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RESUMO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) ocasionam grande desafio para
industrias alimenticias e servicos de alimentacdo, pois representam um grave e
frequente problema de saude publica. No Brasil, dentre os principais microrganismos
causadores de surtos alimentares estdo Salmonella e Staphylococcus aureus.
Devido a demanda crescente dos consumidores por alimentos mais saudaveis,
diversos antimicrobianos naturais estédo sendo estudados, destacando-se o carvacrol
(componente do 6leo essencial de orégano e tomilho). O objetivo deste trabalho foi
encapsular carvacrol em nanocépsulas de mucilagem de chia e linhaga visando a
inibicdo de Salmonella e S. aureus. Para selecionar a melhor concentracdo de
carvacrol capaz de inibir esses patégenos mantendo as caracteristicas preconizadas
para considerar um produto como nanotecnolégico, analisou-se a Concentragao
Bactericida Minima (CBM) e o tamanho de duas formulagées distintas (40 mg ou 80
mg de carvacrol) para cada tipo de mucilagem. A formulacdo que utilizou 80 mg de
carvacrol foi eficiente para inibir ambas bactérias, porém houve muita variacdo de
tamanho entre as nanocapsulas (alta polidispersidade - PDI), fator que favorece
agregacdo das particulas, provocando instabilidade do sistema. Entdo, foi
selecionada a formulagdo usando 40 mg de carvacrol, que apresentou tamanho
meédio de 179 nm para nanocapsulas de mucilagem de chia (NMC) e 165,3 nm para
nanocapsulas de mucilagem de linhaca (NML). Ambas nanocapsulas apresentaram
PDI em torno de 0,2 e valores negativos de potencial zeta (NMC: -11,4 mV e NML.: -
12,6 mV). As NMC e NML apresentaram estabilidade a 4 °C por pelo menos 21 dias
e eficiéncia de encapsulacao de 98,65 e 98,02 %, respectivamente. Para inibicdo de
S. aureus nenhuma das nanocapsulas (NMC e NML) foram eficientes nas
concentracbes testadas, porém 1,33 mg/mL de carvacrol livre demonstrou acao
bactericida contra esse microrganismo. Por outro lado, os resultados de CBM
demonstraram que foi necessaria uma menor concentracdo do composto
encapsulado (0,42 mg/mL) para inativar Salmonella quando comparado ao carvacrol
livre (1,77 mg/mL). Os resultados obtidos sugerem que nanocapsulas de mucilagem
de chia e de linhaca carregadas com carvacrol apresentam potencial para aplicacédo
em alimentos visando o controle de Salmonella.

Palavras-chaves: Carvacrol. Mucilagem. Nanocéapsulas. Salmonella.

Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Foodborne diseases (FD) pose a major challenge for food industries and food
services, as they represent a serious and frequent public health problem. In Brazil,
among the main microorganisms causing foodborne outbreaks were Salmonella
enterica and Staphylococcus aureus. Due to the growing consumer demand for
healthier foods, several natural antimicrobials are being studied, especially carvacrol
(component of oregano and thyme essential oil). The objective of this work was to
encapsulate carvacrol in chia and flaxseed mucilage nanocapsules to inhibit
Salmonella and Staphylococcus aureus. To select the best concentration of carvacrol
capable of inhibiting these pathogens while maintaining the characteristics
recommended to be considered as a nanotechnologic product it was analyzed
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and the size of two different formulations
(40mg or 80mg of carvacrol), for each type of mucilage. The formulation that used 80
mg of carvacrol was efficient to inhibiting both bacteria, but there was a wide
variation in size between the nanocapsules (high polydispersity - PDI), a factor that
favors particle aggregation, causing system instability. So, it was selected the
formulation using 40 mg of carvacrol because it showed an average size of 179 nm
for chia mucilage nanocapsules (NMC) and 165.3 nm for flaxseed mucilage
nanocapsules (NML). Both nanocapsules showed PDI around 0.2 and negative zeta
potential values (NMC: -11.4 mV and NML: -12.6 mV). NMC and NML showed
stability at 4 °C for at least 21 days and encapsulation efficiency of 98.65 and 98.02
%, respectively. To inhibiting S. aureus, none of the nanocapsules (NMC and NML)
was efficient at the tested concentrations, but 1.33 mg/mL of free carvacrol
demonstrated bactericidal action against this microorganism. On the other hand, the
MBC results demonstrated that a lower concentration of the encapsulated compound
(0.42 mg/mL) was necessary to inactivate Salmonella when compared to free
carvacrol (1.77 mg/mL). The results obtained suggest that chia mucilage
nanocapsules and flaxseed mucilage nanocapsules loaded with carvacrol have
potential for food application to Salmonella control.

Keywords: Carvacrol. Mucilage. Nanocapsules. Salmonella. Staphylococcus

aureus.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos, devido a quantidade e variedade de nutrientes presentes, sdo
bastante suscetiveis a contaminacdo por microrganismos, ocasionando grande
desafio para industrias alimenticias e servicos de alimentacdo na manutencdo de
sua seguranca (FLORES; MELO, 2015). Os microrganismos patogénicos e suas
toxinas podem transmitir doencas a partir de alimentos contaminados, as DTAS,
cujos principais sintomas sdo nauseas, vomito e diarreia (BRASIL, 2010). No Brasil,
Salmonella e Staphylococcus aureus estdo entre 0s principais microrganismos
causadores de surtos alimentares (BRASIL, 2019).

Atualmente as industrias de alimentos estdo buscando atender uma demanda
crescente dos consumidores por alimentos mais naturais, com longa vida util, porém
com menos aditivos sintéticos. Os 6leos essenciais e seus componentes, devido as
caracteristicas antimicrobianas contra uma ampla gama de microrganismos,
possuem potencial promissor como conservante natural (VELDHUIZEN et al., 2006).
Dentre eles destaca-se o carvacrol, um composto derivado dos 6leos essenciais de
orégano e tomilho, que pode ser utilizado em alimentos, pois possui status GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro) (MAGI; MARINI; FACINELLI, 2015;
SHRESTHA et al., 2019). Apresenta eficiéncia contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (SHARIFI-RAD et al., 2018), porém sua aplicacdo na industria de
alimentos é limitada devido a problemas como alta volatilidade, baixa solubilidade e
estabilidade, além de ocasionar sabor/odor residual (FELICIO et al., 2020;
SHRESTHA et al., 2019). Visando minimizar os problemas acima expostos pode-se
utilizar a nanoencapsulagcdo como uma estratégia para aplicar este composto em
sistemas alimentares.

A principal vantagem da encapsulacao € a liberacdo controlada do composto
encapsulado, além do aumento de sua estabilidade e reducdo de transferéncia de
sabor e aromas indesejaveis para os alimentos (SILVA et al., 2019). As
nanoparticulas orgénicas se caracterizam por possuirem tamanho de até 999 nm
(JEEVANANDAM et al., 2018; SILVESTRE et al.,, 2020). Nas pesquisas em
alimentos envolvendo nanomateriais, as nanoparticulas poliméricas sdo uma das
mais estudadas, devido a liberacéo lenta dos compostos encapsulados (BLANCO-
PADILLA et al., 2014; FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Sao classificadas como
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nanocapsulas ou nanoesferas, dependendo da distribuicio do composto
encapsulado na matriz encapsulante, que pode ser um material sintético ou natural
(SCHAFFAZICK et al., 2003), dependendo das caracteristicas desejadas para as
nanocapsulas (SANTOS et al.,, 2016). Atualmente diversas pesquisas estao
utilizando mucilagens para nanoencapsulacdo de compostos bioativos (vitaminas,
minerais, saborizantes), porém, até onde sabemos este material ainda ndo foi
utilizado para encapsulacdo de Oleos essenciais e seus compostos (TAHERI;
JAFARI, 2019).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi encapsular carvacrol em

nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaca visando a inibicdo de Salmonella e

Staphylococcus aureus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Encapsular carvacrol em nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaca

visando a inibicdo de Salmonella e Staphylococcus aureus.

2.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver nanocapsulas de mucilagem de chia contendo carvacrol;

o Desenvolver nanocdpsulas de mucilagem de linhaca contendo
carvacrol;

. Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas quanto

ao tamanho, potencial zeta, polidispersidade e eficiéncia de encapsulacao;

o Determinar a estabilidade das nanocapsulas por 21 dias.

. Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de carvacrol
livre, bem como do carvacrol encapsulado em nanocapsulas de chia e linhaca,

contra Salmonella e Staphylococcus aureus.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microrganismos de importancia em alimentos

As doencas transmitidas por alimentos (DTA), principalmente as causadas por
microrganismos, representam um grave e frequente problema de saude publica
(NOTERMANS; HOOGENBOOM-VERDEGAAL, 1992; SANTANA et al., 2010). Os
principais sintomas provocados pelas DTA sédo nauseas, vomitos e diarreia (BRASIL,
2010). Entretanto, algumas DTA podem causar sintomas mais graves, ocasionando
até a morte, especialmente de pessoas imunodeprimidas e idosos (FORSYTHE,
2013).

Segundo o Ministério da Saude dentre o0s principais microrganismos
causadores de surtos alimentares no Brasil entre 2016 e 2019 estdo Salmonella

enterica e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2019).

3.1.1 Salmonella enterica

A salmonelose é uma doenca transmitida por alimentos contaminados por
Salmonella, um dos principais microrganismos causadores de surtos alimentares no
Brasil (BRASIL, 2019; SHINOHARA et al., 2008) e no mundo (EUROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL [ECDC] & EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY [EFSA], 2018). Esta bactéria pertence a familia
Enterobacteriaceae, possuindo forma de bastonetes Gram-negativos, séo
anaerobicas facultativas e tem como temperatura 6tima de multiplicacdo 37 °C. Os
alimentos mais relacionados com salmonelose sédo frango cru, carne e ovos, mas
alguns surtos estdo sendo relacionados ao consumo de vegetais crus e frutas
(FORSYTHE, 2013).

As principais espécies associadas com infeccdes alimentares em humanos
sdo Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (BORGES; ANDRADE;
MACHADO, 2010), causando nos doentes sintomas como dores abdominais,
nauseas, vomitos e febre moderada (SHINOHARA et al., 2008).
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3.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, pertencente a familia
Micrococcaceae, possuem forma de cocos e apresentam-se de forma isolada ou
agrupados em formato de cachos de uvas. S&o catalase positivo, ndo esporulados e
possuem uma temperatura 6tima de crescimento de 37 °C (SANTOS et al., 2007).
Esse microrganismo é produtor de enterotoxinas termorresistentes que, quando
presentes no alimento causam intoxicacdo alimentar, sendo frequentemente
associada a alimentos bastante manipulados como carne fatiada, produtos lacteos,
presunto, sanduiches e saladas (FORSYTHE, 2013).

Grande parte das contaminagdes envolvendo o S. aureus acontece durante a
manipulacdo dos alimentos pois este microrganismo pode ser encontrado na pele,
cabelo, intestino, garganta e fossas nasais de seres humanos (SANTOS et al.,
2007), porém, quando ndo sdo seguidas as boas praticas de fabricacdo mesmo
individuos sadios podem transmiti-los para os alimentos (OLAIMAT et al., 2017).

Quando S. aureus presente no alimento encontra condi¢des favoraveis como
temperatura entre 10 e 46 °C e pH entre 7 e 7,5 pode ocorrer a producdo de
enterotoxina (SANTANA et al., 2010). A deteccdo de enterotoxina € realizada
através de contagens de quantidade de células de S. aureus acima de 10° UFC g™
(SANTANA et al., 2010). Quando o consumidor ingere um alimento com grande
guantidade destas enterotoxinas ocorre a intoxicacdo estafilococica e apés 1 — 6 h
iniciam-se os principais sintomas como nauseas, vomitos, dores abdominais e
diarreia (FORSYTHE, 2013; SANTANA et al., 2010).

3.2 Antimicrobianos naturais

Atualmente os consumidores estdo muito exigentes sobre as caracteristicas
dos alimentos, preferindo produtos mais naturais, sem a utilizacdo de conservantes
sintéticos, microbiologicamente seguros e que possuam uma longa vida Uutil
(MACHADO; RIBEIRO; DRUZIAN, 2013).

Nos ultimos anos o elevado numero de surtos alimentares demonstra que a
contaminagdo e multiplicagdo microbiana em alimentos é um grande desafio que as
industrias e servicos de alimentacdo enfrentam para manter os alimentos seguros

até o momento do consumo (VELDHUIZEN et al., 2006). A busca por alimentos com
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menos conservantes sintéticos impulsionou o desenvolvimento de pesquisas
visando a utilizagdo de antimicrobianos naturais em aplicagbes alimentares
(MALHEIROS et al., 2010; SEOW et al., 2014). Os antimicrobianos naturais provém
de origem vegetal, microbiana ou animal e podem inibir a multiplicacado de bactérias,
através de mecanismos que inibem a sintese de &cidos nucléicos, causam
modificacdes em seu metabolismo e nas propriedades da membrana citoplasmatica
(BARROS et al., 2020). Dentre estes, os mais utilizados sdo os 6leos essenciais e
seus componentes, devido a sua atividade antimicrobiana contra uma ampla gama
de microrganismos (BURT, 2004; RANDAZZO et al., 2017; STOJKOVIC et al.,
2013).

3.2.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos produzidos pelo metabolismo secundario
de diversas plantas aromaticas, que possuem propriedades antibacteriana,
antifngica e antiviral (BURT, 2004; SEOW et al.,, 2014). Sd0 uma mistura de
substancias volateis que apresentam baixo peso molecular, encontram-se na forma
liguida e exibem aromas pronunciados (ASBAHANI et al.,, 2015). Além disso,
apresentam baixa solubilidade em agua e pouca estabilidade na presenca de luz e
calor (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais depende dos compostos
presentes, variando de acordo com a espécie, fatores fisiolégicos e do ambiente
onde a planta se encontra, podendo ser sintetizados por diferentes partes das
plantas, tais como folhas, flores, frutos e raiz (GOMES; MOREIRA; CASTELL-
PEREZ, 2011). Compostos extraidos de 6leos essenciais como timol, eugenol e
carvacrol tém sua atividade antimicrobiana associada a presenca de compostos
fendlicos (ARFA et al., 2006).

Atualmente sdo conhecidos aproximadamente trés mil 6leos essenciais, mas
apenas 300 sdo utilizados em industrias de alimentos, farmacéutica, de perfumes e
afins (BHARGAVA et al., 2015).
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3.2.2 Carvacrol

O carvacrol € encontrado em diversas plantas aromaticas e normalmente &
extraido do oleo essencial de orégano e tomilho (LEE; YUN; PARK, 2015; ULTEE;
KETS, E. P. W.; SMID, E. J., 1999). Apresenta caracteristicas como baixa
solubilidade em agua, porém boa solubilidade em etanol, acetona e éter dietilico.
Esse composto possui atividade antiviral, antifangica e antibacteriana contra Gram-
positivas e Gram-negativas. Além disso, também demonstra propriedade
antioxidante e anticarcinogénica (SHARIFI-RAD et al., 2018; YADAV; KAMBLE,
2009).

Devido a sua lipofilicidade o carvacrol age na membrana celular da bactéria,
desestabilizando e rompendo sua estrutura, ocasionado a liberagio de ions K e H”,
causando assim morte celular (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; PASQUA,
Dl et al., 2007; ULTEE; KETS, E.; SMID, J., 1999).

O carvacrol é aprovado para uso em alimentos, pois é classificado como uma
substancia GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) pelo FDA (Food and
Drug Administration) (SHRESTHA et al., 2019). Porém, sua aplicacdo em alimentos
é limitada devido a sua pouca solubilidade em &gua, baixa estabilidade, possivel
interagdo com a matriz alimentar reduzindo a atividade antimicrobiana, além de
provocar mudanca no sabor ou aroma do alimento (FELICIO et al., 2020;
SHRESTHA et al., 2019). Neste contexto, uma estratégia para o uso de carvacrol

como antimicrobiano em alimentos é a encapsulacgao.

3.3 Encapsulacéo

A encapsulacdo consiste em um processo de revestimento de particulas, que
auxilia na sua estabilizacdo, possibilitando assim a utilizacdo de compostos
hidrofébicos, como os 6leos essenciais, em alimentos com alto teor de umidade
(SILVA et al., 2019).

A técnica de encapsulagdo consiste no aprisionamento de compostos no
interior de uma matriz inerte, proporcionando protecdo do material encapsulado
contra o calor, luz, oxigénio e umidade (TIMILSENA et al., 2016). Além disso, ocorre

aumento da solubilidade, reducéo de interagbes com os componentes alimentares,
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diminuicdo de aromas indesejaveis e ainda liberacdo controlada do composto
encapsulado (AZEREDO, 2005).

A encapsulacdo pode ser classificada conforme o tamanho da particula como
macro (maiores que 5000 pm), micro (entre 1 um e 5000 pum) e nano (menor que 1
um) (JAFARI, 2017).

3.3.1 Nanoencapsulacéao

A nanotecnologia consiste na fabricacdo e desenvolvimento de materiais em
escala nanométrica, ou seja, estruturas com tamanhos muito pequenos. Pode-se ter
uma nocdo desse tamanho comparando-o a um fio de cabelo, pois uma
nanoestrutura possui um tamanho 100.000 vezes menor que o didametro do fio
(NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2014). Nanoparticulas produzidas
em areas farmacéuticas e de biotecnologia podem possuir uma dimenséo de até 999
nm, em razao do tamanho de algumas moléculas organicas (JEEVANANDAM et al.,
2018; SILVESTRE et al., 2020).

A nanoencapsulacdo quando comparada a macro e microencapsulacao
apresenta vantagens como maior superficie de contato, aumento da estabilidade e
solubilidade e ainda, liberacdo controlada do composto encapsulado (CAMPO et al.,
2017; MOZAFARI et al., 2006). Estes materiais tém potencial para ser utilizados na
industria de alimentos para encapsular vitaminas, aditivos, corantes e
antimicrobianos proporcionando reducéo de custo, pois muitas vezes pode-se utilizar
uma menor concentracdo desses compostos ativos (BRANDELLI; LOPES;
BOELTER, 2017; MARTINS et al., 2015).

Devido a essas caracteristicas a nanotecnologia pode ser empregada em
diversas etapas da producdo de alimentos, como na agricultura (pesticidas e
fertilizantes), processamento de alimentos (encapsulacdo de compostos bioativos,
agentes de textura e realcadores de odor e sabor) até o empacotamento
(embalagens ativas ou mais resistentes) (DUNCAN, 2011).

Os nanomateriais podem se apresentar sob forma de nanoemulsdes,
nanocapsulas, nanoparticulas lipidicas e poliméricas (MARTINS et al.,, 2015).

Entretanto, nanoparticulas poliméricas tém atraido bastante interesse em estudos,
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pois apresentam liberacao lenta dos compostos encapsulados (BLANCO-PADILLA
et al., 2014; FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012).

3.3.2 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas se caracterizam como sistemas coloidais de
polimeros sintéticos ou naturais. Seu mecanismo de acao e cinética dependem do
tipo de polimero utilizado como material encapsulante, que podem ser sintéticos ou
naturais (BRANDELLI; LOPES; BOELTER, 2017).

Geralmente as nanoparticulas poliméricas séo classificadas em dois grupos:
nanocapsulas e nanoesferas (figura 1). As nanocapsulas possuem um nucleo oleoso
revestido com um material polimérico, enquanto nas nanoesferas o material
encapsulado pode estar presente no interior, superficie ou até mesmo dissolvido na
matriz polimérica (BRANDELLI; LOPES; BOELTER, 2017; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Figura 1 — Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.

Nanocapsulas Nanoesferas

Matriz polimérica

Farmaco

Fonte: SCHAFFAZICK et.al., 2003

Alguns estudos relatam que as nanoparticulas poliméricas contendo 6leos
essenciais podem ser utilizadas para aplicacdo em alimentos ou medicamentos e
cosmeéticos devido a liberacdo controlada dos compostos encapsulados e grande
estabilidade em ambientes aquosos (CACCIATORE et al., 2020; BRANDELLI;
LOPES; BOELTER, 2017; MOHAMMADI et al., 2017).
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3.3.3 Nanocapsulas desenvolvidas com polimeros sintéticos e naturais

Nanocapsulas poliméricas podem ser desenvolvidas utilizando como material
encapsulante polimeros sintéticos e polimeros naturais. Considerando a aplicacao
em alimentos os polimeros utilizados devem ser n&o-toxicos além de apresentar
grau alimenticio (possuir status GRAS) (CAMPO et al., 2017; SANTOS et al., 2016).

A utilizacdo de polimero sintético ou natural depende das caracteristicas
desejadas para a nanocapsula a ser produzida. Normalmente os polimeros naturais,
quando comparados aos polimeros sintéticos, apresentam uma capacidade de
liberacdo mais rapida do material encapsulado (RIEUX et al., 2006; SCHAFFAZIK et
al., 2003; TORCHILIN, 2012).

Atualmente existe uma maior busca pela utilizacdo de mucilagens para
aplicacbes em alimentos devido a caracteristicas como auséncia de toxicidade,
estabilidade e baixo custo, quando comparados aos polimeros naturais comumente
usados (SILVA, et al., 2019), tais como goma ardbica, goma carragena e goma
xantana (TAHERI; JAFARI, 2019).

As mucilagens s&o hidrocoléides naturais que devido a presenca de
moléculas hidrofilicas formam solu¢bes viscosas quando em combinacdo com a
agua, sendo capazes de absorver mais de cem vezes o seu peso (JANI et al., 2009),
possuindo potencial para aplicagcdes em alimentos, conforme mostrado no Quadro 1.
Além disso, estudos comprovam gue mucilagens apresentam biocompatibilidade e
possibilidade de modificacbes quimicas conforme aplicacdo desejada (CAMPO et
al., 2017).

Quadro 1: Comparacao entre mucilagem de chia e mucilagem de linhaca

ltens bara Com_po_su;ao Rendimento Aplicacbes Referencias
comparacao principal
(TIMILSENA et al.,
Polissacarideos - Producéo de _ 2015)
compostos por xilose e filmes (MUNOZ; COBOS;
Mucilagem glicose, 7% por comestiveis et aI.,~2012)
chig como extrao go da biodegradaveis (MUNOZ;
B- D —xilopiranose ¢ - Producgéo de AGUILERA; et al.,
semente :
e nanoparticulas 2012)
a- D- glucopiranose poliméricas (CAMPO et al.,
2017)
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(CUI; MAZZA;
Heteropolissacarideos - Espessante, BILIADERIS, 1994;
de alto peso emulsificante, KAEWMANEE et
: molecular. estabilizante e al., 2014; QIAN et
M:Ji?\uz?;zm Prin(_:ipal_mente gasrr?ﬁn?g substituto de al., 2012).
arabinoxilanos, gordura. (KAUR, M.; KAUR,
acido galacturdnico e - Producéo de R.; PUNIA, 2018)
rhamnose nanoparticulas | (KAUR, M.; KAUR,
R.; PUNIA, 2018)

As mucilagens de chia e linhagca possuem potencial para serem utilizadas
como polimeros naturais para a producdo de nanoparticulas com aplicacdo na
industria de alimentos, porém, s80 necessarios mais estudos para que seja
garantida sua seguranca e seu uso possa ser autorizado pelos érgaos reguladores
para aplicagdes alimentares (TAHERI; JAFARI, 2019).

3.3.3.1 Chia

Chia (Salvia hispanica L.) € uma planta pertencente a familia Lamiaceae
nativa da Guatemala e México. Suas sementes apresentam altos teores de acidos
graxos, proteinas, fibras e compostos fendlicos. Podem ser utilizadas inteiras, sob
forma de mucilagem, 6leo ou farinha (MARINELI et al., 2014; SEGURA-CAMPOS et
al., 2014).

A semente de chia, desde 1996, é considerada pela FAO (Food and
Agricultural Organization) como uma potencial fonte de goma de polissacarideo,
devido a propriedade de formar mucilagem até mesmo em baixas concentracdes
(MUNOZ; AGUILERA,; et al., 2012).

Ao entrar em contato com a agua a semente de chia forma um gel
mucilaginoso transparente, apresentando viscosidade maxima apos duas horas de
hidratacdo (CAMPO et al., 2017; MUNOZ; COBOS; et al., 2012). A mucilagem de
chia é composta principalmente por xilose e glicose, mas a composi¢ao pode ser um
pouco diferente devido a condi¢bes de plantio e variedade de sementes de chia
(TIMILSENA et al., 2015). A extracdo de mucilagem a partir das sementes de chia
apresenta rendimento de 7%, esse gel possui caracteristica de alta capacidade de
retencdo de agua (MUNOZ; COBOS; et al., 2012) ja tendo sido aplicada como
polimero na producéo de filmes comestiveis biodegradaveis (MUNOZ; AGUILERA,

et al., 2012) e producdo de nanoparticulas poliméricas (CAMPO et al., 2017).
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3.3.3.2 Linhaca

A linhaca (Linum usitatissimum L.) é pertencente a familia Linaceae
sendo nativa do Oriente Médio. Existem dois tipos de cultivares diferente: de um se
extrai fibras para utilizagdo em produtos téxteis e do outro as sementes, que s&o
muito utilizadas para fins alimentares (POPA et al., 2012; ZUK et al., 2015).

A linhaca possui cerca de 20 — 28 % de fibra alimentar em sua composicao,
divididas em fibra insolivel e fibra soluvel. A fracdo de fibra insoluvel
(polissacarideos) € constituida principalmente por celulose e lignina enquanto a
fracdo de fibra sollvel tem como principais constituintes goma e mucilagem (KAUR,
M.; KAUR, R.; PUNIA, 2018).

Na epiderme mucosa da linhaca esti presente a mucilagem, representando
cerca de 6,5% do peso da semente, que é facilmente extraida quando a semente é
mergulhada em agua. Devido sua composi¢cdo quimica a mucilagem de linhaca pode
ser considerada um hidrocoléide alimentar com caracteristicas como alta capacidade
de retencdo de agua, formacdo de solugBes aquosas viscosas e estabilizantes de
emulsbes Oleo em agua. Pode ser aplicada em industrias alimenticias como
espessante, gelificante, emulsificante, estabilizadores e substituto de gordura
(KAUR, M.; KAUR, R.; PUNIA, 2018; ZIOLKOVSKA, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Carvacrol (98% de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). As mucilagens de chia e linhaga foram gentilmente cedidas pelo laboratério
de Compostos Bioativos (ICTA/UFRGS). Utilizou-se também Etanol e Tween 80

adquiridos da Dinamica (Sao Paulo, Brasil).

4.2 Culturas Bacterianas

Foram utilizados 2 pools compostos por 3 cepas bacterianas cada, todas
pertencentes a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia e
Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS). (1) pool de Salmonella enterica: S.
Heidelberg 22295, S. Enteritidis SE86 e S. Minnesota 731007, (2) pool de
Staphylococcus aureus: S. aureus S6, S. aureus S8 e S. aureus ATCC 2993.

Todas as cepas foram cultivadas separadamente em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai, india), a 37 °C por 18-24h. A concentracio de
cada cepa foi ajustada para aproximadamente 10°® UFC/mL, utilizando o
equipamento espectrofotdmetro Ultrospec™ 3100 pro (Amersham Biosciences, UK),
onde foi realizada a diluicdo com caldo BHI até a obtencdo de uma absorbancia de
0,5 (DOg30nm). LOgo apds o ajuste, em um Unico tubo foram reunidos 3 mL de cada

cepa, formando um pool com volume final de 9 mL.

4.3 Encapsulacdo de carvacrol em nanocapsulas de mucilagem de chia e

linhaca

As nanocapsulas foram produzidas de acordo com a metodologia descrita em
Campo et al. (2017) conforme mostrado na figura 2. Para avaliar a influéncia da
concentracdo do Oleo no tamanho da particula foram preparadas 2 formulagcdes com
diferentes concentracdes de carvacrol (40 mg ou 80 mg) e 2 polimeros diferentes

(mucilagens de chia e linhaga).
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Figura 2 - Encapsulacdo de carvacrol em nanocpsulas de mucilagem de chia ou
linhaca

. Fase organica

L

Fase aquosa

b

Ultra Turrax
Homogeneizacao
por 15 min

Fase aquosa
Mucilagem de
chia/linhaca e 4gua
destilada

Fase organica
Tween 80, carvacrol e
etanol

Fonte: do autor (2021)

Para a formacdo das nanoparticulas foram utilizadas uma fase organica e
uma fase aquosa. A fase organica foi composta por 13,5 g de Tween 80 e carvacrol
(40 mg ou 80 mg) diluidos em 4 mL de etanol, mantidos sob agitacdo magnética
(Fisatom, modelo 752A, S&do Paulo, Brasil) durante 15 minutos. Ja a fase aquosa
consistia na mucilagem de chia ou linhaga hidratada em &gua destilada (0,1% m/v).
Em seguida, a fase organica foi adicionada gota a gota em 20 mL da fase aquosa
com o auxilio de uma pipeta Pasteur, durante homogeneiza¢cdo com velocidade de
8000 rpm por 15 minutos em Ultra Turrax (IKA Ultra Turraxe digital, modelo T25,
Staufen, Alemanha). As diferentes formula¢cdes de nanocépsulas (carvacrol: 40 mg
ou 80 mg) foram avaliadas imediatamente apds a preparacdo em relacdo ao
tamanho e Concentracdo Bactericida (CBM) — descritas nos item 4.4 e 4.6,
respectivamente — para escolher a formulacdo. As nanocapsulas foram
denominadas NMC (nanocapsulas produzidas com mucilagem de chia) e NML
(nanocéapsulas produzidas com mucilagem de linhaca). Nanocpsulas branco de
chia (BNMC) e de linhaga (BNML) também foram produzidas, substituindo carvacrol

por 6leo caprilico (6leo sem acéo antimicrobiana).
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4.4 Caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas contendo carvacrol

Foram determinados tamanho meédio, Span e potencial zeta das
nanoparticulas. Todas as analises foram realizadas apds diluicdo na proporcédo de
1:10 em 4&gua ultrapura, imediatamente ap0s a encapsulacdo (dia 0) e
semanalmente até o dia 21 (dia 7, dia 14 e dia 21). Essas analises foram realizadas
no Laboratério 405 da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

O diametro médio e o Span foram determinados por difracdo a laser
(Mastersizer 2000® 5.61, Malvern Instruments, Reino Unido) utilizando indices de
refracdo de 1,335 e 1,330 para as nanocapsulas e para agua, respectivamente. As
medidas de potencial zeta foram realizadas no equipamento ZetaPALS modelo
31450 (Brookhaven Instruments, Estados Unidos). O Span indica o tamanho de
particulas de uma porcentagem da amostra e pode ser relacionado com o indice de
polidispersidade (PDI), através da equacao 1 (FDA, 2020).

PDI = 0,152(Span?) (1)

4.5 Eficiéncia de encapsulacéao

Para determinar a eficiéncia de encapsulagéo foi utilizado o método descrito
em Cacciatore et al. (2020). Resumidamente, as amostras de nanocépsulas de chia
ou linhaca com carvacrol foram centrifugadas, logo ap6s uma aliqguota do
sobrenadante foi diluida em etanol 95% e sua absorbancia lida a 297 nm em
espectrofotometro UV-vis (Amersham Biosciences, Ultrospec 3100 pro). A
concentracdo de cada amostra foi calculada utilizando a equacdo da reta,
determinada por Cacciatore (2020), y = 0,3431x + 0,1305 (R? = 0,9835), onde X
representa a concentracdo da amostra (mg/mL) e y a absorbancia (nm). Para

calcular a eficiéncia de encapsulagéo utilizou-se a equagao 2.

EE (%) - (conc. inicial —conc. sobrenadante ) %100 (2)

conc. inicial
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Concentragdo inicial € a quantidade de carvacrol encapsulada em NMC e
NML (de acordo com o item 4.3) e a concentracao do sobrenadante € a quantidade

de carvacrol em suspenséo apoés centrifugacao.

4.6 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Determinou-se a CBM das nanocapsulas contendo carvacrol para cada um
dos 2 pools, utilizando microplacas de titulagdo com 96 pocos conforme metodologia
descrita por Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2008) com
modificacdes. Inicialmente adicionou-se caldo BHI (100 pL) em cada poco. Logo
apos, 100 pL da solucdo contendo as nanocapsulas (ou carvacrol livre) foram
adicionadas no primeiro po¢co e homogeneizadas, depois de homogeneizadas 100
pL do primeiro poco foi transferido para o segundo poco, que depois de
homogeneizado, foi transferido para o terceiro pocgo, e assim respectivamente até o
altimo poco. Por fim, adicionou-se 100 yL do pool de bactérias (com 8 log UFC/mL
de concentracdo) até o penultimo poco. No Ultimo poc¢o nado foi adicionado
microrganismo, sendo esse 0 controle negativo. Apds as diluicdes a microplaca foi
incubada a 37 °C por 24 horas. Essa técnica foi repetida para os 2 pools de
microrganismos diferentes. Apoés esse periodo foram inoculados 20 pL de cada
poco em placas contendo meio seletivo para cada microrganismo, ou seja, Agar
Paird Parker (BP) (Merck, Darmstadt) para S. aureus e Agar Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) (Merck, Darmstadt) para Salmonella enterica. Apos a incubacao
a 37 °C por 18-24 horas, foi observado o crescimento ou nao de coldnias. Com isso,
considerou-se como CBM a menor concentracao de antimicrobiano necesséria para

inativar os microrganismos testados.

47 Anédlise estatistica

Os dados referentes a contagens bacterianas e caracterizagbes fisico-
guimicas das nanoparticulas foram analisados estatisticamente através da Analise
de Variancia (ANOVA), fator Unico, aplicando o teste de Tukey (p<0,05) utilizando o
software SAS Studio online (Versdo 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao da melhor formulacdo de nanocépsulas

A formulacdo das nanocapsulas foi escolhida conforme resultados
apresentados na analise da Concentracdo Bactericida Minima (Tabela 1) seguida da
andlise de tamanho e polidispersidade (Tabela 2).

Tabela 1: Concentracdo Bactericida Minima de nanocapsulas de mucilagem de chia
contendo carvacrol (NMC) e nanocapsulas de mucilagem de linhaca contendo carvacrol
(NML) contra os pools de Salmonella e Staphylococcus aureus

Microrganismos Tipo de nanoparticulas
NMC NML
40 mg 80 mg 40 mg 80 mg
MBC Salmonella 0,42+0% 0,42+0,32% 0,42+0°% 0,83+0,64°
(mg/mL) S. aureus *k 1,67 +0,48° * 1,25 + 0,59 2

** Sem efeito bactericida

NMC: Nanocéapsulas produzidas com mucilagem de chia

NML: Nanocépsulas produzidas com mucilagem de linhaca

Os dados apresentados sdo uma média = desvio padrdo de trés diferentes experimentos.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo a Salmonella, tanto as nanocapsulas de chia (NMC) como as de
linhaca (NML) com as duas concentracdes de carvacrol (40 mg e 80 mg) foram
eficazes para inibir a multiplicacdo deste microrganismo, sem diferencas
significativas entre elas (p < 0.05).

Ja em relacdo ao S. aureus, a Unica concentracdo de carvacrol capaz de inibir
seu crescimento foi a de 80 mg, tanto para nanocépsulas de chia (NMC) como de
linhaga (NML).

O proximo passo foi analisar se as formulagdes possuiam caracteristicas

fisico-quimicas adequadas. Estes dados sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Avaliacdo do tamanho das nanocapsulas de chia (NMC) e de linhaca (NML) com
diferentes concentracdes de carvacrol

Tamanho NMC NML
40 mg 80 mg 40 mg 80mg
Diametro médio 179,0+2,3° 3440+3,94% 1653+120¢ 281,0+3,11°
(nm)
PDI 0,17+0,02° 428+0,1% 025+0,06° 357+0,082

NMC: Nanocéapsulas produzidas com mucilagem de chia

NML: Nanocapsulas produzidas com mucilagem de linhaca

Os dados apresentados sdo uma média + desvio padrdo de trés diferentes experimentos.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através da analise de tamanho (Tabela 2) foi possivel observar que as quatro
amostras (NMC 40 mg, NMC 80 mg, NML 40 mg e NML 80 mg) apresentaram
diametro médio menor que 999 nm, portanto, possuem tamanho adequado para
serem consideradas nanoparticulas organicas (JEEVANANDAM et al., 2018;
SILVESTRE et al., 2020). Além disso, verificou-se que a quantidade de carvacrol
influenciou no tamanho médio das nanoparticulas, ou seja, as formulacbes com 80
mg de carvacrol apresentaram tamanho médio superior as formulacbes que
utilizaram 40 mg de carvacrol, tanto para as nanocépsulas de chia (NMC) como para
as de linhaca (NML). Este mesmo comportamento foi observado por Lertsutthiwong
et al. (2008) (LERTSUTTHIWONG et al., 2008), que verificaram que o aumento da
concentracdo de Oleo de curcuma acarretou em um aumento de tamanho das
particulas de alginato de sodio, ou seja, para concentracdo de 2% e 4% de Oleo de
curcuma obteve-se tamanhos aproximados de 300 e 400 nm, respectivamente.

E importante ressaltar que o tamanho é um dos critérios utilizados para
selecionar a melhor formulacdo de nanoparticulas visando a aplicacdo como
antimicrobiano, pois quanto menor o diametro médio maior serd a possibilidade das
nanocapsulas penetrarem através da membrana plasmatica dos microrganismos
(MORONES et al., 2005).

Outro critério importante para ser analisado é a variagdo de tamanho das
nanocapsulas presentes em suspensdo, ou seja, a polidispersidade (PDI). Neste
trabalho (Tabela 2), verificou-se que houve diferencas significativas da PDI entre as
formulagbes contendo 40 mg e 80 mg de carvacrol (p > 0,05). As nanocépsulas de
mucilagem de chia (PDI NMC: 0,17) e linhaga (PDI NML: 0,25) com 40 mg de

carvacrol apresentaram valores de PDI menores do que as formulagdes com 80 mg
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de carvacrol (PDI NMC: 4,28 e PDI NML: 3,57). Alguns artigos sugerem que valores
de polidispersidade préximos a 0,2 sédo o ideal, pois indicam que na solucdo existe
homogeneidade de tamanho das particulas, ocorrendo menor agregacao dessas
particulas e consequentemente aumento da estabilidade das solu¢cdes (KLANG et
al.,, 2012; KLANG; VALENTA, 2011). Assim, foi concluido que as formulacdes
contendo a maior concentracdo de carvacrol (80 mg) ndo apresentaram resultados
adequados de PDI, pois os valores obtidos sdo muito maiores do que o valor ideal
de 0,2.

Considerando os resultados das Tabelas 1 e 2 conclui-se que a quantidade
de carvacrol mais adequada para a producdo de nanocépsulas de chia e linhaca foi
de 40 mg, sendo entdo produzidas nanocapsulas somente com esta concentracao

(40 mg de carvacrol) para os demais experimentos.

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica e determinacdo da eficiéncia de
encapsulacdo das nanocapsulas contendo carvacrol

Conforme demonstrado na Tabela 2, verificou-se que NMC (179 nm) e NML
(165,3 nm) apresentaram diferencas significativas (p > 0.05) em relacédo ao tamanho.
NML possui tamanho menor do que NMC, devido a isso, NML pode apresentar
maior facilidade para penetrar através da membrana plasmatica dos microrganismos
(MORONES et al.,, 2005), além de que quanto menor for o tamanho da
nanoparticulas maior sera sua area de superficie, permitindo maior interacdo com o
ambiente circundante (SEIL; WEBSTER, 2012). Em outros estudos com mucilagens
sendo usadas como material encapsulante o tamanho médio das nanoparticulas foi
semelhante aos resultados encontrados neste trabalho. Campo et al. (2017), ao
encapsularem 6leo de chia em mucilagem de chia obtiveram nanoparticulas com
tamanhos variando entre 163 e 212 nm. J& no estudo de Nasrabadi et al. (2019), as
nanocapsulas de mucilagem de linhaca carregadas com O6leo de linhaca

apresentaram tamanho de 369 nm.
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Tabela 3: Potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo das nanocapsulas de mucilagem de
chia (NMC) e nanocapsulas de mucilagem de linhaca (NML) contendo carvacrol

Potencial Zeta Eficiéncia de

(mV) encapsulacéao (%)
NMC 11,4+1,4° 98,65 + 0,06 2
NML -126+0,3% 98,02 + 0,04 @

NMC: Nanocapsulas produzidas com mucilagem de chia

NML: Nanocapsulas produzidas com mucilagem de linhaca

Os dados apresentados sdo uma média + desvio padréao de trés diferentes experimentos.

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

O potencial zeta indica a diferenca de cargas da camada ionica e da solugao
ao redor da particula, ou seja, determina as cargas superficiais das nanocapsulas
em suspenséao (LU; CHIU, 2006). Este parametro, a partir das forcas eletrostaticas,
avalia a estabilidade da solucdo. Quanto maior o valor absoluto do potencial zeta
maiores sdo as interacdes repulsivas entre as nanoparticulas e consequentemente
menor a frequéncia das colisdes e agregacfes (ARIAS et al., 2008). No presente
trabalho, conforme demonstrado na Tabela 3, ambas as nanocapsulas
apresentaram valores negativos (NMC: -11,4 mV e NML: -12,6 mV) e diferencas
significativas (p > 0.05) entre si. Geralmente considera-se que a solucao apresenta
estabilidade eletrostatica quando o potencial zeta apresentar valores na faixa
localizada abaixo de -30 ou acima de +30 mv, porém, nanoparticulas que possuirem
moléculas de tensoativos em sua superficie podem apresentar estabilizacdo estérica
(WASHINGTON, 1996), evitando a agregacdo das nanoparticulas por longos
periodos de armazenamento (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). Provavelmente este
foi o motivo de, neste trabalho, as nanoparticulas demonstrarem estabilidade
durante 21 dias de armazenamento (Tabela 4). Em seu estudo Lertsutthiwong et al.
(2008) demonstraram que a utilizacdo de Tween 80 resultou em um potencial zeta
menos negativo (-17,4 mV) quando comparado com a formulagcdo sem Tween 80 (-
41,2 mV), sugerindo que com a utilizacdo deste tensoativo houve a formacéo de
uma micela em torno das goticulas de 6leo, acarretando reducdo na densidade da
carga de superficie das nanocapsulas.

Campo et al. (2017) também relataram valores negativos de potencial zeta (-
11,58 mV), quando utilizaram mucilagem de chia para encapsular 6leo de chia. Os

valores negativos de potencial zeta dos trabalhos acima citados podem ser
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explicados pela presenca de grupos de &cidos carboxilicos na forma carboxilada (-
COO") nos polissacarideos de mucilagem de chia (SILVA et al., 2009).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) indica a quantidade de Oleo que esta
aprisionada nas nanoparticulas. As caracteristicas fisico-quimicas e interacdo dos
compostos envolvidos influenciam demasiadamente a EE (CALVO; VILA-JATO;
ALONSO, 1996). Altos valores de EE sé&o esperados quando o material
encapsulante é hidrofilico e composto encapsulado € hidrofébico (KHAYATA et al.,
2012; KUMAR et al., 2016), como no caso desse estudo, onde as mucilagens sdo
hidrofilicas e o carvacrol hidrofébico.

Nesse trabalho as duas formulagbes apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacdo, sem diferencas significativas (p > 0,05) entre elas. Quando
mucilagem de chia foi utilizada para encapsular 6leo de chia também foi obtido alta
EE (82,8%) (CAMPO et al., 2017) e 94% EE foram relatados por Timilsena et al.
(2016), quando realizaram a encapsulagdo de O6leo de semente de chia em
microcapsulas de complexos de isolado de proteina e goma de semente de chia.

E importante destacar que, até onde sabemos o uso de mucilagens como
material encapsulante para a producdo de nanoparticulas contendo carvacrol ainda
nao foi realizada. Por outro lado, foram encontrados diversos trabalhos mostrando o
potencial das mucilagens, para encapsulagdo de compostos bioativos como
vitaminas, minerais, acidos graxos e saborizantes (TAHERI; JAFARI, 2019).

A avaliacdo da estabilidade é importante, pois permite determinar o periodo
em que as nanoparticulas manterao suas caracteristicas fisico-quimicas inalteradas,
ou seja, com menor possibilidade de precipitacdo devido a aglomeracdo das
particulas. Para esse trabalho foi realizado estudo da estabilidade das duas
formulac6es de nanocépsulas desenvolvidas (NMC e NML) ao longo de 21 dias e
armazenadas a 4 °C, cujos resultados sédo apresentados na Tabela 4. Verificou-se
gue nao houve diferenca significativa (p > 0,05) em nenhuma das caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas (tamanho, PDI e potencial zeta), portanto, pode-se
considerar que ambas as formulacdes sdo estaveis durante o tempo avaliado
guando mantidas sob refrigeracdo adequada. Campo et al. (2017) relataram que as
nanocapsulas de mucilagem de chia carregadas com Oleo de chia mantiveram
estabilidade em relacdo aos mesmos parametros ao longo de 28 dias em condi¢des

aceleradas de armazenamento a 40 °C. Em estudo de Nasrabadi et al. (2019)
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também foi relatado que as nanocapsulas produzidas mantiveram estabilidade
fisico-quimica ao longo de 28 dias quando foram utilizadas proteina e mucilagem de

linhaca para encapsular 6leo de linhaca.

Tabela 4: Estabilidade das nanocépsulas produzidas com mucilagem de chia (NMC) e das
nanocapsulas produzidas com mucilagem de linhaga (NML)

Diametro médio PDI Potencial Zeta
(nm) (mV)
Dias NMC
0 179,0 2,3 0,17 + 0,02 2 -11,4+1,4°2
7 181,1+1,9° 0,22 + 0,04 2 -10,9+0,92
14 182,5+1,7 2 0,17 + 0,07 2 -10,8+1,1°2
21 184,6 +2,1°2 0,30+ 0,01 2 10,6 +1,22
NML
0 165,3+1,20° 0,25 + 0,06 2 -12,6+0,3°
7 167,4+1,6° 0,20 + 0,03 2 -12,7+0,6°
14 175,1+2,1° 0,17 + 0,07 2 -12,3+0,5°
21 181,3+1,9" 0,21 + 0,06 2 -11,9+0,9°

NMC: Nanocépsulas produzidas com mucilagem de chia

NML: Nanocépsulas produzidas com mucilagem de linhaga

Os dados apresentados sdo uma média + desvio padrdo de trés diferentes experimentos.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

5.3 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das
nanocapsulas branco (BNMC e BNML) e do carvacrol livre e encapsulado em
nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaca

Os valores de CBM para as nanocapsulas de mucilagem de chia (NMC) ou
linhaga (NML) contendo carvacrol, carvacrol livre e para as nanocapsulas branco de
chia (BNMC) e de linhaca (BNML) contra os pools de Salmonella e Staphylococcus
aureus podem ser observados na Tabela 5. As nanocapsulas branco (BNMC e
BNML), como esperado, ndo demonstraram acdo bactericida contra nenhum dos
pools testados, comprovando que o efeito antimicrobiano das nanocapsulas é

proveniente do carvacrol.
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Tabela 5: Concentracdo bactericida minima (CBM) de carvacrol livre, nanocapsulas branco
(BNMC e BNML), nanocapsulas de mucilagem contendo 40 mg de carvacrol (NMC e NML)
contra pools bacterianos de Salmonella enterica e Staphylococcus aureus

CBM (mg/mL)

Amostra Salmonella S. aureus
NMC 0,42+0° ok
BNMC *% *%*

Carvacrol livre 1,77+0,76% 1,33+0°
NML 0,42+0° *x
BNML *% *%

**: Sem efeito bactericida

NMC: Nanocéapsulas produzidas com mucilagem de chia

NML: Nanocépsulas produzidas com mucilagem de linhaca

BNMC: Nanocépsulas branco produzidas com mucilagem de chia

BNML: Nanocépsulas branco produzidas com mucilagem de linhaca

Os dados apresentados sdo uma média + desvio padréo de trés diferentes experimentos.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Analisando os resultados de CBM, observa-se que foi necessaria uma maior
concentracdo de carvacrol livre, quando comparado com o carvacrol encapsulado,
para inativar a Salmonella. Este resultado foi bastante promissor, pois a maior parte
dos estudos mostram que geralmente € necessaria maior concentracao de carvacrol
encapsulado em comparagdo com carvacrol livre para ocorrer acéo bactericida. Em
estudo em que o carvacrol foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas
produzidas com Eudragit a CBM necesséria foi de 3,31 mg/mL para o composto
encapsulado e 1,77 mg/mL para o composto livre (CACCIATORE et al., 2020).
Quando o mesmo composto foi encapsulado em lipossomas os resultados foram de
1,325 mg/mL para lipossomas e 0,331 mg/mL para carvacrol em solucéo alcoodlica
(20%) (HECKLER et al., 2020). Por outro lado, Granata et al. (2018) verificaram que
nanoparticulas de PCL - nanocapsulas poliméricas de poli (e-caprolactona) -
carregadas com 2 Oleos essenciais (Thymus capitatus e Origanum vulgare)
apresentaram maior atividade antimicrobiana em comparacdo com o0s Oleos
essenciais livres contra patdgenos de origem alimentar.

Com relacdo ao S. aureus, nenhuma das nanocapsulas produzidas foram
eficientes para inibir seu crescimento, entretanto o carvacrol livre (CBM de 1,33

mg/mL) apresentou acao bactericida contra esse microrganismo. Conforme reviséo
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escrita por Felicio et al. (2020) este resultado possivelmente ocorreu pois carvacrol
somente tem efeito bactericida contra Staphylococcus aureus quando presente em
uma concentragao superior a 1000 ug/mL. Corroborando a afirmacédo anterior, em
estudo em que carvacrol foi encapsulado em nanoparticulas de quitosana foi
necessario CBM de 4,1 mg/mL para inibir o crescimento de S. aureus
(KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011). A resisténcia apresentada por S. aureus neste
trabalho pode ser devido a grande capacidade deste microrganismo em desenvolver
resisténcia a antimicrobianos, devido, principalmente, a presenca de plasmideos de
resisténcia (CUSSOLIM et al., 2021). Plasmideos de resisténcia sdo pequenos
fragmentos de DNA contendo genes produtores de enzimas que neutralizam a acéo
de um antimicrobiano, tornando a bactéria resistente a ele. A transferéncia destes
plasmideos de uma bactéria para outra pode ocorrer durante a conjugacao, tornando
uma populacdo bacteriana resistente a um determinado antimicrobiano (Cussolim et
al., 2021, Mayer, 2016).

Ao comparar os resultados do presente trabalho com uma pesquisa anterior
de nosso grupo, onde foram testadas nanocapsulas de Eudragit carregadas com
carvacrol contra patégenos de origem alimentar (CACCIATORE et al., 2020), pode-
se verificar que a CBM para inativar Salmonella foi maior (3,31 mg/mL em
CACCIATORE et al., 2020) do que a encontrada nesse estudo (0,42 mg/mL para
NMC e NML). Esse comportamento pode ser explicado pela maior velocidade de
liberacdo do composto encapsulado em polimeros naturais em comparacdo com
polimeros sintéticos (RIEUX et al., 2006; SCHAFFAZIK et al., 2003; TORCHILIN,
2012). Mais estudos devem ser realizados para avaliar se a composicao quimica das
mucilagens ou a conformacéo espacial das nanocapsulas produzidas podem ser
responsaveis pelos 6timos resultados de inativacdo de Salmonella alcancados,

mesmo quando usadas pequenas concentragcdes de carvacrol.
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6. CONCLUSOES

De acordo com resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir
que:

o Mucilagem de chia e mucilagem de linhagca mostraram caracteristicas
adequadas para uso como materiais de parede para o desenvolvimento de
nanocapsulas contendo carvacrol.

o As nanocapsulas de mucilagem de chia contendo carvacrol (NMC) e
nanocapsulas de mucilagem de linhaca contendo carvacrol (NML) apresentaram
tamanho adequado, indice de polidispersidade baixo, potencial zeta negativo e alta
eficiéncia de encapsulacgéo.

o Ambas nanocapsulas permaneceram estaveis por 21 dias, mantidas
em temperatura de 4 °C.

o As duas nanocapsulas contendo carvacrol (NMC e NML) ndo foram
eficientes contra S. aureus.

o As duas nanocapsulas contendo carvacrol (NMC e NML) inativaram o
pool de Salmonella em concentracdo menor (0,42 mg/mL) quando comparadas ao
carvacrol livre (1,77 mg/mL).

o A encapsulacdo de carvacrol em nanocépsulas produzidas com
mucilagem de chia e mucilagem de linhaca representa uma tecnologia promissora
para o controle de Salmonella, sendo necesséarios mais estudos para a aplicacéo

dessas nanocapsulas em alimentos.
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