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RESUMO

A contaminacdo microbiolégica pode tornar o alimento susceptivel a
deterioracdo e ser veiculo de doencas, o que pode ser contornado pela aplicacdo
de antimicrobianos. O uso de antimicrobianos sintéticos em alimentos alerta para
os efeitos negativos a saude da populagédo, indicando a necessidade de
alternativas para a sua substituicdo pelos naturais, como o eugenol. No entanto
a sua aplicacdo em alimentos é limitada devido ao seu odor e sensibilidade as
condi¢cdes ambientais. Desta forma, o processo de microencapsulagédo além de
controlar o odor, promove maior protecdo ao composto. A combinacdo desta
técnica com o processo de recobrimento proteico permite a obtencdo de
microparticulas com melhores caracteristicas protetivas. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano do eugenol
microencapsulado, usando a técnica de gelificacéo i6nica utilizando alginato de
sédio como material de parede, em associacdo ao emulsificante Tween 80, e
recobrimento com proteina do soro do leite isolada. O recobrimento proteico foi
avaliado de forma qualitativa e quantitativa para determinar a sua eficiéncia. A
quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada para avaliar a eficiéncia da
encapsulacdo do eugenol. As microparticulas foram caracterizadas através das
técnicas de microscopia 6ptica (MO), microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e espalhamento dindmico de luz (DLS) que determinou o tamanho médio, indice
de polidisperséo e potencial zeta. A atividade antimicrobiana in vitro do eugenol
foi determinada em concentracbes equivalentes para a sua forma livre e
microencapsulada por meio das técnicas de concentracdo inibitéria minima
frente as espécies contaminantes de alimentos: Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. A eficiéncia
qualitativa do recobrimento proteico obteve resultado satisfatério devido a
coloracdo azul das microparticulas quando utilizado o corante especifico para
proteinas (Coomassie Brillante Blue). O percentual de 16% de adsorcao proteica
permitiu uma eficiéncia quantitativa baixa. A MO permitiu observar
microparticulas uniformes com formato esférico, assim como através da MEV foi
possivel perceber a diminuicdo da rugosidade das microparticulas apés o
processo de recobrimento proteico. O tamanho obtido foi de 1,33 £ 0,5 um,
favoravel a aplicacdo em alimentos, e seu indice de polidispersao (0,32)
evidencia a uniformidade deste tamanho. O potencial zeta se manteve negativo
ap0s a adsorcdo proteica. A atividade antimicrobiana in vitro frente aos
microrganismos testados se mostrou eficaz de acordo com 0s menores
crescimentos microbianos encontrados. Desta forma, foi possivel desenvolver
um sistema de microparticula com cobertura com efeito antibacteriano.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial. Fitoquimico. Proteina do soro lacteo.
Alginato de sodio. Conservagao. Alimentos.



ABSTRACT

Microbiological contamination can make food susceptible to deterioration and be
a vehicle for disease, which can be circumvented by the application of
antimicrobials. The use of synthetic antimicrobials in foods warns of the negative
health effects of the population, indicating the need for alternatives to replace
them with natural ones, such as eugenol. However, its application in food is
limited due to its odor and sensitivity to environmental conditions. Thus, the
microencapsulation process, in addition to controlling the odor, promotes greater
protection to the compound. The combination of this technique with the protein
coating process allows obtaining microparticles with better protective
characteristics. Thus, the present study aimed to evaluate the antibacterial
potential of microencapsulated eugenol, using the technique of ionic gelation
using sodium alginate as a wall material, in association with the emulsifier Tween
80, and coating with isolated whey protein. Protein coating was evaluated
qualitatively and quantitatively to determine its efficiency. The quantification of
phenolic compounds was performed to evaluate the efficiency of eugenol
encapsulation. The microparticles were characterized by the techniques of optical
microscopy (OM), scanning electron microscopy (SEM) and dynamic light
scattering (DLS) that determined the average size, polydispersity index and zeta
potential. The in vitro antimicrobial activity of eugenol was determined in
concentrations equivalent to its free and microencapsulated form using the
techniques of minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal
concentration against contaminating food species: Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. The
qualitative efficiency of the protein coating obtained a satisfactory result due to
the blue color of the microparticles when the specific protein dye (Coomassie
Brillante Blue) was used. The percentage of 16% protein adsorption allowed a
low quantitative efficiency. The OM allowed to observe uniform microparticles
with spherical shape, as well as through SEM it was possible to perceive the
decrease of the microparticles' roughness after the protein coating process. The
size obtained was 1.33 + 0.5 um, favorable to food applications, and its
polydispersity index (0.32) shows the uniformity of this size. The zeta potential
remained negative after protein adsorption. The in vitro antimicrobial activity
against the tested microorganisms proved to be effective according to the
smallest microbial growths found. In this way, it was possible to develop a
microparticle system with coverage with an antibacterial effect.

KEYWORDS: Essential oil. Phytochemical. Whey protein. Sodium alginate.
Conservation. Foods.
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1 INTRODUCAO

A contaminacgao microbiolégica pode causar a deterioracéo dos alimentos,
além de tornar-se um risco para a saude da populacdo. Apesar do gradativo
avanco quanto a fiscalizag@o visando a seguranca alimentar h4 o crescimento
significativo das doengas transmitidas por alimentos (DTAs) a nivel mundial
decorrente da associacao de diversos fatores, o que caracteriza a permanéncia

destas patologias como problema de saude publica (BRASIL, 2019).

Desta forma, visando o0s aspectos da seguranca microbiolégica e
conservacgao dos alimentos tém sido utilizados os antimicrobianos naturais que
derivam de origem animal, vegetal e microbiana. Dentre estas origens sao
destacados os antimicrobianos de origem vegetal. Nesta perspectiva, os 6leos
essenciais sao considerados os antimicrobianos mais importantes presentes nas
plantas e rotineiramente mais utilizados, além de apresentarem atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (MAJEED et al., 2015; CASTRO-ROSA et al.,
2017).

Desde a antiguidade sao investigadas e utilizadas as propriedades
antimicrobianas de 6leos essenciais de extratos vegetal, especiarias e ervas. O
alto teor de compostos fendlicos, como o eugenol, constituinte majoritario do 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), sdo 0s principais
responsaveis pela funcionalidade antimicrobiana, sendo o eugenol reconhecido
pela sua efetividade in vitro na inibicio de microrganismos causadores de
doenca, como por exemplo Staphylococcus aureus e Escherichia coli (IRKIN e
ESMER, 2015).

O eugenol é um dleo volatil tido como o componente dos 6leos essenciais
que melhor reduz a atividade bacteriana cujas suas propriedades ja estdo
consolidadas pela literatura. Este composto fendlico tem mostrado atividade
bactericida devido a sua capacidade inibir a respiracdo e divisdo celular, onde a
parede celular bacteriana é desnaturada pela presenca do proton que causa lise
bacteriana (TANGERINO, 2006).

Para a aplicacdo desses compostos em produtos alimenticios, é
observada potencial expansao da producao de sistemas capazes de preservar

compostos bioativos contra danos causados nos alimentos oriundos de diversos
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fatores, como a contaminacdo microbiolégica. Paralelamente, ha a busca de
sistemas que possibilitem a liberagc&o controlada para aplicagdes em alimentos,
farmacos e na agricultura (XIAO et al., 2014).

A microencapsulacdo pode ser definida como uma técnica que é capaz
de proteger o material encapsulado de situacdes adversas que possam ocorrer
no meio, como por exemplo, luz, umidade, oxigénio e interacbes com outros
compostos. Este processo permite a estabilidade do produto, visto que € capaz
de associar produtos incompativeis (hidrofilicos e hidrofébicos), preservar
produtos volateis, liberar de forma controlada o material encapsulado, proteger
substancia ou mascarar odores (HOLKEM et al., 2015).

A gelificacao i6nica é um processo de encapsulacado simples que ndo
requer 0 uso de solventes organicos nem de temperatura ou pH extremos,
caracterizando um processo de baixo custo quando comparado com outras
técnicas. Além de permitir encapsular substancias hidrofilicas ou hidrofobicas e
o seu principal diferencial é a porosidade da matriz, a qual determina a liberacdo
da substancia encapsulada. A fim de melhorar as limitacdes do processo de
gelificacéo idbnica, pode-se modificar a estrutura do gel por meio da combinacao
de diferentes tipos de biopolimeros, garantindo assim o aproveitamento das
vantagens da composicdo quimica de cada composto ou pela interacdo com
polieletrélitos como proteinas (SILVA et al., 2014; BAKRY et al., 2016).

O soro do leite € um residuo organico e devido a sua rica composicao
nutricional, pode acarretar graves problemas quando descartado incorretamente
no meio ambiente. Com isso, as proteinas do soro do leite sédo desperdicadas
como residuo quando poderiam ser aplicadas em diversas areas e 0 seu
aproveitamento é sugerido visando o enriquecimento de produtos e beneficio
para a saude. Ao aproveitad-las como material para revestimentos comestiveis é
possivel obter a extensdo da validade comercial e melhoria na qualidade
nutricional dos alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2015).

Neste sentido, o recobrimento de microparticulas com proteina do soro do
leite possibilita uma maior protecédo do material ativo, visto que a elaboracéo das
mesmas pela técnica de gelificacdo ibnica externa com a aplicacdo de alginato

como material de parede produz microparticulas porosas, e o recobrimento com
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uma proteina pode permitir a obtencao de particulas mais protetivas. Além disso,
a aplicacao de proteina do soro isolada tem sido relatada por apresentar barreira
eficaz contra a oxidagdo de Oleos encapsulados (FUSTIER et al., 2015;
SILVERIO et al., 2018).

Diante do exposto, o estudo pretende obter microparticulas de eugenol,
encapsulado por alginato de sodio recoberto com proteina do soro do leite,
realizar a caracterizacao fisico-quimica das microparticulas e avalia-las quanto
a sua efichcia na acdo antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus,

Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Escherichia coli.
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2 PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

O eugenol € componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india,
o qual & geralmente conhecido como seguro (GRAS) pelo seu uso como
aromatizante. Entretanto, seu uso como agente ativo antimicrobiana apresenta
limitagcGes de uso em alimentos principalmente pelos aspectos sensoriais como
o odor. Além disso, 0 uso do eugenol em alimentos sofre alteracfes diante de
situacdes adversas do ambiente, como por exemplo, a luz, umidade, oxigénio e
interacbes com outros compostos. A microencapsulacdo do eugenol associada
ao recobrimento com proteina do soro do lacteo permite reverter os problemas

anteriormente citados, além de agregar valor nutricional ao alimento.

No entanto, algumas questdes necessitam ser elucidadas, a saber: A
encapsulacdo por gelificagdo iGnica externa, em aparelho encapsulator, com
revestimento proteico reduz os odores caracteristicos do eugenol e propde
beneficio para as caracteristicas das microparticulas possibilitando o seu uso em
produtos alimenticios? A liberacdo controlada das microparticulas de eugenol
elaboradas com alginato de sédio, Tween 80 e proteina do soro lacteo intensifica

a acao antimicrobiana frente as cepas bacterianas estudadas?

Assim sendo, tem-se como hipétese: De acordo com as propriedades
fisico-quimicas do alginato de sédio e da proteina isolada do soro do leite, bem
como, a acao antimicrobiana presente no eugenol, sera possivel desenvolver
microparticulas bioativas de alginato de sédio recobertas de proteina de soro
lacteo com eugenol encapsulado, por gelificagdo ibnica externa, e que
apresentam atividade antibacteriana.

16



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Antimicrobianos naturais

A ingestao de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos
causa a Doenca Transmitida por Alimentos (DTA). Dentre estes microrganismaos,
as bactérias sédo as principais causadoras, responsavel por 90% dos surtos de
DTA segundo o Ministério da Saude. Diante disso, sd0 necessarias pesquisas
para o desenvolvimento de produtos com acéo antimicrobiana frente a estas
bactérias. Esta acdo antimicrobiana envolve a eliminacdo ou impedimento do
desenvolvimento de microrganismos. E 0s agentes antimicrobianos podem ser
sintéticos ou naturais, oriundos de bactérias, fungos ou plantas (BRASIL, 2018;
BRASIL, 2019).

A fim de garantir a seguranca e atender a demanda para a conservacao
do produto alimenticio, tem sido crescente a busca de antimicrobianos naturais
(como dleos essenciais e fitoquimicos) com potencial aplicacdo em alimentos,
gue sejam capazes de serem utilizados isoladamente ou em combinagcdo com
outra tecnologia. A escolha deste conservante natural deve se basear na
compatibilidade quimica e sensorial do mesmo com o alimento alvo, além da sua
efetividade contra os microrganismos indesejaveis, seguranca, e dentre outras
caracteristicas (MACHADO et al., 2011).

Em geral, os 6leos essenciais (OEs) atuam danificando diversos sistemas
enzimaticos das bactérias. Dentre eles, sdo danificados o0s sistemas
responsaveis pela producdo de energia celular e sintese de componentes
estruturais, interferindo na divisdo celular do microrganismo (FREIRE et al.,
2011).

Os OEs possuem componentes hidrofébicos que séo responsaveis por
sua acao antimicrobiana. No entanto, o uso de altos teores de 6leos essenciais
no produto pode tornar o mesmo sensorialmente intoleravel, necessitando de
alternativas para avaliar as concentragbes mais baixas e eficazes desta
propriedade antimicrobiana (MAJEED et al., 2015).
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Dentre estes Oleos, o 6leo essencial de cravo-da-india se mostra como
um dos sugeridos como substitutos de conservantes alimentares sintéticos
devido a sua propriedade antimicrobiana, a qual esta atribuida a presenca do
seu composto marjoritario, o eugenol. Assim sendo, alguns estudos observaram
a eficacia do eugenol in vitro frente as principais bactérias contaminantes de
alimentos: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Staphylococcus aureus. E destacado ainda que a acdo antimicrobiana do
eugenol tem se mostrado mais ativa contra cepas Gram-positivas como Listeria
monocytogenes e Staphylococus aureus (IRKIN e ESMER, 2015; RESENDE et
al., 2017).

Os compostos fendlicos sdo os principais responsavel pelo carater
antibacteriano dos OEs, no entanto alguns estudos relatam que compostos nao
fenolicos (ex. alilisotiocianato) sdo mais efetivos contra bactérias Gram-
negativas, assim como contra fungos. A presenca de aldeidos, terpenos, alcoois
aliféticos, cetonas, acidos e isoflavonoides também estdo atribuidas a atividade
citotoxica destes 6leos (MACHADO et al., 2011).

O antimicrobiano pode ser avaliado de acordo com a resposta do
microrganismo ao mesmo, através de métodos como a concentracao inibitoria
minima (CIM) a qual considera a menor quantidade do composto necessario
para inibir o desenvolvimento do patébgeno, bem como a concentracdo
bactericida minima (CBM) a qual considera a menor quantidade de composto
necessario para eliminar o patégeno (MACHADO, BARROS, 2006).

Desta forma, o microrganismo é considerado resistente ao antimicrobiano
guando possui a capacidade de se multiplicar na presenca do mesmo. Por outro
lado, quando o microrganismo nédo € eliminado por completo, mesmo em altos
teores do composto, é dito que ha uma tolerdncia ao antimicrobiano. Sendo
assim, quando a CBM for 232 vezes superior a CIM, determina-se que o
microrganismo € tolerante ao antimicrobiano (MACHADO; BARROS, 2006).

3.2 Principais contaminantes de alimentos

Dentre as principais bactérias contaminantes de alimentos, a Escherichia
coli é pertencente do grupo de bactérias responsaveis pelo maior numero de

surtos (23,4%) de DTAs entre os anos de 2009 e 2018 segundo o Ministério da
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Saude. Este grupo € caracterizado por serem bactérias Gram-negativas que
possuem como seu habitat natural a microbiota entérica de animais. No entanto,
ha diferencas entre si, como: E. coli entero-hemorragica (producdo de
verotoxina), E. coli entero-toxigénica (causa infeccdo entérica), E. coli entero-
patogénica (ndo invesina e nao produtora de toxina), E. coli entero-invasiva
(causa doenca invasiva do colon) e E. coli enterro-agregativa — EAEC (causa
diarreia aguda e persistente) (BRASIL, 2019; RADUNZ et al., 2019).

Assim como a E. coli, a Salmonella typhimurium também é caracterizada
como uma bactéria Gram-negativa, pertencente da ordem Enterobacteriales. A
mesma possui forma de bastonetes movidas por flagelos peritriquos, nao
fermentadores de lactose e responsaveis por graves intoxicacfes alimentares
gue causam varios surtos. Apresenta alta morbilidade e dificuldade de medidas
de controle (BRASIL, 2019).

Por outro lado, Staphylococcus aureus se caracteriza como uma bactéria
Gram-positiva em forma de cocos com tamanho entre 0,5 e 1,5 ym de didmetros,
imovel e ndo formadora de esporos. Devido a divisdo celular deste grupo de
bactérias, a qual é feita em trés planos perpendiculares, estes microrganismos
podem estar sozinhos, em pares, em cadeias curtas ou reunidos em formato de
cacho de uva (RADUNZ et al., 2019).

E considerado um microrganismo oportunista e sua multiplicacdo nos
alimentos ocorre de forma facilitada, possuindo a capacidade de produzir toxinas
termorresistentes (enterotoxinas) que podem resultar em intoxicagao alimentar.
Segundo o Ministério da Saude 9,4% dos surtos de DTA notificados entre 2009
e 2018 foram causados por este grupo de bactérias que possuem como habitat

natural a pele e o trato respiratério superior dos seres humanos (BRASIL, 2019).

Outra bactéria Gram-positiva, contaminante de alimento, é a Listeria
monocytogenes que possui forma de bastonetes curtos e coco bacilos com
tamanhos de 0,5 ym de largura e 1 a 1,5 ym de comprimento, geralmente
formada em cadeias de trés a cinco células. Neste grupo as bactérias sao
aerobias facultativas, ndo formadoras de esporos, incapazes de produzir gas e
capazes de produzir catélise e acido a partir da glicose (MADIGAN et al., 2010).

E destacada a capacidade deste microrganismo causar infec¢éo tanto em seres
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humanos como em animais. Além disso, apresentar alta resisténcia frente
alteracOes de concentragéo de sal, pH e temperatura, podendo ser encontradas
tanto em alimentos quanto na agua e solo (RADUNZ et al., 2019).

3.3 Microencapsulacéao

A microencapsulacdo pode ser definida como um processo de
aprisionamento de uma substancia ativa dentro de um material de revestimento.
Neste sentido, a substancia é protegida de fatores ambientais que possam
induzir a sua deterioracdo (ex. oxigénio, luz ou umidade). Esta técnica permite a
reducdo da volatilidade, higroscopicidade e reatividade do composto,
aumentando a estabilidade em condicdes adversas e melhorando a vida atil do
produto (SILVA et al., 2014; COMUNIAN et al., 2016).

O processo de microencapsulagéo resulta em microparticulas que podem
ser classificadas de acordo com o seu ndcleo, dividindo-se em dois grupos:
microcapsula e microesfera (Figura 1). A microcapsula apresenta um nudcleo
interno, onde contém o material ativo, e um involucro externo. J& a microesfera
nao possui nucleo definido, mas sim uma matriz sélida, na qual o material ativo
é distribuido. Para que as microesferas sejam formadas, uma pré-mistura entre
o material ativo e a solu¢do contendo o polimero deve ser realizada antes do

processo de encapsulacédo (BENAVIDES et al., 2016).

Material de

parede \ parede

Material de

Material ativo Material ativo

Microcapsula Microesfera

Figura 1. Tipos de microparticulas.

Atualmente, a microencapsulacdo € utilizada para diversas aplicacoes,
como na industria téxtil, industria farmacéutica, alimenticia e em cosméticos. O

namero de artigos publicados sobre esta técnica aumentou entre os anos de
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2009 e 2019, havendo alguns periodos com diminuicdo no numero de

publicacdes como o ano de 2016, o que mostra o grafico 1 (CAPES, 2019).

Grafico 1. Numero de artigos publicados nos ultimos anos, retirados da base de
dados CAPES, palavra-chave “microencapsulation” — tipo de documento “artigo”
—ano. (CAPES, 2019).
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Dentre suas aplica¢fes, a industria alimenticia utiliza essa tecnologia com
o0 intuito de facilitar o uso de ingredientes considerados instaveis, assim como
melhorar o processamento e textura de ingredientes visando a sua
higroscopicidade, solubilidade e capacidade de dispersdo em diferentes tipos de
materiais. A possibilidade de controle de liberagéo de substancias de interesse
€ um beneficio adicional (COMUNIAN et al., 2016).

A liberacao controlada é caracterizada como uma condi¢cdo onde uma ou
mais substancias ativas sédo disponibilizadas em um meio e tempo desejados a
uma taxa especifica (Figura 2). O desenvolvimento destes sistemas de liberacdo
controlada depende de diversos fatores, como: a escolha do material
encapsulado, métodos empregados para a encapsulacdo, possibilidades de
predicdo e controle do gatilho e da cinética de liberacdo dessa substancia no
ambiente. Os gatilhos de liberacdo dependem, além do material encapsulante,
da substancia encapsulada, da geometria e morfologia da microparticula, das
condi¢cdes do meio (solvente, pH, forca ibnica, temperatura) e do método de
producdo das microparticulas (MADERUELO et al., 2011; BAKRY et al., 2016).
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Fatores quimicos,
fisicos e mecanicos

Figura 2. Representacdo esquematica de um sistema de liberacdo controlada
(GALLO, 2019).

Os sistemas de liberagdo controlada possuem duas classificagoes: (1)
sistema de liberacdo tardia, onde a liberacdo do composto ativo ocorre
tardiamente e acontece a partir de um “tempo de espera” finito até um ponto
quando e/ou onde a liberacao é favorecida; (ll) sistema de liberagdo continua,

onde ocorre uma liberag&o constante do ativo em um lugar desejado (Figura 3).

’ \ Continua

Liberacao

v . v Tardia

=== T

Tempo

Figura 3. Representacdo grafica genérica dos perfis de liberacdo tardia e
continua (GALLO, 2019).

Diante disso, a escolha do protocolo de microencapsulacéo € de grande
importancia para os resultados a serem obtidos. Dentre as diversas opg¢oes de
técnicas, a sele¢cdo da mesma dependera de uma anélise geral de determinados

fatores, como: objetivo da aplicagdo, tamanho da particula desejada,
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caracteristicas do material(is) de parede e material(is) ativo(s), além do custo e
seguranca (FAVARO-TRINDADE et al., 2008; COMUNIAN et al., 2016).

Como as técnicas levam em consideracdo as propriedades fisico-
quimicas dos materiais utilizados, as mesmas sdo classificadas em trés
diferentes métodos (FAVARO-TRINDADE, 2008):

e Métodos fisicos: secagem por atomizacdo, aspersédo e
ventilagéo/refrigeragao/congelamento, leito fluidizado, fluidos
supercriticos e revestimento por pulverizacdo, gelificacdo
ibnica externa, extrusdo com centrifuga;

e Meétodos quimicos: polimerizacao, inclusdo molecular;

e Métodos fisico-quimicos: gelificagdo i6nica interna,
coacervagdo complexa, lipossomas, micelas, emulsoes,
processo com matrizes lipidicas nanoestruturados, e a
evaporacao do solvente.

3.3.1 Gelificagéo idnica

Dentre as técnicas utilizadas para o processo de microencapsualacao, a
gelificacéo idnica se destaca pela sua simplicidade, versatilidade, permitindo o
uso de solventes organicos e resultando em uma pratica ativamente utilizada em
farmacos e compostos ativos termossensiveis de interesse da industria de
alimentos (BENAVIDES et al., 2016; SILVA et al., 2018).

A formacao de microesferas por gelificacdo ibnica envolve a reticulacéo
de grupos carboxilicos da cadeia polimérica do hidrocoloide, formando zonas de
juncdo que sdo base para a estrutura tridimensional dos géis. Esta técnica é
baseada na capacidade de varios polissacarideos (ex. pectina, alginato de sodio
e carragena) em formar gel na presenca de ions polivalentes. O processo é dado
pelo gotejamento ou aspersdo de uma solucéo de polissacarideo aniénico sobre
uma solucéo catibnica em concentracdes previamente determinadas (AGUILAR
et al., 2015; BENAVIDES et al., 2016).

Ha duas maneiras de obter particulas por meio de gelificacéo ibnica:
atraves da gelificacdo idnica interna ou gelificacédo ibnica externa. A gelificacao
ibnica interna é dada pela dispersdo de uma fase aquosa contendo agente de
reticulagdo em sua forma inativa e biopolimero. Obtém-se resultado através da
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ionizacao do agente de reticulagdo com a reducéo do pH do meio ou pela adicao
de um acido organico que ao reagir com o agente de reticulacdo na fase aquosa
produz as particulas. Por outro lado, a gelificac@o ibnica externa pode produzir
particulas a partir da atomizacdo ou extrusédo da solucéo contendo o biopolimero
e 0 agente ativo em solucéo salina, onde as gotas permanecem sob agitacao por
um determinado periodo de tempo resultando em microgeis, visto que a difusdo
dos cétions divalentes presentes na solugdo salina através da superficie da gota,
promovem a formacdo de ligacdes cruzadas nas particulas (AGUILAR et al.,
2015; SILVA et al., 2018).

Assim, a técnica de gelificacdo i6bnica se mostra uma vantajosa escolha
para o processo de microencapsulacdo por apresentar diversos beneficios
como: nao necessita de pH e temperatura extremos, nao requer o uso de
solventes organicos, permite o uso combinado de biopolimeros, é capaz de
encapsular tanto compostos hidrofobicos como quanto hidrofilicos, devido a
porosidade da matriz da microparticula e por apresentar baixo custo comparado
a outras técnicas (GUZEY; MCCLEMENTS, 2007; SILVA et al., 2018).

Isto posto, a microencapsulacéo do eugenol por gelificacdo ibnica externa
permite a garantia de uma maior protecao do 6Oleo, visto que diminui a interacao
do mesmo com o ambiente. Além disso, diminui o aroma do eugenol,
possibilitando uma melhor aceitagcdo dos consumidores quando aplicado em

alimentos.

3.4 Eugenol

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) € o botéo seco da flor (Figura 4)
pertencente a familia das mirtdceas (Myrtaceae) de origem das ilhas Molucas,
localizada na Indonésia. E uma planta de porte arbéreo com copa alongada
caracteristica capaz de atingir em média 8 a 10 metros de altura. Suas folhas
possuem caracteristicas ovais, aromaticas e tem de 7 a 11 centimetros de
comprimento. Seu ciclo vegetativo € longo, podendo alcancar mais de cem anos
(CORTES-ROJAS et al., 2014).
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(d)

Figura 4. Fotos ilustrativas da arvore (a), folha (b), cravo-da-india em flor (c) e
cravo-da-india seco (d) (RADUNZ et al., 2019).

A composicdo quimica dos compostos volateis extraidos do S.
aromaticum (folhas, caules e botdes florais) apresenta como seu principal

componente o eugenol conforme a Tabela 1 (OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a
nomenclatura para o eugenol é 4-Alil-2-Metoxifenol, sua férmula molecular é
C10H1202 (Figura 5); peso molecular: 164,20 g/mol, ponto de ebuligdo: 255°C,
densidade: 1,0664 g/L, suas caracteristicas fisicas: liquido incolor ou amarelado,
solavel em é&lcool etilico, éter, cloroférmio e 6leo, pouco soluvel em agua e forte
odor (OLIVEIRA et al., 2009).

Tabela 1. Porcentagem dos componentes do 6leo essencial do Syzygium
aromaticum (OLIVEIRA et al., 2009).

Componentes % Area
FF* FSS* FSE* Pen* BFS*
Eugenol 81,47 87,07 82,64 90,41 88,38
B-Cariofileno 10,78 8,29 10,45 3,61 0,64
a-Humuleno 1,44 1,08 1,63 0,60 -
Acetato de eugenila 1,89 - - 3,76 10,98
Oxido de 0,47 - 0,51 - -
cariofileno

*FF: Folhas frescas; FSS: Folhas secas ao sol; FSE: Folhas secas em
estufa; Pen: Pedunculos e BFS: Botdes florais secos de Syzygium
aromaticum.
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Figura 5. Estrutura quimica molecular do eugenol (MEHER; CHAKRABORTY,
2018).

Os principais produtos obtidos do cravo-da-india no mercado nacional
atualmente, além do uso de seu botdo seco na culinaria, sdo o Oleo puro
propriamente dito ou derivados dele, cujas principais aplicacbes sdo como
anestésicos locais e como antissépticos em odontologia. Porém, ha muitos
estudos que envolvem diferentes aplicacbes desse composto, desde lencos
umedecidos com aroma de eugenol e filtros solares, até inseticidas e dispositivos
de liberacdo programada contendo uma mistura de agentes repelentes
(CORTES-ROJAS et al., 2014).

O eugenol também possui aplicacdes como componente de perfumes a
base de cravo, flavorizante de bebidas nédo alcéolicas, gomas de mascar, doces,
sorvetes, chocolates, produtos de panificacdo, gelatinas e pudins, além de ser
matéria-prima para a obtencdo de baunilha, e suas flores desidratadas séo
usadas como especiarias tanto para fins medicinais quanto para cosmeéticos
(SANTOS et al., 2014).

A extracdo do eugenol em escala laboratorial é realizada através da
hidrodestilacdo, ja em escala industrial € preferivel o uso do sistema de
destilacao por arraste de vapor. No entanto, métodos de extracdo com solventes
e com CO:2 supercritico também podem ser empregados quando se pretende
resultados mais eficazes (CORTES-ROJAS et al., 2014). O eugenol vem
despertando o interesse dos cientistas devido a sua lipossolubilidade, baixa

toxicidade e por possuir atividades bioldgicas (SANTOS et al., 2014).

Dentre as suas propriedades farmacolégicas, pode-se destacar:
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, modulador de respostas imunes,
anticarcinogénica, cardiovasculares, antinociceptiva e anestésica local. Podem
ser destacadas também atividade espasmolitica, antisséptica, relaxante

muscular, redutor de edema de lingua induzido por envenenamento de plantas,

26



atividade anti-helmintica em ruminantes, antipirética (quando administrado
periférica ou centralmente reduzindo a febre por acdo central, igualmente ao
acetominofeno) (SANTOS et al., 2014).

Embora o eugenol seja considerado uma substéncia de baixa toxicidade,
toda substancia do ponto de vista toxicolégico € considerada toxica conforme
suas condicbes de exposicdo (dose administrada ou absorvida, tempo,
frequéncia de exposicdo e vias de administracdo). Desta forma, é importante
conhecer formas seguras de utilizacdo a fim de prevenir possiveis efeitos

indesejados (Quadro 1).

Quadro 1. Verificacdo de letalidade progressiva do extrato etandlico de cravo-
da-india diluido em solucdo fisiolégica para via intraperitoneal em ratos
(AFFONSO et al., 2012).

Dose (mg/Kg) | Sintomas Mortalidade

500 e 437,5 Piloerecdo, edema de focinho, proptose, | Acima de 80%
contor¢cdes abdominais, baixas | dos grupos
excrecdes urinarias, excrecbes fecais
com muco, reducdo da frequéncia
respiratéria, distensdo abdominal e
agressividade.

187,5; 250 e | Piloerecao, palidez generalizada, | Entre 33 e 67%
375 agitacdo motora e posterior sonoléncia, | das amostras

lacrimejamento, convulsdes, contor¢des
abdmonais, dispneia, baixa diurese e

excrecao fecal intensa.

137,5 e 180 Auséncia de diurese, excrecdo fecal | Abaixo de 17%
abundante, reducdo da frequéncia
respiratéria, alteracbes de marcha e

tremores leves.

3.5 Materiais encapsulantes

Um dos principais determinadores do desempenho, e por sua vez, da

efichcia do processo de microencapsulacdo é a escolha do material
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encapsulante ou material de parede. Os materiais de parede possuem a funcao
primordial de proteger o material ativo do ambiente (luz, umidade, substancias,
entre outros) durante o0 processo de armazenamento, permitindo o
prolongamento da vida de prateleira do produto. Além de possuir a capacidade
de prevencdo da perda de compostos volateis encapsulados e facilitar o
manuseio do produto final (SHAHIDI; HAN, 1993).

Para que o material de parede possua essas funcionalidades, 0 mesmo
precisa apresentar propriedades emulsificantes, formar facilmente a pelicula
envolvente, possuir baixa viscosidade em altas concentracdes de solidos e
apresentar baixa higroscopicidade, além de ser econdémico, possuir um sabor
agradavel e ser de facil obtencdo. No entanto, nenhum material encapsulante
sozinho apresenta todas estas caracteristicas, logo sdo utilizadas combinacdes
de materiais encapsulantes. Desta forma, a escolha do agente encapsulante é
baseada em trés critérios principais: aplicacao, economia e seguranca. No setor
alimenticio sdo necessarias a biocompatibilidade, a biodegradabilidade e a ndo
toxicidade (MARFIL, 2014).

3.5.1 Alginato de sodio

O alginato ou &cido alginico € um polissacarideo nao téxico de alta massa
molar, cuja formacéao se da de forma linear por liga¢des glicosidicas a(1,4) entre

os mondémeros B-D-Maurénico e acido a-L-Gulurénico (Figura 6) (MENEZES et

al., 2013).
& cQo" 0
OH
/M o0

D-mannuronic acid
(M)

L-guluronic acid
(G)

Figura 6. Estrutura quimica molecular do alginato (MENEZES et al., 2013).

A parede celular de algas marinhas pardas € a fonte mais comum

utilizada para extrair este polissacarideo para finalidade comercial, entretanto,
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também microrganismos também sao utilizados em condi¢des controladas para
a producéao deste biomateria (MULLER et al., 2011).

O d-manuronato era dito como principal componente do alginato até a
identificagc&o do I-guluronato. Posteriormente foi observado que os alginatos séo
copolimeros em bloco e que a proporcdo entre 0s seus compostos (manuronato
e guluronato) variam de acordo com a fonte natural. Desta forma, o alginato €
considerado uma familia completa de copolimeros lineares contendo blocos de
residuos de <0044> -d-manuronato (M) e <0045> -l-guluronato (G) ligados por
(1,4). Os blocos sdo compostos de residuos G consecutivos (GGGGGG),
residuos M consecutivos (MMMMMM) e residuos M e G alternados (GMGMGM)
(LEE, MONEY, 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Estruturas quimicas de bloco G, bloco M e bloco alternado em alginato
(LEE, MONEY, 2012).

Assim, a fonte da qual é extraido o alginato difere nos teores M e G, além
do comprimento de cada bloco. Acredita-se que apenas os blocos G participam
na reticulacdo intermolecular com cétions divalentes (por exemplo, Ca?*) para
formar hidrogeis. Assim, as propriedades fisicas do alginato e seus respectivos
hidrogeis sofrem influéncia de diversos fatores: composicdo (razédo M/G),
sequéncia dos blocos, comprimento do bloco G e do peso molecular. Por outro
lado, as propriedades mecéanicas dos géis de alginato sédo diretamente
proporcionais ao tamanho do comprimento do bloco G e do peso molecular, ou
seja, quando o tamanho do bloco aumenta as propriedades também se elevam
(LEE; MONEY, 2012).
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De acordo com as suas caracteristicas, como ser atéxico, biodegradavel,
de baixo custo e de facil gelificacdo, o alginato € comumente utilizado como
agente espessante, estabilizante, formador de suspensdes e de filmes, produtor
de géis e agente estabilizador de emulsfes, possuindo capacidade de formar
géis rapidamente quando na presenca de cations de metais divalentes, tais como
calcio, magnésio, manganés, aluminio e ferro (MAHDI et al., 2016; KHALIL et al.,
2017).

Diante disto, o alginato pode ser utilizado amplamente pela indastria por
ser um aditivo alimentar. E possivel constatar que varias pesquisas relacionadas
a elaboracéo de filmes e revestimentos com alginato, especialmente aditivado,
vem sendo desenvolvidas. Essa aditivacdo pode gerar alteracbes nas
caracteristicas dos filmes e revestimentos, seja aumentando sua opacidade
(como no uso de extratos), como melhorando suas propriedades mecéanicas
(como, por exemplo, adicionando glicerol ou reticulando com ions de célcio),
reduzindo sua solubilidade (aplicando outras matrizes em misturas com alginato
ou adicionando célcio no preparo dos filmes), e até aumentando ou gerando
capacidade antimicrobiana (como no uso de agentes que atuam contra
microrganismos) e antioxidante (utilizando compostos fendlicos com acao
antioxidante) (PEREDA et al., 2011; KHALIL et al., 2017).

Desta forma, para Lee e Money (2012) a escolha do alginato de sodio
como material de parede para a microencapsulacao € justificada devido as suas
vantagens como liberacdo controlada das substancias encapsuladas, facilidade

de gelificacédo, biocompatibilidade e atoxicidade.
3.5.2 Proteinado soro do leite

As proteinas sdo macromoléculas compostas por aminoacidos unidos por
ligagOes peptidicas. Apresentam estrutura macromolecular tridimensional que
abrange as estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. Esta
estrutura se estabiliza por meio de ligacdes de hidrogénio e ligagbes dissufidicas
entre os grupos laterais dos aminoacidos. A diversidade das estruturas é dada
pelo tipo, numero e sequéncia de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica
(AGUILAR et al., 2015; WAGONER et al., 2016).
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As cadeias polipeptidicas das proteinas globulares sdo normalmente
dobradas apresentando-se de forma compacta esferoide, com a maior parte dos
aminoécidos apolares no interior da molécula e os aminoacidos polares em seu
exterior. A interacdo entre as proteinas pode ocorrer de forma complexa
envolvendo o sitio de ligacédo, por exemplo. Estas proteinas podem ser aderidas
as particulas por meio de véarios mecanismos fisico-quimicos ou podem ser
adsorvidas a matriz através de interacdes especificas, ligacdo covalente e ndo
covalente (WAGONER et al., 2016).

A principal fonte de proteinas globulares em produtos alimenticios s&o as
proteinas do soro do leite, as quais compdem entre 18 e 20% do teor total de
proteinas presente no leite. S&do compostas pelas seguintes proteinas [-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulina,
lactoferrina, lactoperoxidase, tragos de lactose e sais (EL-SALAM, EL-SHIBINY,
2015).

As proteinas do soro do leite sdo desperdicadas como residuo originado
na industria de laticinios e devido a sua rica composi¢cdo nutricional o seu
descarte € preocupante em relacdo a preservacdo ambiental. A aplicacdo destas
proteinas pode ser benéfica para a saude visto que enriguecem nutricionalmente
o produto. Ao serem utilizadas como material para revestimentos comestiveis
apresenta como vantagem a extensdo da validade comercial e melhoria na
qualidade nutricional dos alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2015).

Neste sentido, as proteinas do soro lacteo vém sendo largamente usadas
na area de alimentos devido ndo apenas ao seu alto valor nutricional como as
suas propriedades funcionais (solubilidade, emulsificacdo, gelatinizacdo e
capacidade de reter agua). Podem ser encontradas comercialmente como
isolados (WPI), concentrados (WPC) e hidrolisado proteico de soro (HWP), os
quais apresentam diferencas em suas propriedades devido a composi¢cdo do
leite e condi¢cbes de producédo (AGUILAR et al., 2015; EL-SALAM, EL-SHIBINY,
2015).

Assim, estas proteinas tém sido utilizadas na producdo de micro e
nanoparticulas como material Unico de parede, em misturas de materiais ou

como recobrimento. O seu caréater catibnico permite que seja complexada a
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polissacarideos aniénicos formando assim um sistema de protecdo contra
fatores como pH, oxigénio, luz, vapor de agua, entre outras condi¢cdes ambientais
ou do préprio produto alimenticio (AGUILAR et al., 2015; EL-SALAM, EL-
SHIBINY, 2015; WAGONER et al., 2016).

Desta forma, o recobrimento de microparticulas com proteina do soro do
leite isolada garante maior protecdo do material ativo, agregando ainda valor
nutricional e propriedades funcionais ao alimento a serem aplicadas. Além disso,
permite 0 aumento e a carga de superficie das microparticulas. E para que a sua
aplicacé@o obtenha eficcia é ressaltada a influéncia das condig6es ambientais e
do alimento (temperatura, pH, forca idnica), relacdo de quantidade entre os
biopolimeros e concentracdo dos mesmos na adsorcdo das proteinas na
superficie da microparticula, pois estes fatores possuem grande impacto na forca
e no tipo de cargas formadas (RAIKOS, 2010; FUSTIER et al., 2015).

Desta maneira, recobrir as microparticulas de alginato de sodio com
proteina do soro do leite isolada (WPI) para encapsular eugenol pode possibilitar
adicional protecdo do 6leo (principalmente frente a oxidacao lipidica), melhorar
a estabilidade e a viabilidade do ativo a passagem da microparticula pelo trato
gastrointestinal. Além disso, traz a matriz alimentar beneficios nutricionais e
pode melhorar as propriedades funcionais da particula (RAIKOS, 2010;
AGUILAR et al., 2015; WAGONER et al., 2016).
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ARTIGO 1

EFEITO DA MICROENCAPSULACAO E COBERTURA DE
MICROCAPSULAS COM PROTEINA ISOLADA DE SORO DE LEITE NA
ATIVIDADE BACTERIANA DO EUGENOL

Merielly Saeli de Santana, Francisco Humbeto Xavier Janior, Mariane Cajubé

de Brito Lira Nogueira, Erilane Castro de Lima Machado
RESUMO

O eugenol é reconhecido por seu efeito antimicrobiano contra bactérias
patogénicas responsaveis por contaminacdes alimentares. As suas
caracteristicas que limitam a sua aplicacdo em alimentos podem ser superadas
ao utilizar a técnica de microencapsulacdo. A combinacdo desta técnica com
recobrimento proteico favorece a protecdo da substancia ativa, além de utilizar
um sub-produto da inddstria de alimentos com alto valor nutricional. Objetivou-
se com este estudo avaliar o potencial antibacteriano do eugenol
microencapsulado com alginato de sédio em associacdo ao Tween 80, por
gelificacdo idnica externa, e recobrimento com proteina do soro do leite isolada.
A eficiéncia do recobrimento proteico e da encapsulacdo do eugenol foram
avaliadas ao se quantificar a proteina e o0s compostos fendlicos,
respectivamente. A caracterizacdo das microparticulas se deu através das
técnicas de microscopia (MO e MEV), espalhamento dindmico de luz (DLS),
tamanho médio, indice de polidispersdo e potencial zeta. A atividade
antimicrobiana in vitro do eugenol foi determinada em concentracdes
equivalentes para a sua forma livre, microencpasulada (com e sem recobrimento
proteico) e com a microparticula vazia (com e sem recobrimento proteico), por
meio das técnicas de concentracdo inibitoria minima frente as espécies
contaminantes de alimentos: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. O recobrimento proteico foi
satisfatorio devido a coloragédo azul das microparticulas, assim como a presenca
de 16% de proteina na superficie das microparticulas. A morfologia uniforme das
microparticulas foi observada, apresentando formato esférico. Além de
apresentar reducdo na rugosidade das microparticulas ap6s o processo de
recobrimento proteico. O tamanho 1,33 + 0,5 pum favoravel a aplicagdo em
alimentos, e seu indice de polidispersédo (0,32) evidencia a uniformidade deste
tamanho. O potencial zeta se manteve negativo ap0s a adsorcéo proteica. A
atividade antibacteriana in vitro dos microencapsulados com eugenol frente aos
microrganismos em teste se mostrou eficaz de acordo com os menores valores
de crescimento microbiano encontrados.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial. Fitoquimico. Proteina do soro lacteo.
Alginato de sodio. Conservagao. Alimentos.
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ABSTRACT

Eugenol is recognized for its antimicrobial effect against pathogenic bacteria
responsible for food contamination. Its characteristics that limit its application in
food can be overcome by using the microencapsulation technique. The
combination of this technique with protein coating favors the protection of the
active substance, in addition to using a by-product of the food industry with high
nutritional value. The objective of this study was to evaluate the antibacterial
potential of eugenol microencapsulated with sodium alginate in association with
Tween 80, by external ionic gelation, and coating with isolated whey protein. The
efficiency of protein coating and eugenol encapsulation were evaluated by
quantifying protein and phenolic compounds, respectively. The microparticles
were characterized by microscopy techniques (MO and SEM), dynamic light
scattering (DLS), medium size, polydispersity index and zeta potential. The in
vitro antimicrobial activity of eugenol was determined in concentrations
equivalent to its free, microencapsulated form (with and without protein coating)
and with the empty microparticle (with and without protein coating), using the
techniques of minimum inhibitory concentration and bactericidal concentration
minimal against contaminating food species: Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. The protein
coating was satisfactory due to the blue color of the micropatrticles, as well as the
presence of 16% protein on the surface of the microparticles. The uniform
morphology of the microparticles was observed, presenting a spherical shape. In
addition to presenting a reduction in the roughness of the microparticles after the
protein coating process. The size 1.33 = 0.5 um favorable to application in food,
and its polydispersity index (0.32) shows the uniformity of this size. The zeta
potential remained negative after protein adsorption. The in vitro antibacterial
activity of microencapsules with eugenol against the microorganisms under test
was effective according to the lowest values of microbial growth found.

KEYWORDS: Essential oil. Phytochemical. Whey protein. Sodium alginate.
Conservation. Foods.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo dos alimentos por microrganismos patogénicos pode
causar a Doenca Transmitida por Alimentos (DTA) nos consumidores. A
deterioracdo destes alimentos também pode ser causada influenciando as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Diante disso, ha a necessidade do uso de
produtos com atividade antimicrobiana frente a bactérias contaminantes de
alimentos para que ocorra a eliminacdo ou impedimento do desenvolvimento
destes microrganismos (BRASIL, 2018; BRASIL, 2019).

A fim de substituir os conservantes sintéticos devido aos seus efeitos
carcinogénicos, o uso de antimicrobianos de origem vegetal é visto como
alternativa para garantir a segurangca microbiolégica e consequentemente a
conservacao do alimento. Dentre os agentes mais eficazes presentes nos 6leos
essenciais, 0 eugenol se destaca como o componente que melhor reduz a
atividade bacteriana. O eugenol é um 6leo volatil e sua atividade esta atribuida
aos compostos fendlicos em sua composicdo, agindo na inibicdo da respiracdo
e divisao celular bacteriana (TANGERINO, 2006; MAJEED et al., 2015;
CASTRO-ROSA et a., 2017).

Para que este composto seja aplicado em alimentos € necessario um
sistema capaz de protege-lo das condicbes ambientais (ex. oxigénio, luz,
umidade), assim como capaz de reduzir o seu odor caracteristico. A técnica de
microencapsulacdo permite a protecdo do material encapsulado de situacées
adversas, estabilizacdo do produto, além de mascarar odores e liberar de forma
controlada a substéncia ativa (XIAO et al., 2014; HOLKEM et al., 2015).

A combinacdo do processo de microencapsulacdo com o recobrimento
proteico permite uma maior protecdo do composto a ser microencpasulado, visto
que a producdo de microparticulas pela técnica de gelificacdo idnica externa
resulta em microparticulas porosas e o uso de proteina do soro do leite isolada
favorece a protecéo do eugenol frente a oxidacao lipidica (FUSTIER et al., 2015;
SILVERIO et al., 2018).

Desta forma, o estudo propbe a obter microparticulas com eugenol
recobertas com proteina do soro do leite, e verificar a influéncia da cobertura nas

caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas e na atividade antibacteriana
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do eugenol na inibicdo de a Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,

Listeria monocytogenes e Escherichia coli.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Avaliagéo das condi¢cdes e processamento do sistema

Ensaios preliminares foram realizados para alcancar as condicbes mais
adequadas para a obtencéo de microparticulas de eugenol por gelificacdo ibnica
externa utilizando como material de parede o alginato de sédio em associa¢ao
ao Tween 80 recobertas de proteina de soro lacteo isolada, baseando-se nos
seguintes fatores associados as microparticulas: formacdo, aspectos e

caracteristicas visuais, e percepc¢ao de odores (dados ndo publicados).
2.2 Preparacao das amostras

A solucao de alginato de sédio, bem como a dispersao proteica foram
preparados no Laboratério de Bromatologia, localizado no Centro Académico de
Vitéria — UFPE/CAV. A emulsdo e o preparo das microparticulas foram
realizados no Laboratério de Bioquimica, localizado no Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) — UFPE, Campus Recife.

2.2.1 Solucao de alginato de sodio

O polissacarideo (Sigma — Aldrich) foi dissolvido a 2 % (p/v) em agua
destilada sob agitacdo constante a uma temperatura de 70 °C até completa

solubilizacéao.
2.2.2 Emulséo

A fim de compor a emulsdo para o preparo das microparticulas, foram
homogeneizados em banho de gelo em Ultra-Turrax (IKA T25) a 13.500 rpm: 10
ml (p/v) de alginato de sodio (2 %), 200 ul (v/v) do emulsificante Tween 80
(Polissorbato — Dinamica) (2 %) e 100 pl (1,06 mg.mL™1) (v/v) do eugenol (Sigma
— Aldrich, ReagentPlus, 99%) (1 %).

2.2.2 Disperséo proteica

A proteina do soro do leite isolada (WPI) (Isofort — Vitafor, Sabor neutro)
(6 %) foi dispersa em 200 ml (p/v) de agua destilada. O pH da disperséao foi
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ajustado para 4,0 utilizando solucéo de acido cloridrico (HCI) a 0,5 M (TELLO et
al., 2015).

2.3 Preparacao das microparticulas

A emulsdo composta de alginato de sédio, tween 80 e eugenol foi
depositada em uma seringa (10 mL) e posteriormente pulverizada no
encapsulator (BUCHI 395-PRO), sob frequéncia de 1500 Hz, voltagem de 1500
Hz e fluxo de 10 mL/min, utilizando bico de aspersdo de 120 um em um béquer
contendo uma solucao de 250 mL de cloreto de célcio (Dihidratado — Dindmica)
sob agitacdo constante a temperatura ambiente.

2.4 Recobrimento das microparticulas

O recobrimento proteico foi realizado, no laboratério de Bromatologia
(UFPE/CAV), através da transferéncia das microparticulas para a disperséo
proteica de WPl em um béquer sob agitacao constante (500 rpm) por 30 minutos.
Em seguida, as microparticulas recobertas foram lavadas com agua destilada,
filtradas com auxilio de papel de filtro e armazenadas sob refrigeracao (6 + 2 °C).
2.5 Eficiéncia do recobrimento proteico

A eficiéncia do recobrimento proteico foi determinada de forma
qualitativa e quantitativa, ambas realizadas no Laboratorio de Bromatologia
(UFPE/CAV).

A determinacdo qualitativa da eficiéncia consistiu na andlise
colorimétrica especifica para proteinas com o corante Coomassie Brilllant Blue
— G250 segundo HE (2011). Para isto, solucbes corante e descorante foram
preparadas, sendo a solugdo corante composta de metanol (90 mL), &cido
acético glacial (10ml) e 0,25g do corante; e a solu¢do descorante composta das
mesmas guantidades de metanol e acido acético glacial com a auséncia do
corante.

Para o procedimento, as microparticulas foram mantidas em solucao
corante por 24h sob refrigeracdo (6 + 2 °C), em seguida foram filtradas e
transferidas para a solucdo descorante, onde foram mantidas por 24h sob
refrigeracdo (6 + 2 °C). O processo de descoloracéo das particulas foi realizado
duas vezes a fim de garantir a remocao de possivel corante fixo na superficie
das particulas. A leitura do resultado foi observada a olho nu e através de

microscopia Optica, verificando-se microparticulas com coloragdo azul quando
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recobertas por proteina do soro do leite.
Por outro lado, a determinacao quantitativa da eficiéncia foi realizada pelo
método de Kjedhal (AOAC, 1995), usando o fator de corre¢cdo de nitrogénio-

proteina de 6,38.
2.6 Eficiéncia de encapsulagéo (EE %)

A EE% foi calculada pela quantificacdo dos compostos fendlicos
presentes na superficie e no interior das microparticulas, segundo o método
proposto por Rutz et al. (2013). As andlises realizadas, no Laboratorio de
Bromatologia e Multifuncional 2 (UFPE/CAV), para este fim estdo expressas na
figura 1.

Para isso, foram pesados 0,1 g de microparticulas e distribuidas em
um baldo volumétrico com 10 mL de metanol. Em seguida, foi realizada uma
ligeira homogeneizacdo manual e extraido 0,2 mL do sobrenadante da solucéo
inicial, este volume foi agitado em vértex por 1 min e destinado a analise do
método de Folin-Ciocalteu (RUTZ et al., 2013), resultando no valor de compostos
fendlicos de superficie.

Os compostos fendlicos totais foram determinados ao extrair 9,5 mL da
solucéo inicial do baldo volumétrico para um tubo de ensaio e homogeneizada
em vortex (Marconi) por 1 min e mantida em repouso por 24 h. Posteriormente a
solucéo foi centrifugada a 4200 rpm por 15 min a 25 °C e por fim destinado a
andlise do método de Folin-Ciocalteu (RUTZ et al., 2013).

A analise do conteudo fendlico através do método de Folin-Ciocalteu
foi realizada segundo RUTZ et al. (2013) com algumas modificacBes. Das
solugdes dos compostos fendlicos de superficie e totais contidas nos tubos de
ensaios foram adicionados 1 mL de solu¢éo de Folin 0,25 M diluida a 1:10 (v/v).
Apds 3 minutos no escuto, foram adicionados a cada tubo 0,8 mL de carbonato
de sédio a 7,5 % e mantidos por 2 horas no escuro a temperatura ambiente. Em
seguida, foi realizada a medida de absorbancia em espectrofotometro no
comprimento de onda de 765 nm.

Usou-se a equacgao (1) seguinte para quantificar em percentual a EE
(Eficiéncia de Encapsulacéo), considerando o conteudo de compostos fendélicos
presentes na superficie e dentro das microparticulas obtidos na leitura

espectrofotométrica:
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EE =

__ Compostos fendlicos totais—Compostos fenolicos da superficie

Compostos fendlicos totais

x 100 (1)

Para esta determinagdo foi utilizada uma curva padréao preparada com

acido galico através da representacdo grafica da absorbancia em funcédo da

concentracédo e foi encontrada a equacao linear (y = 0,012x — 0,032, R? =

0,9967). O teor total de fenol no extrato foi expresso em termos de equivalente

de acido galico (mg EAG/g de extrato).

COMPOSTOS FENOLICOS DE
SUPERFICIE

Pesagem das microparticulas
(0.19)

Extrair
(0,2 mL)

Agitar em vortex
{1 min)

Solubilizagdo em metanol
{10 mL)

COMPQOSTOS FENOLICOS

Adicionar solucio de Folin
(1 mL—1:10 viv)

Repouso
(Escuro — 3 min)

Adicionar solucéo de
carbonato de calcio

(0,8 mL -7.5 %)

Repouso

{Escuro — 2 h)

Leitura no espectrofotémetro
(765 nm)

TOTAIS

N

_/

Extrair
(9.5 mL)

Agitar em vortex
{1 min})

Repouso
(24 h)

Centrifugar
(4200 rpm — 25 °C — 15 min)

Figura 1. Fluxograma das analises de eficiéncia de encapsulacdo das

microparticulas.

2.7 Caracterizacao das microparticulas

2.7.1 Microscopia oOptica (MO)

A caracterizacdo por meio da microscopia Optica foi realizada, no

Laboratério de Microscopia (UFPE/CAV), com as particulas em disperséo, onde
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uma gota da solucéo de cloreto de calcio contendo as mesmas foi depositada
em lamina coberta por laminula. As micrografias Opticas foram realizadas em um
microscopio optico (OPTON — TIM 2008) acoplado em um sistema de aquisi¢cao

de imagens digitais.

2.7.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo morfologica por meio do MEYV foi realizada no Laboratorio de
Instrumentacéo e Analise localizado Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ)
— UFRPE. A desidratacdo das microparticulas foi realizada em dessecador por
24 horas. Entdo as amostras foram dispostas em stubs sobre fita de carbono e
metalizadas a vacuo (Denton Vacuum, Disk V, EUA). Utilizou-se microscépio
optico de varredura (Tescan, MLU, VEGAS3) com voltagem de 30kV.

2.7.3 Tamanho de microparticula, indice de polidispersao e potencial zeta

As microparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho e indice de
polidispersao (expressos como tamanho médio) e quanto a carga superficial
(através do potencial zeta) pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS)
utiizando o equipamento Nano Brook Zeta Plus Zeta Potential Analyzer
(Brookhaven, EUA). Para cada medicéo, 10 yuL das amostras foram diluidos (v/v)
em 2 mL de agua destilada em pH neutro (~ 7,0). O experimento foi realizado
quatro vezes utilizando preparacdes distintas para as microparticulas sem e com

recobrimento proteico.

2.7.4 Atividade antimicrobiana

As analises referentes a atividade antimicrobiana foram realizadas no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, localizado no Centro Académico de
Vitéria (UFPE/CAV). O efeito antimicrobiano foi determinado através das
analises de Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando as cepas padrao das
espécies de bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538, Esherichia coli ATCC
8739, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Listeria monocytogenes ATCC
3533. Os resultados do CIM foram expressos em mg.mL™.

A avaliacdo do efeito antimicrobiano foi determinada com as com as
microparticulas vazias (sem o eugenol), microparticulas de eugenol sem o

revestimento proteico, microparticulas de eugenol recobertas com WPI e com o
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eugenol livre por meio de duas metodologias.

As bactérias foram mantidas sob refrigeracéo (6 + 2 °C) em meio sélido
inclinado TSB (Tryptic Soy Broth), realizando-se frequente renovacdo e
manutencdo da cultura, apds a ativacdo da cultura estoque liofilizada. Para
realizar a reativacdo, cada cepa bacteriana foi transferida, com auxilio de alga
de platina, para tubos de ensaio com meio sélido inclinado TSB e incubadas em
estufa durante 24 h a 37 °C. Em seguida, uma alcada foi extraida e
ressuspendida em agua destilada esterilizada, a qual foi padronizada na
concentracdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL™) através da leitura espectrofotométrica a 630 nm para confirmacéo da

concentracdo de microrganismos na suspensao.

2.7.4.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de
diluicho em microplacas (96 pocos) de acordo com a metodologia descrita
segundo a horma M7-A6 do Manual Clinical And Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2019).

Os pocgos das microplacas foram preenchidos com 80 uL de caldo Mueller
Hinton. Em seguida cada antimicrobiano (eugenol livre e encapsulado) foi diluido
em Tween 80 a 0,02%, de onde foram transferidos (100 pL) para seus
respectivos pocos para alcance da diluicdo seriada de 0,01 a 1,0 mg.mL™.
Adicionalmente foram distribuidos 20 pL das suspensdes bacterianas em cada
poco das microplacas.

Como controle negativo foram utilizados o0s antimicrobianos
(microparticulas vazias — com e sem recobrimento proteico, microparticula sem
recobrimento proteico, microparticula com recobrimento proteico e o eugenol
livre - 6leo) e o meio de cultura (caldo Mueller Hinton). Enquanto o controle
positivo foi composto pelo meio de cultura (caldo Mueller Hinton) e a suspensao
bacteriana.

Apés o preparo, as misturas em teste foram avaliadas em leitor
espectrofotometro de microplacas BIOTEK EIx808 a 630 nm, determinando a

leitura no tempo inicial (0 h), 24 h, 48 h e no tempo final (72 h).
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Figura 2. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima.

A partir das leituras espectrofotométricas foi determinada a concentracédo
inibitéria. minima onde n&o houve crescimento bacteriano para cada

microrganismo diante os antimicrobianos testados.

2.8 Analise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata e as andlises estatisticas

foram realizadas com estatistica descritiva (média e desvio padrao).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Eficiéncia do recobrimento proteico

A determinacéo qualitativa da eficiéncia do recobrimento proteico permitiu
observar que as microparticulas alteraram a sua coloracdo para azul. Desta
forma, como o corante utilizado € especifico para proteinas, esta mudanca na
coloragdo demonstra que houve fixacdo da proteina na parede das
microparticulas sugerindo que houve uma boa eficiéncia de recobrimento. Ao
comparar com a coloracao de microparticulas sem o revestimento com proteina
do soro do leite isolada submetidas ao mesmo método, € notorio a auséncia de

cor azul, como mostra a Figura 3.
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P A 'a (b)

Figura 3. Micrografias opticas das microparticulas com recobrimento proteico (a)

e sem recobrimento proteico (b) coradas com Coomassie Brillant Blue.

A determinacao quantitativa da eficiéncia de recobrimento proteico a partir
do método Kjedhal (AOAC, 1995) usando o fator de correcdo de nitrogénio-
proteina de 6,38 permitiu quantificar o percentual de proteina das microparticulas

gue resultou em 16 %.

Como as microparticulas formadas por gelificacdo idnica sdo porosas,
devido a possibilidade de ocorrer além das interacdes eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas proteina-polissacarideos, as moléculas de
proteina também podem penetrar nos poros das microparticulas resultando em

um baixo percentual de adsorcao proteica (ARANHA, 2015).

Neste sentido, AGUILAR et al. (2015) observou que a quantidade de
proteina adsorvida nas microparticulas aumentou a medida que a concentracdo
proteica na solucdo era maior, independentemente do tipo de proteina utilizada.
Nas concentracfes de 1,7 %, 3 % e 4 % a quantidade adsorvida de proteina do
soro do leite concentrada (pH 3,75) foi de 38,8 + 4,7 %, 46,1 +2,1 % e 59,2+ 1,9
%, enquanto que quando as proteinas da clara de ovo (pH 3,50) foram utilizadas,
as quantidades adsorvidas foram de 25,7 + 1,4 %, 33,1+ 2,2 % e 455+ 2,8 %

Ao avaliar a adsorcéo de proteina do soro de leite e proteinas da clara do
ovo em microparticulas a base de alginato e pectina, Tello et al. (2015) obteve
resultados de adsor¢ao proteica superiores nas microparticulas de pectina (~ 62
%) do que nas microparticulas de alginato (~ 60 %) utilizando 8% de dispersao

proteica.
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3.2Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacéo foi determinada de acordo com a presenca
de compostos fendlicos nas microparticulas, a qual foi expressa em percentual.
As microparticulas com recobrimento proteico e sem recobrimento proteico
obtiveram valores médios de eficiéncia de encapsulacdo de 84,3% e 86,4%,

sendo considerada uma alta faixa de encapsulacéo.

Este parametro é influenciado por diversos fatores e um deles € a escolha
do emulsificante. O uso destes agentes surfactantes, como o Tween 80 utilizado
no presente estudo, auxilia na estabilizacdo da emulséo, facilitando a disperséo
do 6leo em pequenas gotas na fase aquosa e consequentemente pode favorecer
0 aumento da EE % no composto ativo (GALLO, 2019).

Com base nisto, RADUNZ et al. (2019) ao elaborarem microparticulas de
alginato por gelificacdo ibnica para encapsular 6leo essencial de cravo-da-india,
obtiveram variacdo no valor de EE % ao utilizarem emulsificantes diferentes.
Quando fizeram uso de monolaurato de polioxietileno de sorbitana encontraram
EE de 83,6 % e obtiveram valores superiores ao utilizarem monoesteraro de
glicerol (92,1 %), havendo diferenca significativa na eficiéncia de encapsulacao

em funcao da utilizacéo de diferentes emulsificantes.

Assim como a selecéo do surfactante, a temperatura também é um fator
gue influencia diretamente na eficiéncia de encapsulacdo. No presente estudo,
as emulsbes destinadas a producdo das microparticulas foram preparadas em
banho de gelo a fim de dar estabilidade as mesmas. Nesta perspectiva,
MENDES et al. (2012) constataram que a baixa temperatura estabilizava as
particulas mantendo mais 6leo em seu interior obtendo valores de 31,2% a
43,1%, valores estes atribuidos paralelamente a diferenca de material de parede
utilizado.

3.3Caracterizacdo das microparticulas

3.3.1 Tamanho médio

O tamanho das microparticulas sofreu mudanca apds o0 processo de
recobrimento proteico, visto que a média aumentou de 1,17 + 0,3 um para 1,33

+ 0,5 um. Nesta perspectiva, é ressaltada a capacidade da concentracao de
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proteina utilizada assim como do tempo de imersédo na disperséo proteica em
influenciar o tamanho das microparticulas apds o processo de recobrimento

podendo resultar em seu aumento (SILVA, 2016).

Autores como TELLO et al. (2015) e BENAVIDES et al. (2016)
perceberam o aumento no didmetro de suas microparticulas, tal fato atribuido ao
aumento da concentracao proteica utilizada (2 a 8 %) bem como ao aumento da
concentracdo de 0Oleo essencial (1 a 3 %) utilizado na formulacdo. No entanto,
GALLO (2019) ao recobrir microparticulas de alginato 6leo essencial de orégano,
por gelificagdo idnica, com 4 % de proteina do soro lacteo concentrada, néo

observou aumento do tamanho médio das amostras sem e com recobrimento.

O indice de polidispersdo encontrados no presente estudo revela a
similaridade entre as microparticulas recobertas com proteina das amostras
correspondentes as formulacdes estudadas, haja vista que o seu valor médio foi
de 0,32 £ 0,01. SILVA (2016) destaca que a uniformidade, bem como o tamanho
reduzido das microparticulas formadas no encapsulator € prevista, pois 0 uso
deste equipamento garante menor diametro e maior homogeneidade das
microparticulas. Neste sentido, o uso de microparticulas (1 pm a 1000 pm) &
desejavel para a aplicacdo em alimentos devido a sua incorporacdo causar
menor alteracdo nas caracteristicas sensoriais e propriedades de textura do
produto (SILVA, 2016).

3.3.2 Morfologia

Verificou-se que houve uma uniformidade para tendéncia ao formato

esférico entre as microparticulas (Figura 4).

- -
100pm 100 pm

(@ bl R - o T
Figura 4. Micrografias Opticas das microparticulas de eugenol sem recobrimento

proteico (a) e das microparticulas de eugenol com recobrimento proteico (b).
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Ainda, o processo de recobrimento resultou no aumento da espessura da
parede das microparticulas. Tais resultados eram previstos com base no fato de
gue o processo de microencapsulacdo permite a formacdo de microparticulas
com morfologia esférica e a adicdo de componentes pode influenciar a

espessura da superficie das mesmas (GALLO, 2019).

SEMHV:200kV | WD:10.28mm | (()(11 VEGA3ITESCAN] SEMHV:200kV = WD: 11.66 mm
SEM MAG: 1.40 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 890 x Det: SE
View field: 148 ym  Date(midly): 11728119 e View fieid: 233 ym  Date(midly): 11728119

Figura 5. Imagens obtidas por microscépio eletrbnico de varredura das
microparticulas de eugenol sem recobrimento proteico (a) e das microparticulas

de eugenol com recobrimento proteico (b).

Quanto a superficie (Figura 5), as microparticulas apresentaram
irregularidades exibindo abaulamento. As microparticulas sem recobrimento
demonstraram um aspecto rugoso, o qual foi amenizado pelo processo de

recobrimento proteico.

Estas caracteristicas irregulares sao amplamente mencionadas na
literatura, visto que as amostras destinadas a técnica de MEV além de serem
secas previamente sdo submetidas a um vacuo a fim de metaliza-las. Desta
forma, as microparticulas tendem a perder o seu aspecto esférico, visto que nao
apresentam resisténcia total ao processo de secagem, ocorrendo perda de agua

e reducdo na porosidade da superficie (TELLO et al., 2015).

As alteracdes supracitadas percebidas no presente estudo se
assemelham ao que foi encontrado por outros autores, como AGUILAR et al.
(2015), que mencionaram a presenca de inconstancia. na superficie das
microparticulas recobertas com proteina do soro do leite e ndo observaram

diferencas significativas com as microparticulas sem este recobrimento. Assim
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como GALLO (2019), que ao submeter suas particulas a secagem, verificou
mudancas na superficie, deixando-as com irregularidades e com presenca de

trincas superficiais.

3.3.3. Potencial zeta

Os valores de potencial zeta das microparticulas sem recobrimento
proteico foram similares as amostras correspondentes a formulacdo estudada,
apresentando valor de — 5,86 + 1,75 mV. A carga negativa destas microparticulas
esta atribuida ao fato de que o alginato de sddio, material de parede utilizado em
sua formulacdo, € um polieletrélito anidnico e a sua carga liquida negativa é
proveniente dos grupamentos carboxilas carregados negativamente (COQO") ao
longo dos blocos D-manurénico e L-gulurénico (BAJPAI; TANKHIWALE, 2006;
FEDALTO et al., 2017).

Ao recobrir as microparticulas o valor encontrado para o0 seu potencial
zeta foi de -15,28 £ 0,50 mV. Logo, ndo houve alteracao na carga liquida quando
comparado as microparticulas sem cobertura, no entanto houve a diminui¢ao
deste valor. Estas cargas elétricas das microparticulas revestidas com WPI sédo
controladas pelo grau de ionizacdo dos grupos amino (NH2) e grupos carboxila
(-COOH) das moléculas de proteina, dependendo do pH da fase aquosa
sobrenadante (SILVA, 2016).

Neste sentido, quando o pH se encontra inferior ao ponto isoelétrico da
proteina, 0s grupos amino apresentam-se carregados positivamente (-NHs*),
enquanto os grupos carboxila sao neutros (-COOH). Quando h& o aumento deste
pH, a magnitude da carga positiva da solucdo diminui, porque 0S grupos
carboxila se encontram carregados negativamente (-COQO") e alguns grupos
amino tornam-se neutros (-NHz). Em seguida, ha um equilibrio entre os grupos
carregados positivamente e 0s grupos carregados negativamente, no qual a
carga elétrica da proteina torna-se zero. Considerando um aumento adicional no
pH, as proteinas apresentardo carga liquida negativa, que aumentara a medida
gue o numero de grupos carboxila de carga negativa aumento e o nimero de

grupos amino carregados positivamente diminui (KULMYRZAEV et al., 2000).
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Desta forma, considerando que o ponto isoelétrico das proteinas do soro
do leite isolada séo de 4,6 a 5,6 e 0 pH da fase aquosa para realizar a analise
de potencial zeta era neutro (~ 7,0), as proteinas apresentaram carga liquida
negativa visto que o numero de grupos carboxila de carga negativa era maior
que os grupos amino carregados positivamente (KULMYRZAEYV et al., 2000;
SILVA, 2016).

3.4 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antibacteriana de eugenol livre (OL),
encapsulado sem cobertura (PS), encapsulado com cobertura (PC) e
encapsulado vazio (PV) na inibicdo de Staphylococcus aureus, Esherichia coli,
Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes estao apresentados na tabela
1.

O eugenol em sua forma livre (6leo) obteve acdo antibacteriana similar
frente a todas as cepas estudadas no decorrer do tempo avaliado. Desta forma,
0 eugenol apresentou atividade antimicrobiana com efeito inibitério de 1 mg.mL-
1, sendo esta a maior concentracgédo testada. Quando a eficiéncia da acgédo frente
aos microrganismos, Duarte et al. (2006) destacam que para um 6leo ter uma
forte atividade antimicrobiana deve apresentar CIM de até 0,5 mg.mL"%; enquanto
os valores entre 0,6 e 1,5 mg.mL™ correspondem a uma atividade moderada; e
acima de 1,6 a uma fraca atividade. Com base nesta afirmacdo, € possivel
considerar que o OL demonstrou possuir atividade moderada contra as cepas

bacterianas testadas.

Este efeito também é observado por outros autores no 6leo essencial de
cravo-da-india, do qual o eugenol € o componente majoritario. Neste sentido,
RADUNZ et al. (2019) ao avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo
essencial de cravo-da-india frente as mesmas espécies bacterianas avaliadas
neste estudo observaram efeito inibitério até a concentragdo de 0,3047 mg.mL"
1, 0 qual é classificado segundo Duarte et al. (2006) como uma forte atividade
antimicrobiana. Os autores atribuiram os resultados encontrados a composicéo

guimica deste 0Oleo essencial.

Quanto ao eugenol de forma isolada, o seu efeito na inibicdo de bactérias

esta atribuido aos fendis devido a degeneracéo proteica que resulta em danos a
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membrana celular do microrganismo. No entanto, quando utilizado em baixas
concentracbes 0 eugenol tende apenas a estabilizar as membranas celulares
das bactérias (ESCOBAR, 2002).

No presente estudo, ndo foi observado diferencas significativas na acao
do OL diante as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Porém, de uma
forma geral, o eugenol apresenta maior eficacia contra as espécies bacterianas
Gram-positivas. No entanto, os compostos nao fendlicos presentes em menor
guantidade em sua composicao sdo mais efetivos contra as bactérias Gram-
negativas (MACHADO et al., 2011).

Nesta perspectiva, o estudo de SILVESTRI et al (2010) observou que
diante as bactérias Gram-positivas foi possivel obter valores de concentracéo
inibitéria minima de 0,3 mg.mL?! para Staphylococcus aureus ao avaliar a
atividade in vitro de 6leo essencial de cravo-da-india, sendo superior a CIM do
eugenol do presente estudo. Enquanto OLIVEIRA et al. (2013) observou valores
de CIM entre 0,4 e 0,5 mg.mL"! para Listeria monocytogenes em um estudo in

vitro com 6leo essencial de cravo-da-india.

Em relacdo as bactérias gram-negativas, RADUNZ et al. (2019) obteve
valor de CIM de 0,3 mg.mL* em estudo in vitro com o 6leo essencial de cravo-
da-india para Escherichia coli. Por outro lado, SILVA et al. (2015) encontrou valor
de 0,5 mg.mL?! em estudo com o mesmo 6leo e para a mesma espécie
bacteriana. Os valores de CIM atribuidos a Salmonella typhimurium na literatura
apresentam grande variedade, encontrando valores de 0,04 e até mesmo de 0,8
mg.mL? (SCHERER et al., 2009; BERALDO et al., 2013).

Deste modo, a razao das diferencas entre os valores de CIM encontrados
nos estudos citados provém de alguns fatores que podem interferir no resultado
obtido por meio de métodos tanto de difusédo como de diluicdo, como: condi¢céo
de cultivo da amostra (tempo de incubacgao, temperatura, meio de cultura),
concentracdo das substancias ativas testadas e diferenca nos métodos
aplicados (RIO e RECIO, 2005).

O encapsulado sem cobertura (PS) apresentou agdo antimicrobiana
durante todo periodo de incubacdo. Os valores médios de CIM destas

microparticulas variou entre as quatro cepas bacterianas testadas. A
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encapsulacdo do OL permitiu a potencializacdo da sua acdo antimicrobiana,
visto que dentre as variag@es dos valores das concentragdes inibitdérias minimas
encontradas houve inibicdo apés 24 h de incubacdo em 0,03 mg.mL1. Enquanto
no o6leo livre, as concentracfes para estas cepas mesmo apos este periodo de

incubacgdo se mantiveram na maior concentracao testada (1 mg.mL1).

De forma geral, houve variacbes nos valores médios de atividade
antimicrobiana, onde ocorreu a redugéo supracitada para as cepas de E. coli e
S. aureus. Por outro lado, foi observado semelhanca em relacdo ao OL na
capacidade inibitoria para as cepas de L. monocytogenes e S. enteretidis. Estas
variacOes citadas podem ser conferidas ao sistema de liberagéo controlada das
microparticulas, onde a substancia ativa € disponibilizada no meio em funcéo do
tempo (de forma tardia ou continua), sendo dependente de fatores como o
material encapsulante, morfologia e as proprias condicbes do meio (ex.
temperatura e pH) (MADERUELO et al., 2011; BAKRY et al., 2016).

Assim como encontrado no presente estudo, RANDUNZ et al. (2019)
identificaram que a encapsulacdo potencializou o efeito antimicrobiano em
relacdo ao 6leo puro, podendo ter ocorrido a alteracdo da hidrofobicidade do
O0leo. No entanto, o estudo supracitado verificou distintas concentracdes
inibitérias minimas para os quatro microrganismos avaliados, diferentemente do
gue ocorreu no presente estudo que apresentou similaridade entre os valores de

CIM para as bactérias em funcéo do tempo das leituras.

Entre as bactérias Gram-positivas, o eugenol encapsulado (PS)
apresentou valores da atividade antibacteriana apos 24 h de incubacgédo de 0,03
mg.mL? para Staphylococcus aureus, sendo considerado como uma forte
atividade antimicrobiana segundo Duarte et al. (2006). Em estudos realizados
com o 6Oleo essencial de cravo-da-india encapsulado foram encontrados valores
de CIM entre 0,2 e 0,8 mg.mL! para Staphylococcus aureus e valores de 7,9 a
23,6 mg.mL ! para Listeria monocytogenes (HILL et al., 2012; MENESES, 2016).
Por outro lado, PILETTI (2016) ao encapsular eugenol com ciclodextrina
revestido com polimetiimetacrilato obteve valores de CIM in vitro para

Staphylococcus aureus entre 0,6 e 1,2 mg.mL™.
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A classificacdo de forte atividade antimicrobiana também foi observada
para a acdo do eugenol encapsulado para a bactéria Gram-negativas
Escherichia coli, a qual o OS foi capaz de inibir na concentracdo de 0,03
mg.mL1. Esta mesma capacidade deixou de ser vista na cepa de Salmonella
enteretidis apos 24 h de incubagéo.

Para as bactérias Gram-negativas, PILETTI (2016) obteve valores de CIM
para Escherichia coli entre 1,2 e 2,5 mg.mL™%, enquanto estudos realizados com
o0 Oleo essencial de cravo-da-india encapsulado apresentaram valores entre 0,2
e 0,9 mg.mL? para Escherichia coli e de 0,6 mg.mL?! para Salmonella
typhimurium (HILL et al., 2012; MENESES, 2016).

Porventura as diferencas de CIM entre os resultados encontrados e 0s
presentes nos estudos disponiveis na literatura se dao pela escolha do material
de parede, substancia ativa (6leo e/ou composto ativo), concentracdo da
substancia ativa, técnicas de encapsulacédo, tamanho das particulas, eficiéncia
de encapsulacgéo e intera¢des entre 0 material ativo e 0os materiais encapsulantes
(RADUNZ et al., 2019).

O encapsulado com cobertura apresentou, assim como as demais,
atividade antimicrobiana contra todas as cepas bacterianas estudadas. Além
disso, foi identificado que o recobrimento proteico potencializou o efeito
antimicrobiano, visto que os resultados da concentracao inibitéria minima foram
inferiores em relacdo as microparticulas sem recobrimento e ao eugenol livre

apoés 24 h de incubacao.

A potencializacdo do efeito antimicrobiano observado no PC ¢é
possivelmente atribuida ao processo de recobrimento proteico por interacéo
eletrostatica o que resulta em microparticulas mais protéticas, visto que a técnica
de gelificacéo ibnica produz microparticulas porosas. Estes resultados, de maior
inibicAo microbiana, também podem estar atribuidos a propriedade
antibacteriana da proteina do soro lacteo. Esta protecdo adicional também foi
observada por SILVERIO et al. (2018) ao produzir e caracterizar microparticulas

de alginato por gelificacéo i6nica de concentrado proteico de soja.

A fim de melhorar o efeito protetivo, de forma a favorecer a viabilidade de

probioticos, MENEZES et al. (2019) realizaram gelificacéo idnica externa, de
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forma semelhante ao presente estudo, mas utilizando pectina com multicamadas
de proteina de soro de leite. Com isto, foi possivel identificar a eficacia desta
técnica de encapsulacgéo, inferindo maior protecéo e consequente favorecimento

de viabilidade dos probiéticos.

Ao encapsular eugenol por spray-drying usando proteina do soro do leite
isolada, lecitina de soja e quitosana TALON et al. (2019) n&o identificaram efeito
antibacteriano com a utilizacdo de quitosana em todas as concentracfes
testadas contra Escherichia coli e Listeria innocua. Por outro lado, foi obtido
valores de CIM com o uso de WPI, sendo estes valores significativamente
semelhantes ao uso da lecitina se soja nestas condigdes.

O encapsulado vazio (PV) (com e sem recobrimento proteico), apesar de
nao conter o antimicrobiano (eugenol), foram capazes de inibir o crescimento
bacteriano nas primeiras 24 h na maior concentracao (menor diluicdo) avaliada

(1 mg.mL?) frente as cepas S.enteretidis, E. coli e S. aureus.

Neste contexto é relevante considerar os materiais que as compdem, pois,
diferentemente, na avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro de
microparticulas vazias de alginato mas recobertas com quitosana, BARBIZAN
(2019) observou que n&o houve interferéncia destas no crescimento dos
microrganismos avaliados em seu estudo (Staphylococcus aureus e Escherichia

coli) realizando a leitura a 600 nm apés 24 h de incubacéo.

Assim sendo, sugere-se que a propriedade antibacteriana atribuida ao
alginato de sodio e proteina do soro do leite possivelmente favoreceu a inibicdo
do crescimento dos microrganismos nas primeiras 24 h de incubacdo. O
polimero utilizado como material de parede interfere no crescimento bacteriano
através da imobilizacdo das bactérias em sua matriz fibrosa. A presenca de
peptideos bioativos nas proteinas do soro lacteo atuam como agentes
antimicrobianos contra bactérias patogénicas, como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (GEORGE e ABRAHAM, 2006; HARAGUCHI et al.,
2006; MA et al., 2007; WIEGAND e HIPLER, 2010).
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Tabela 1. Concentracéo inibitéria minima (CIM) em mg.mL* do eugenol livre
(OL), encapsulado sem cobertura (PS), encapsulado com cobertura (PC) e
encapsulado vazio (PV).

CIM
Tratamento 22h
oL
Listeria monocytogenes 1
Salmonella typhimurium 1
Escherichia coli 1
Staphylococcus aureus 1
PS
Listeria monocytogenes 1
Salmonella typhimurium 1
Escherichia coli 0,03
Staphylococcus aureus 0,03
PC
Listeria monocytogenes 1
Salmonella typhimurium <0,01
Escherichia coli <0,01
Staphylococcus aureus 0,03
PV
Listeria monocytogenes -
Salmonella typhimurium 1
Escherichia coli 1

Staphylococcus aureus 1

OL: Oleo livre; PS: Particula sem cobertura; PC: Particula com cobertura; PV:
encapsulado vazio
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4 CONCLUSAO

A técnica de recobrimento por interacao eletrostatica com proteina do soro
lacteo isolada promoveu aumento do tamanho e diminuicdo da rugosidade das
microparticulas de eugenol elaboradas com alginato de sodio e Tween 80, e ndo
alterou a carga liquida destas microparticulas. As microparticulas com
recobrimento proteico se mostraram mais eficazes na inibicdo do crescimento
dos microrganismos testados em funcédo dos compostos fendlicos presentes no
Oleo, principalmente quando submetidas a mais tempo de exposicdo as
bactérias, tendo efeito bacteriostatico e bactericida na dependéncia da
concentracdo usada. Desta forma, € destacada a viabilidade da obtencéo de
eugenol encapsulado para uso como conservante natural através da técnica de
microencapsulacdo por gelificacdo ibnica externa associada ao recobrimento

proteico com proteina do soro do leite isolada.
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