéutico de farmacos utilizados para tratamento de infeccdo ocular (ZHANG,
Yagiong et al., 2014).

Na inddstria alimenticia a utilizacdo de nanoparticulas de Eudragit ainda
estd em fase inicial de estudos. Segundo Neo (2013), ha uma tendéncia crescente de
estudos visando incorporagdo de nanotecnologia na ciéncia dos alimentos, através da
utilizacdo de nanoparticulas para aumento do prazo de validade de alimentos,

incorporacdo de ingredientes bioativos ou agentes antimicrobianos.

3.3 Antimicrobianos naturais

Véarios métodos e tecnologias de conservacdo de alimentos tém sido
desenvolvidos para atender as exigéncias dos consumidores gquanto a seguranca
microbioldgica, valores nutricionais e propriedades sensoriais dos alimentos. Uma das
tecnologias mais utilizadas na indastria de alimentos é a adicdo de conservantes
sintéticos como nitratos, benzoatos, sulfitos e sorbatos. Entretanto, algumas dessas
substancias sdo conhecidas por causar danos a salude (SULTANA et al., 2014). Os
antioxidantes fenodlicos sintéticos, por exemplo, apresentam efeitos potencialmente
carcinogénicos (SINGH, A.; SHARMA, P. K.; GARG, 2010).

A preocupacdo dos consumidores com o risco a saude apresentado pelas
substancias acima citadas esta levando ao desenvolvimento e aplicacdo em alimentos
de antimicrobianos naturais (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).
Atualmente, hd& um aumento no interesse em definir novos métodos que utilizem
conservantes naturais provenientes de frutas, vegetais, plantas, sementes, ervas e
especiarias, pois além de potencialmente ndo toxicas, apresentam atividade
antimicrobiana contra amplo espectro de micro-organismos (PISOSCHI et al., 2018).

A adicdo de antimicrobianos naturais em alimentos demonstra resultados
promissores para controlar a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos, retardar
a deterioracdo do alimento (GYAWALLI; IBRAHIM, 2014) e no desenvolvimento de
embalagens inteligentes (MOUSAVI KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2015).
Burt et al. (2004) afirmam que os Oleos essenciais s&o amplamente utilizados em
material de embalagem na industria alimenticia em funcdo da caracteristica de

hidrofobicidade, o que Ihes permite interagir com os lipidios da membrana celular
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microbiana e mitocondrias, tornando as estruturas menos organizadas e, portanto, mais
permeaveis.

Segundo Budka et al. (2010), os 6leos essenciais de manjericdao, tomilho e
orégano apresentam efeito bactericida contra B. cereus em alimentos a base de arroz.
Alguns componentes desses 6leos, como o carvacrol, inibem a formacéo de biofilmes
formados por microrganismos patogénicos como S. aureus e S. epidermidis
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Os oOleos essenciais atuam também impedindo a formacéo de biofilme por
patégenos como S. aureus e S. epidermidis, devido & inibi¢do de fatores de viruléncia
relacionados a parede celular (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES,
2012). Dentre os Oleos essenciais, 0s que apresentam as melhores
propriedades antibacterianas sdo aqueles que incluem compostos fenolicos, como o
eugenol, timol e carvacrol (HIRASA; TAKEMASA, 1998; ROTA et al., 2004).

3.3.1 Carvacrol

O carvacrol é um composto fenolico presente nos Oleos essenciais de
orégano e tomilho que apresenta acdo antimicrobiana contra um amplo espectro de
micro-organismos (BURT, 2004) incluindo bactérias patogénicas, fungos filamentosos
e leveduras (NOSTRO; PAPALIA, 2012; ULTEE et al., 2000). Além disso, é
certificado como seguro para uso em alimentos sendo classificado como GRAS
(Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) (FDA,
2016).

A estrutura molecular do carvacrol estd representada na figura 2. E
interessante destacar que o grupo OH (hidroxila) apresenta uma grande influéncia na
eficacia antimicrobiana de diversos Oleos essenciais. No carvacrol o grupo OH
encontra-se na posicdo orto, conferindo acdo bactericida contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (DORMAN; DEANS, 2000).
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Figura 2: Estrutura molecular do carcavrol.

GH3

OH
HsC

CHs

Fonte: JEON, N. J. et al., 2018.

O mecanismo de acdo do carvacrol bem como de outros compostos
fenolicos estd relacionado a sua acdo danosa sobre as propriedades bioquimicas e
estruturais dos micro-organismos. Em geral, ocorre perturbacdo da membrana celular,
contetido citoplasmatico, enzimas e proteinas relacionadas ao funcionamento normal
das células, ocasionando distdrbios do metabolismo microbiano e como consequéncia
morte celular (CALO et al., 2015; DONSI et al., 2012; KUJUR et al., 2017). Segundo
Friedman et al., (2004), o carvacrol ¢ um composto de agdo rapida, uma vez que
inativou os micro-organismos E. coli e Salmonella em um tempo de exposi¢éo de 5
minutos.

O carvacrol mostrou ser eficiente para inibir diversos micro-organismos que
podem estar presentes em superficies que entram em contato com alimentos. Engel et
al. (2017) mostraram que o carvacrol, com tempo de exposi¢do de 1 minuto, inativou
grande concentracdo bacteriana (£ 6 log UFC/mL) de S. aureus e Salmonella,
separadamente, aderidos em a¢o inoxidavel. Também demonstra eficiéncia quando os
micro-organismos estdo organizados em biofilme, como demonstram Knowles et al.
(2005) que verificaram que biofilmes formados por S. aureus e S. Typhimurium na
presenca de 1.0 mmol/h de carvacrol ndo atingiram o estagio de maturacdo, enquanto
maiores concentragdes de carvacrol (5.0 mmol/h) impediram a formacéo do biofilme.

O carvacrol também demonstra atividade anti-biofilme contra E. coli
0O157:H7 ATCC 35150, S. aureus ATCC 43387, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Candida albicans ATCC 14053
(CAMPANA; BAFFONE, 2018). A aplicacao de carvacrol diretamente em alimentos
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precisa ser cuidadosamente avaliada, pois seu potencial de acdo antimicrobiana varia
conforme a matriz alimentar, tendo acéo reduzida em alimentos ricos em carboidratos
e lipidios e acdo aumentada em presenca de acidos ou proteinas (GUTIERREZ;
BARRY-RYAN, Catherine; BOURKE, 2008).

Estudos realizados por Landry (2015) mostraram que as nanoemulsdes de
carvacrol inibiram efetivamente o crescimento de S. Enteriditis e E. coli O157: H7 em
sementes de feijdo mungo, alfafa, brdcolis e rabanete contaminados. As propriedades
antimicrobianas do carvacrol contra Salmonella spp. também foram demonstradas em
vegetais verdes folhosos (MOORE-NEIBEL et al., 2012), peru (OLADUNJOYE et
al., 2013) e em tratamentos de lavagem para tomates e ovos (MATTSON et al., 2011;
UPADHYAYA et al., 2013). De acordo com os estudos mostrados, percebe-se a

eficiéncia do carvacrol contra diversos micro-organismos.

3.4 Encapsulagdo de antimicrobianos naturais

Apesar da reconhecida acdo antimicrobiana, o uso de 6leos essenciais e seus
componentes na industria de alimentos é restrito devido a hidrofobicidade, volatilidade
e forte odor que estas substancias apresentam (GUTIERREZ; BARRY-RYAN, C.;
BOURKE, 2009). Visando minimizar esses problemas e promover uma liberacao
controlada dos compostos antimicrobianos novas ferramentas vém sendo estudas,
sendo que a encapsulacdo tem mostrado resultados promissores.

Estudos realizados por Tampau et al., (2018) mostraram que a encapsulacédo
do carvacrol em policaprolactona foi bastante eficiente contra E. coli (Gram-negativa);
porém, para obter o mesmo efeito contra L. innocua (Gram-positiva) foi necessaria
uma concentracdo maior de carvacrol. A nanocapsula de carvacrol em
policaprolactona aplicada em filmes de amido de multicamadas é apresentada como
uma alternativa bastante interessante para uso em embalagem ativa de alimentos.
Segundo Shemesh (2016), a encapsulacdo do carvacrol em nanotubos de haloanisois
foi usada para produzir filmes de poliamida, que podem ser utilizados como
embalagem antimicrobiana ativa. O estudo mostrou que esses filmes apresentaram
propriedade antifungica in vitro inibindo uma ampla variedade de fungos

filamentosos, além de exibir efeito bactericida e/ou bacteriostatico quando utilizado na
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producdo de embalagem inteligente para tomates ocasionando o aumento da vida util
do fruto.

Martinez-Hernandez et al. (2017) realizaram estudo com cenoura
minimamente processada, onde compararam a higienizagéo tradicional com cloro e
utilizando nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato carregada com carvacrol. As
fatias de cenouras refrigeradas a 5 °C foram estudadas durante 13 dias e apresentaram
resultados semelhantes quanto a qualidade sensorial e fisico-quimica, porém quando
analisada a contagem microbiana de mesofilo observou-se reducdo de
aproximadamente 1 log UFC/g nas amostras higienizadas com cloro e 2 log UFC/g
nas amostras higienizadas com a solucdo contendo nanoparticulas de quitosano-
tripolifosfato carregada com carvacrol. Engel et al. (2017) mostraram que carvacrol
co-encapsulado com timol em lipossomas inibiu S. aureus e Salmonella aderidos em
aco inoxidavel apds 10 minutos de contato.

Neste contexto, a encapsulacdo do carvacrol em nanoparticulas
desenvolvidas com material atoxico amplamente utilizado na industria farmacéutica
pode gerar resultados promissores na inibicdo de bactérias patogénicas vinculadas aos

alimentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Culturas bacterianas

Utilizou-se Salmonella Enteritidis SE86 e Staphylococcus aureus S6
pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de Microbiologia e Controle de
Alimentos (ICTA/UFRGS). Ambas as cepas foram cultivadas, separadamente, em
caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, india) a 37 °C por 18-24 horas.
Cada bactéria foi ajustada uma concentracio de aproximadamente 108 UFC/mL
diluindo a suspensdo com caldo BHI para obter uma absorbancia (DO630nm) de
aproximadamente 0,5 (escala de MacFarland), usando espectrofotdometro Ultrospec™

3100 pro (Amersham Biosciences, UK).

4.2 Reagentes

Carvacrol (98% de pureza) foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA) e Eudragit® RS 100 foi adquirido da FDC Ltd. (Mumbai, India). Além desses
compostos utilizou-se &cido caprilico (Delaware), acetona (Neon comercial) e Tween
80 (Labsynth).

4.3 Desenvolvimento de nanocapsulas de Eudragit contendo carvacrol

Preparou-se as nanocapsulas de carvacrol através da técnica de deposicao
interfacial do polimero pré-formado (FESSI; GUTERRES, S.; BARRAT, 1995)
conforme mostrado na figura 3. Para controle, foi preparada uma solugdo “branco”
utilizando a mesma metodologia descrita anteriormente, porém sem a encapsulagéo do

agente antimicrobiano carvacrol.
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Figura 3: Preparacdo das nanocapsulas utilizando a técnica da deposigao interfacial do
polimero pré-formado: A técnica consistiu na preparacdo de uma solugdo contendo
0,100 g de Eudragit RL 100, 330 uL de 6leo caprilico, 1,06g de carvacrol e 26,87 mL
de acetona. Esta fase organica foi vertida, sob agitacdo magnética, em uma solugéo
aquosa contendo 0,077 g de polisorbato 80 (Tween 80) diluido em 53,3 mL de agua
ultrapurificada (agua mili-Q). Por fim, a acetona foi eliminada e o volume reduzido a
10 mL em rotaevaporador (Fisatom, modelo 802). O desenvolvimento da nanocapsula
de Eudragit contendo carvacrol foi realizado a uma temperatura de 40 °C durante um

periodo aproximado de 3 h.

magnética
T >
¢ —>
Fase organica Solugdo aquosa Rotaevaporador
Eudragit, 6leo Polisorbato 80 diluido Acetona eliminada
caprilico, carvacrol e em agua ultra e volume reduzido
acetona purificada aloml

4.4 Caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas contendo carvacrol

O didmetro médio e polidispersidade (PDI) das nanocépsulas foram
determinados em equipamento Brookhaven Instruments (modelo EMI9863). O
potencial zeta também foi determinado em equipamento da Brookhaven Instruments
ZetaPALS (modelo 31450). Para a caracterizacdo, diluiu-se a solucdo contendo as
nanocapsulas em agua ultrapura (obtida em equipamento Milli-Q) e filtrou-se em filtro
PES estéril com malha 0,22 um. Para o controle, foi preparada uma solugdo “branco”
utilizando a mesma metodologia descrita acima, porém sem a encapsulacdo do agente

antimicrobiano carvacrol.
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4.5 Eficiéncia de encapsulagédo

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo utilizou-se uma adaptacédo
do método utilizado por Shao (2018). Primeiramente, foi realizada uma leitura de
varredura entre 190 e 900 em espectrofotdbmetro UV- vis (Amersham Biosciences,
Ultrospec 3100 pro) para determinar o comprimento de onda de absorbancia maxima
de carvacrol, determinando-se comprimento de onda de 297 nm. Apds, foi tracada a
curva de calibracdo de carvacrol atraves da leitura de solugdes com concentracdes
diversas em 297 nm. A seguir as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g a 4 °C por
20 min, apds uma aliquota da amostra (0,1 mL) foi diluida em 4,9 mL de etanol 95% e
a mistura foi analisada no comprimento de onda de 297 nm, determinando-se a
absorbancia do sobrenadante. Calculou-se a concentracdo das amostras através da
equacédo da reta determinada anteriormente, y = 0,3431x + 0,1305, onde y representa
absorbancia (nm) e x representa a concentra¢do da amostra (mg/mL). Para o célculo da

eficiéncia de encapsulacdo utilizou-se a equacao 1 descrita abaixo.
Equacéo 1: Célculo de eficiéncia de encapsulagéo.

EE(%) = (conc. inicial — conc. sobrenadante) x 100

conc. inicial

4.6 Determinacdo da estabilidade das nanocapsulas contendo carvacrol

Durante 45 dias acompanhou-se as caracteristicas fisico-quimicas das
nanocapsulas de Eudragit contendo carvacrol. Mediu-se o didmetro méedio,
polidispersidade e o potencial zeta das nanocapsulas no 1°, 7°, 15°, 26° e 45° dia,

seguindo a metodologia descrita acima.

Além disso, a manutencdo da atividade antimicrobiana do carvacrol livre e
encapsulado em nanoparticulas de Eudragit foi determinada no 1°, 26° e no 45° dia

seguindo a metodologia descrita nos itens 7.6.1 e 7.6.2.
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4.7 Determinacéo da atividade antimicrobiana do carvacrol encapsulado

Foram realizadas duas metodologias para avaliar se o carvacrol encapsulado
em Eudragit apresenta a¢do antimicrobiana bem como comprovar que as hanocapsulas

sem antimicrobiano ndo inibem as cepas avaliadas.

4.7.1 Metodologia 1 para andlise qualitativa

Realizou-se 0 método de difusdo em &gar através da imersdo de um swab
estéril em tubo contendo Salmonella Enteritidis SE86 (+ 8 log UFC/mL) seguido de
espalhamento em meio de cultura seletivo Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD
Agar) (Neogen, Lansing, Michigan 48912). Apds, pipetou-se 20 pL da solucéo de
nanocépsulas contendo carvacrol no centro dessa placa. A placa foi levada a geladeira
a 5 °C durante 24 h e apés levou-se a estufa a 37 °C durante 24 h. Ap6s esse periodo,
foi observado se houve a formacdo ou ndo de halo de inibicdo. Para o micro-
organismo Staphylococcus aureus S6 seguiu-se a mesma metodologia descrita acima,
porém utilizou-se 0 meio de cultura seletivo Baird-Parker Agar (BP Agar) (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, England). Como controle repetiu-se o experimento descrito

acima, porém utilizando nanocépsulas vazias.

4.7.2 Metodologia 2 para analise qualitativa

Preparou-se diluicdes decimais seriadas a partir de 1 mL de caldo BHI
contendo a cepa de Salmonella Enteritidis SE86, correspondendo a proporcéao de 1:10
(101) até diluicdo 10°. Apos foram retiradas 3 aliquotas de 1 mL da diluigdo 10° e
transferidas para um eppendorf contendo nanocépsulas com carvacrol ou branco
(nanocapsulas vazias) nos volumes 100 pL, 300 uL e 500 pL. Em seguida, 20 pL de
cada eppendorf foi transferido para uma placa com meio seletivo agar XLD. A placa
foi colocada em geladeira a 5 °C durante 24 h e apds levada a estufa a 37 °C durante

24 h. Apos esse periodo, foi observado o crescimento de colonias formadas na mesma.
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O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para a cepa Staphylococcus
aureus S6, porém utilizou-se o meio de cultura seletivo BP Agar.

4.8 Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A CBM foi determinada através do método de micro diluicdo em caldo
usando microplacas de 96 pocos (CLSI, 2002) seguido de plagueamento em agar
seletivo para cada micro-organismo teste. Primeiramente 0,106g do carvacrol foi
diluido em uma solucdo de 10 ml de DMSO 10% (v/v). Em seguida, foram
adicionados 100 puL de caldo BHI em cada poco. Apds, 100 uL da solugdo contendo
carvacrol foi adicionada no primeiro pogo. Depois de realizada a homogeneizacéo
100 pL da solugdo do primeiro pogo foi transferida para o segundo poco, do segundo
para 0 terceiro ¢ assim sucessivamente. Em seguida, 100 uL da bactéria foi
adicionada em cada poco, sendo que no ultimo poco ndo foi adicionada bactéria,
servindo assim de controle negativo. Essa técnica foi repetida para os 2 micro-
organismos diferentes. Solucdo de DMSO 10% (v/v) sem o antimicrobiano foi
utilizada como controle. A placa de microdilui¢do foi colocada em geladeira a 5 °C
por um periodo de 24 h e em seguida incubada a 37 °C por 18-24 h. Um volume de
20 uL de cada pogo foi inoculado em uma placa contendo o meio seletivo desejado
(Agar XLD para Samonella Enteritidis SE86 e Agar BP para S. aureus S6), incubada
a 37 °C durante 18-24 h. Apos esse periodo foi verificado o crescimento ou ndo de
colénias. A CBM foi considerada a menor diluicio em que ndo se observou

crescimento bacteriano na placa contendo o agar seletivo para cada micro-organismo.

4.9 Analises estatisticas

Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), considerando o nivel de
significancia de 0,05, para analise estatistica dos experimentos. A comparagédo entre as
amostras foi feita através do teste de significancia de Tukey (p < 0,05), utilizando o

software SAS Studio online.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas contendo carvacrol

As nanocépsulas contendo carvacrol apresentaram aproximadamente 146 nm,
polidispersidade de 0,181 e potencial zeta de + 23,4 mV. Apos filtracdo em poros de
0,22 um esses parametros fisico-quimicos ndo foram significativamente (p > 0,05)
alterados conforme mostrado na tabela 1. E importante destacar que essa etapa de
filtracdo é importante, pois garante a retencdo dos micro-organismos que possam estar
presentes, tornando a solug@o apropriada para avaliagdo da atividade antimicrobiana
(RIBEIRO, B. D. et al., 2018).

As nanocéapsulas controle, sem carvacrol, apresentaram tamanho médio de 123
nm, polidispersidade de 0,137 e potencial zeta + 17,7 mV. Apos filtracdo (poros de
0,22 um) as nanocapsulas controle também mantiveram as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas (p > 0,05) (tabela 1). Percebe-se que apds a encapsulacdo o polimero
manteve sua carga superficial positiva e quando compara-se as nhanocapsulas
carregadas com o carvacrol com as nanocapsulas controle verifica-se que néo
apresentam variacao significativa (p > 0,05) de tamanho, porém em relacdo ao
potencial zeta as nanocapsulas controle e nanocapsulas contendo carvacrol apresentam
diferencas significativas (p < 0,05) entre si. I1sso demonstra que apesar do polimero
manter sua carga superficial positiva, 0 carregamento com carvacrol aumenta o valor
da carga das nanocapsulas. O potencial zeta é a diferenca de carga elétrica entre a
camada densa de ions ao redor das particulas e a carga do volume do fluido suspenso
ao redor desta particula (Lu et al., 2005). A estabilidade das solucBes contendo
nanocapsulas pode ser determinada através do potencial zeta, pois quanto maior o
potencial zeta, tanto positivo quanto negativo, maiores séo as interacdes repulsivas,
diminuindo assim a frequéncia das colisbes e possibilidade de precipitacdo
(MALHEIROS; DAROIT, D.; BRANDELLI, 2010).

Neste trabalho, todas as nanocéapsulas desenvolvidas (vazias e carregadas com
carvacrol) mostraram tamanho médio das particulas em suspensédo variando de 120 a
150 nm (tabela 1). Esses tamanhos sdo considerados adequados quando se trabalha

com nanoparticulas, pois consideram-se nanocédpsulas quando 0s sistemas
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encapsulados apresentam didmetros médios entre 100 e 300 nm (ARAUJO et al.,
1999; HOFFMANN et al., 1997; MULLER et al., 2000). Porém, alguns estudos da
area farmacéutica determinam que o tamanho limite para considerar um determinado
sistema encapsulado como nanocapsula é de 1000 nm, (FDA, 2010; LEE, M. H;
PARK, H. J., 2015; SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2002).

Também estdo demonstrados na tabela 1 o indice de polidispersidade. Todos
os valores estdo proximos a 0,2, indicando uniformidade entre os tamanhos das
particulas e, portanto, provavel estabilidade das solu¢cbes (HOELLER; SPERGER,;
VALENTA, 2009; KLANG et al., 2012). Katara et al., (2013) ao analisarem
nanocépsulas de Eudragit RL 100 contendo aceclofenaco, um composto anti-
inflamatdrio, determinaram indice de polidisperséo de 0,186.

Comparando os parametros fisico-quimicos obtidos neste trabalho (tabela 1)
com outras pesquisas reportadas na literatura observa-se semelhanga nos resultados
obtidos. Santos et al., (2013), por exemplo, desenvolveram nanocépsulas de Eudragit
RS 100 carregadas com clotrimazol, composto usado para tratamentos vulvovaginais e
encontraram o indice de polidispersidade menor que 0,18, tamanho de 144 nm e
potencial zeta de + 12 mV. Melo et al., (2010) estudaram as nanocépsulas de poly (L-
lactide) contendo benzocaina e encontraram polidispersidade menor de 0,16, tamanho
médio em 205,6 nm e potencial zeta de -33,5 £ 0,8 mV. Entretanto, outros trabalhos
reportam uma variacdo de tamanho médio maior para as nanocapsulas. Sharma et al.,
(2016), por exemplo, estudaram nanocapsula de Eudragit S 100 contendo protamina
de insulina, usada para tratamento de diabetes e encontraram um tamanho médio das
particulas de 583,2 nm e potencial zeta de +28,3 + 3,7 mV. Damgé et al., (2010)
estudaram nanoparticulas de Eudragit® RS carregadas de insulina, para uso oral, e ao
analisarem o tamanho médio das nanocapsulas elas apresentaram polidispersidade

menor que 0,37, tamanho de 700 nm e um potencial zeta de + 40,5 + 0,7.
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Tabela 1: Didmetro médio, polidispersidade (PDI) e potencial zeta das nanocapsulas
de Eudragit contendo carvacrol e nanocapsulas de Eudragit vazias (controle) antes e

apos filtracdo em poros de 0,22 um.

Caracteristicas Nanocapsulas contendo carvacrol Nanocapsulas vazias
fisico-quimicas N&o filtrado Filtrado N&o filtrado Filtrado
Didmetro (nm) 146,318+ 7,7  1400+9,1 12358+315 120,44+ 37,9

PDI

0,1812+0,04 0,204+ 0,04 0,1372+ 0,02 0,1682 + 0,02

Potencial zeta (mV)  +23,42+17 +22,22+1,3 +17,7°+£15 +152°+1,13

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

5.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulagéo

As nanocépsulas contendo carvacrol desenvolvidas neste trabalho apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo de 97,1 £ 0,2%. Do mesmo modo, Santos et al., (2013)
pesquisaram nanocapsulas de Eudragit RS 100 carregadas com clotrimazol e
constataram uma eficiéncia de encapsulacdo de aproximadamente 99,9%. Outro
trabalho utilizando nanocédpsulas de Eudragit RS 100 carregadas com um
medicamento chamado carvedilol, substancia indicada para insuficiéncia cardiaca e
hipertensdo, apresentaram uma eficiéncia de encapsulacdo de aproximadamente 87%
(CHAVES et al., 2017). Polimeros semelhantes ao Eudragit RS 100 foram utilizados
por diferentes pesquisados para encapsulacdo de medicamentos. Yin et al., (2016)
estudaram nanocapsulas de Eudragit S 100 carregadas de psoralidina e encontraram
um resultado de 98,1% de eficiéncia de encapsulacdo. Katara et al., (2013) estudaram
nanocapsulas de Eudragit RL 100 contendo aceclofenaco e obtiveram nanocépsulas
com eficiéncia de encapsulacdo de 95,7%. Logo, as nanocapsulas de Eudragit RS 100
contendo carvacrol desenvolvidas no presente estudo apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo semelhante aos estudos citados na literatura conforme demonstrado
acima. Entretanto, outros trabalhos relacionados a encapsulacdo de nanoparticulas
desenvolvidas com diferentes polimeros reportam menor eficiéncia de encapsulagéo.
Silva de Melo et al., (2012), por exemplo, quando determinaram a eficiéncia de
encapsulacao da benzocaina, um anestésico local, das
diferentes nanocapsulas poliméricas preparadas com os polimeros poli (d, I -lactideo-
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co-glicolideo), poli (I- lactideo) e poli (e-caprolactona), encontraram uma eficiéncia
de encapsulacao de 70%.

5.3 Avaliacgdo da estabilidade das nanocapsulas contendo carvacrol

Os resultados da anélise de estabilidade das formulacbes desenvolvidas neste
estudo estdo demonstrados na tabela 2. Durante os 45 dias de estudo as nanocapsulas
ndo demonstraram diferenca significativa em nenhum dos parametros fisico-quimicos
analisados, ou seja, tamanho, PDI e potencial zeta.

Das, S. et al., (2010) desenvolveram nanoparticulas de Eudragit RL 100
carregadas de anfotericina B. Ao avaliarem o acompanhamento da estabilidade da
formulacdo durante 2 meses mantidos em temperatura entre 2 °C e 6 °C, determinaram
que o tamanho das nanocépsulas mantive-se entre 130 a 300 nm. Segundo o estudo de
Granata et al., (2018) as nanocapsulas poliméricas de poli (e-caprolactona) carregadas
com 6leo (mistura de carvacrol com eugenol), apresentaram diametro médio de 175
nm, durante um periodo de pelo menos 30 dias quando mantidas de 4 a 40 °C. Santos
et al.,, (2013) desenvolveram nanocépsulas de Eudragit RS 100 carregadas com
clotrimazol, acompanhando suas caracteristicas por um periodo de 60 dias e as
nanocapsulas mantiveram um tamanho médio de 144 nm.

Portanto, diversos estudos citados acima demonstram que as nanoparticulas ndo
apresentam variacdo em seu tamanho meédio quando acompanhadas durante um
determinado periodo, corroborando os resultados encontrados neste estudo. As
solucbes mantiveram sua estabilidade, pois o PDI manteve-se abaixo de 0.2 e o

potencial zeta manteve-se positivo e com valores maiores do que + 20 mV.
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Tabela 2: Estabilidade das nanocéapsulas de Eudragit RS 100 contendo carvacrol,

antes e apos filtracdo (0.22 pum), mantidas a 5 °C durante 45 dias.

Dias

Tamanho (hm) PDI Potencial zeta (mV)

NCF NCNF NCF NCNF NCF NCNF

15

26

45

130,72+28  14165°260 1924001 0217201 516004155 42510°+17

132,08 +5,8 144,582 +6,7 0,204+0,08 0,16%+0,02 +21,48% +0,82 +21,74% + 15

146,48+ 4.8 14762+ 9,1 0,22¢+0,02 0,15*+0,005 +20,63% + 1,14 +22,28°

I+

1,8

146,72+ 6,3 145,054+ 0,6 0,20*+0,04 0,182+0,006 +24,08% £0,96 +23,35% + 2,2

1445+ 10,1 152,65%*+0,7 0,19%+0,06 0,20%+0,04 +23,35% + 2,02 +22,74%+1]1

Os dados apresentados sdo uma media + desvio padrdo de trés diferentes experimentos.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Polidispersidade avalia a variagcdo de tamanho entre as nanocéapsulas

NCF: Solucéao de nanocépsulas de carvacrol filtrada

NCNF: Solucdo de nanocépsulas de carvacrol ndo-filtrada

5.4 Determinacdo qualitativa da atividade antimicrobiana do carvacrol encapsulado

Para comprovar a acao antimicrobiana do carvacrol encapsulado e que as
nanocapsulas vazias ndo apresentam acdo antimicrobiana foram utilizados dois testes
qualitativos. Utilizando a metodologia 1 (descrita em materiais e métodos) verificou-
se formacdo de halo, portanto, a solucdo de carvacrol encapsulado demonstrou
atividade antibacteriana durante os 45 dias de acompanhamento, para S. Enteritidis
SE86 (Figura 4B, Figura 4C, Figura 4D ) bem como para S. aureus S6 (Figura 5B,

Figura 5C, Figura 5D) enquanto que ao usar nanocapsulas vazias 0 crescimento
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bacteriano ocorreu em toda a placa (Figura 4A e 5A). As nanocapsulas foram mantidas
em geladeira a 5 °C durante 24 horas para que transcorresse 0 tempo necessario para o
carvacrol ser liberado do interior das nanocapsulas, entrando em contato com 0s
micro-organismos.

No estudo de lbric et al., (2002) foi utilizado nanocépsulas de Eudragit RS
como matriz de comprimidos de aspirina para liberacdo prolongada. As nanocéapsulas
sdo formadas por um invélucro polimérico arranjado ao redor de um ndcleo contendo
0 composto ativo protegendo o composto contra a luz, a agua e oxigénio (ASSIS, L.
M. et al., 2012). Malheiros et al., (2010) também mostraram libera¢do controlada do
composto ativo mas para lipossomas. Esses lipossomas formam uma vesicula Gnica
que se engloba na fase aquosa dentro da membrana de fosfolipidios, uma parte dessas
vesiculas se fecham na membrana lipidica, assim tornando uma particula de liberacédo

controlada.

Utilizando a metodologia 2 (descrita em materiais e métodos) a solugdo contendo
carvacrol inibiu a multiplicacdo microbiana nas trés concentracdes testadas para S.
Enteritidis SE86 e para S. aureus S6. Porém, utilizando as nanocépsulas vazias (sem
carvacrol) houve crescimento bacteriano nas trés concentragdes testadas tanto para a S.
Enteritidis SE86 como para S. aureus S6, comprovando que 0 agente antimicrobiano é
o carvacrol e que o Eudragit € um bom veiculo para transporte de antimicrobianos
derivados de 6leos essenciais (SILVEIRA, 2015). Esses resultados corroboram com
outros trabalhos citados na revisdo bibliografica onde o carvacrol apresenta excelente
acdo antimicrobiana. Por exemplo, estudos realizados por Tampau et al., (2018)
mostraram que a encapsulacdo do carvacrol em policaprolactona foi bastante eficiente
contra E. coli (Gram-negativa). Martinez-Hernandez et al. (2017) realizaram estudo
com cenoura minimamente processada, onde compararam a higienizacédo tradicional,
realizada com cloro, e utilizando nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato carregada
com carvacrol. O melhor resultado obtido para reducdo microbiana ocorreu quando
foram utilizadas as nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato carregada com carvacrol
(reducdo de 2 log UFC/g) enquanto a higienizacdo tradicional com cloro reduziu
somente 1 log UFC/g. Friedman et al., (2004), mostraram que o carvacrol é um
composto de agdo rapida, uma vez que inativou os micro-organismos E. coli e

Salmonella em um tempo de exposicdo de 5 minutos. Logo, diversos estudos
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mostraram a eficiéncia do carvacrol para inibi¢cdo de micro-organismos, corroborando

os resultados encontrados no presente estudo.
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Figura 4: Halo de inibicdo das nanocédpsulas de Eudragit contendo carvacrol sob
Salmonella Enteritidis SE86. Controle feito com as nanocapsulas vazias mostrando
que ndo ocorreu a inibicdo do micro-organismo (A); Halo observado no 1° dia de
avaliagéo (B). Halo observado no 26° dia de avaliacdo (C). Halo observado no 45° dia

de avaliagdo (D).
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Figura 5: Halo de inibicdo das nanocéapsulas de Eudragit contendo carvacrol sob
Staphylococcus aureus S6. Controle feito com as nanocapsulas vazias mostrando que
ndo ocorreu a inibigdo do micro-organismo (A); Halo observado no 1° dia de avaliagdo
(B). Halo observado no 26° dia de avaliacdo (C). Halo observado no 45° dia de

avaliagéo (D).

5.5 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do carvacrol livre e
encapsulado em nanocapsulas de Eudragit

Os valores de CBM para o carvacrol e as nanocapsulas de Eudragit contendo
carvacrol frente as duas diferentes bactérias podem ser observados na Tabela 3. O
controle negativo confirmou que o efeito antimicrobiano ocorreu somente quando o

carvacrol estava presente na nanocapsula.

35



Tabela 3: Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do carvacrol e das nanocépsulas
de Eudragit contendo carvacrol para os micro-organismos Staphylococcus aureus S6 e
Salmonella Enteritidis SE86.

Micro-organismo Composto CBM (mg/mL)

Staphylococcus aureus  Carvacrol 0,331
Nanocapsula de carvacrol e eudragit 0,331

Salmonella Carvacrol 0,331
Nanocapsula de carvacrol e eudragit 0,331

Os valores da CBM dos agentes antimicrobianos para os dois micro-
organismos testados foram iguais tanto para a solucéo contendo carvacrol encapsulado
como para a solucdo contendo composto livre, conforme demonstrado na Tabela 3. Da
mesma forma Donsi et al (2011), trabalhando com uma mistura de terpenos extraidos
de Melaleuca alternifdlia encontraram valores de CBM para o composto em solucgdo
livre iguais ou menores do que CBM para os compostos encapsulados em
nanoemulsdes contendo esse dleo essencial.

A nanoencapsulacdo de substancias bioativas caracteriza uma abordagem
viavel e eficaz para a manutencdo da estabilidade e bioatividade desses compostos,
bem como para protegé-los das interagcdes com os ingredientes alimentares (WEISS et
al., 2009). O estudo de Hu et. al. (2018) mostram que quando o 6leo essencial (canela,
tomilho ou gengibre) era encapsulado em nanocapsulas de quitosana 0 mesmo
apresentava uma liberacdo mais lenta, mostrando uma atividade antibacteriana
duradoura contra Escherichia coli, uma bactéria gram-negativa associada a
contaminacdo de origem fecal de alimentos. Keawchaoon, L., & Yoksan, R. (2011)
estudaram nanocapsula de quitosana carregada com carvacrol e obtiveram um valor de
CBM contra S. aureus de 4,113 mg/mL. Quando comparado com o trabalho em
questdo, percebe-se que obtivemos resultado atraente para a CBM das nanocapsulas de
Eudragit carregadas com carvacrol. A explicacdo da atividade antimicrobiana do
carvacrol pode ter sido pela mudanca da estrutura da membrana, uma vez que foi
causada pela interagdo do carvacrol lipofilico com os componentes da membrana

fosfolipidica dos micro-organismos. A deformacdo da estrutura provocaria expanséo,
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desestabilizagdo da membrana e aumento da fluidez da membrana, o que acabaria por
aumentar a permeabilidade passiva (CRISTANI et al., 2007; ULTEE et al., 2000).
Estudos relatam que particulas menores, como nanoparticulas, podem penetrar em
bactérias e, assim, destruir a membrana celular com mais eficiéncia do que particulas
maiores (ELSABEE; ABDOU, 2013; SEIL; WEBSTER, 2012).
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6. CONCLUSAO

Nanocapsulas de Eudragit® RS 100 carregadas com carvacrol foram
eficientemente preparadas através da técnica de deposicéo interfacial do polimero pré-
formado. Essas nanocapsulas apresentaram tamanho adequado e uniforme, potencial
zeta positivo e alta eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, foram estaveis por um
periodo de pelo menos 45 dias quando armazenadas a 5 °C. Essas nanocapsulas
contendo carvacrol mantiveram a atividade antibacteriana contra 0s micro-organismos
S. Enteritidis SE86 e S. aureus S6 durante o armazenamento. A CBM foi de 0,331
mg/mL para ambos 0s micro-organismos, tanto para a solugdo contendo carvacrol
livre quanto para as nanocapsulas de Eudragit carregadas com carvacrol.

Assim, as nanocapsulas de Eudragit RS 100 contendo carvacrol representam
uma tecnologia promissora para o controle de Salmonella e S. aureus. Mais estudos
s80 necessarios para aplicacdo dessas nanocdpsulas como um sistema de protecéo e

liberacdo controlada para aplicacdo na area de alimentos.
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