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RESUMO

RADUNZ, Marjana. Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.):
extracdo, encapsulacdo, potencial antimicrobiano e antioxidante. 2017. 146 f.
Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) - Programa de Po6s-Graduacdo em
Nutricdo e Alimentos, Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Os potenciais efeitos cancerigenos da utilizagdo de conservantes quimicos sintéticos
em alimentos torna necessaria a busca por alternativas de substituicdo oriundas de
produtos naturais, como o0s 6leos essenciais obtidos na via secundéria de plantas
aromaticas e que apresentam potencial antioxidante e antimicrobiano frente a
diversos microrganismos. Dentre estes, o Oleo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum, L.) ganha destaque devido a presenca do eugenol em sua
composicdo. Entretanto, os 6leos essenciais apresentam forte odor para serem
utilizados em alimentos e sdo sensiveis as condicbes ambientais. Neste contexto
surge a encapsulacao, que além de controlar o odor, promove uma maior protecao
dos compostos presentes no 6leo essencial. Desta forma, o objetivo do presente
estudo foi extrair, encapsular e avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano do
Oleo essencial de cravo-da-india. Foi possivel comprovar que o eugenol é o
componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india, sendo possivelmente o
principal responséavel, juntamente com os demais terpenos pelo alto percentual de
atividade antioxidante encontrado pelo método de captura de radicais livres (DPPH)
e pela forte atividade bactericida in vitro frente a S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes e S. Typhimurium e, in situ, frente a S. aureus em produtos carneos
analogos a hamburgueres, sendo mais efetivo do que o conservante quimico. A
encapsulacdo do o6leo essencial com alginato de so6dio como material de parede
isolado ou associado com emulsificantes monoestearato de glicerol e monolaurato
de polioxietileno sorbitana possibilitou a obtencdo de alta eficiéncia de
encapsulacdo, a qual foi confirmada por Calorimetria Diferencial de Varredura. As
particulas apresentaram baixo percentual de atividade antioxidante pelo método
DPPH. Entretanto, apresentaram efeito inibitorio superior de crescimento de S.

aureus, E. coli, L. monocytogenes e S. Typhimurium, em relacdo ao 6leo puro. Foi



possivel observar efeito bactericida das particulas de alginato de soédio e dleo
essencial para S. aureus e das particulas de alginato de sddio, monoestearato de
glicerol e 6leo essencial para S. aureus e S. Typhimurium. Quando avaliada a
aplicacéo in situ das particulas em produtos analogos a hamburgueres observou-se
que estas permitiram o0 crescimento bacteriano, assim como 0 conservante quimico
nitrito. O Oleo essencial de cravo-da-india puro e encapsulado apresentou forte
atividade antimicrobiana com potencial para controle microbiolégico em alimentos

em substituicdo a conservantes quimicos.

Palavras-chaves: Syzygium aromaticum; encapsulacao; antimicrobiano



ABSTRACT

RADUNZ, Marjana. Essential oil of clove (Syzygium aromaticum, L.): extraction,
encapsulation, antimicrobial potential and antioxidant. 2017. 146 f. Dissertation
(Master in Nutrition and Food) - Graduate Program in Nutrition and Food, Faculty of
Nutrition, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2017.

The potential carcinogenic effects of the use of synthetic chemical preservatives in
food makes it necessary to search for substitute alternatives made of natural
products, such as the essential oils obtained in the secondary pathway of aromatic
plants and which have antioxidant and antimicrobial potential against different
microorganisms. Among these, clove essential oil (Syzygium aromaticum, L.) is
highlighted due to the presence of eugenol in its composition. However, essential oils
have a strong odor, which makes them inadequate to be used in foods, and they are
also sensitive to environmental conditions. In this context, encapsulation occurs,
which, besides controlling the odor, promotes a greater protection for the compounds
present in the essential oil. Thus, the objective of the present study was to extract,
encapsulate and evaluate the antioxidant and antimicrobial potential of clove
essential oil. It was possible to prove that eugenol is the major component of clove
essential oil, and it is possibly, along with the other terpenes, the main responsible
for the high percentage of antioxidant activity found by the free radical capture
method (DPPH) and for the strong bactericidal activity in vitro against S. aureus, E.
coli, L. monocytogenes and S. typhimurium and, in situ, against S. aureus in meat
products analogous to hamburgers, being more effective than the chemical
preservative. The encapsulation of the essential oil with sodium alginate as wall
material alone or associated with emulsifiers glycerol monostearate and
polyoxyethylene sorbitan monolaurate made it possible to obtain high encapsulation
efficiency, which was confirmed by Differential Scanning Calorimetry. The particles
presented low percentage of antioxidant activity by the DPPH method. However, they
showed superior inhibitory effect of S. aureus, E. coli, L. monocytogenes and S.

typhimurium, in relation to the pure oil. It was possible to observe bactericidal effect



of the sodium alginate and essential oil particles for S. aureus and of the sodium
alginate particles, glycerol monostearate and essential oil for S. aureus and S.
Typhimurium. When evaluated in situ application of the particles in products similar to
hamburgers it was observed that they allowed bacterial growth, as well as the
chemical preservative nitrite. Pure and encapsulated clove essential oil had strong
antimicrobial activity with potential for microbiological control in food as a substitute

for chemical preservatives.

Keywords: Syzygium aromaticum; encapsulation; antimicrobial
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos ocorreu significativo aumento da preocupacao da
populacdo em manter uma alimentacdo mais saudavel, com a diminuicdo do
consumo de produtos industrializados, principalmente, por estes apresentarem
conservantes sintéticos com potencial carcinogénico. Esse dado foi confirmado pela
Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer, 6rgado da Organizacao Mundial de
Saude (OMS) que concluiu que o consumo de carnes processadas por defumacéao
e/ou cura aumentam o risco de aparecimento de canceres (OMS, 2015).

Diante disso, a industria tem se voltado para a busca de novas alternativas
aos conservantes quimicos tradicionalmente utilizados para o controle microbiano,
como 0s sistemas naturais presentes em extratos e 6leos vegetais (TASSOU et al.,
1995; CARVALHO et al., 2006).

Os Oleos essenciais também conhecidos como 0Oleos volateis ou etéreos, séo
compostos naturais, volateis e complexos, oriundos do metabolismo secundario de
plantas aroméaticas. Por isso, apresentam intenso odor e podem ser obtidos de
folhas, flores e frutos, sendo utilizados em medicamentos e/ou alimentos (SILVA-
SANTOS, 2006). Esses 0Oleos podem apresentar componentes quimicos que podem
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inibir ou eliminar a presencga de microrganismos (LANG; BUCHBAUER, 2012). Além
da atividade antimicrobiana, podem apresentar atividade antioxidante que auxilia na
eliminacao dos radicais livres no nosso organismo (OLIVEIRA et al., 2009).

Dentre os Oleos que apresentam comprovada atividade antimicrobiana e
antioxidante, se encontra o 6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum,
L.). As atividades antimicrobianas e antioxidantes desse 6leo se devem a presenca
de eugenol, que atua como bactericida e como quelante de ion férrico e pela
presenca de compostos fendlicos que possuem atividade anti-radical livre e quelante
de metais (BALASUNDRAM, 2006; CHAIEB et al., 2007). Ele apresenta agao frente
a algumas das principais bactérias de importancia em alimentos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium.

Entretanto, a eficacia de atuacédo das substancias ativas dos 0leos essenciais
sobre os microrganismos e sobre os radicais livres pode ser influenciada por
condicbes ambientais de temperatura, luz e oxigénio, assim, a encapsulacao destes
O0leos é uma alternativa para proteger tais substancias destes efeitos, minimizar
odores, além de promover uma liberacdo controlada do composto ativo em locais
especificos (NEDOVIC et al., 2011).

Apesar de diversos estudos realizarem extracdo e encapsulacdo de Oleo
essencial de cravo-da-india, a utilizacdo do alginato de sodio como material de
parede para este processo ainda tem sido pouco estudada, principalmente, para fins
alimenticios.

Diante do contexto exposto, a encapsulacdo do 6leo essencial de cravo-da-
india com alginato de sodio é uma alternativa para desenvolvimento de

conservantes naturais com potencial antioxidante para a aplicagcdo em alimentos.



20

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Extrair e caracterizar o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.),

encapsular e avaliar seu potencial antioxidante e antimicrobiano.
2.20bjetivos especificos

- Extrair o Oleo essencial de cravo-da-india por hidrodestilacéo.

- Realizar a caracterizagdo quimica do 6leo essencial de cravo-da-india.

- Determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-

da-india.

- Encapsular o 6leo essencial de cravo-da-india utilizando alginato de sédio e

emulsificantes.

by

- Caracterizar as particulas quanto a morfologia, eficiéncia de encapsulacao,

comportamento térmico, atividade antimicrobiana e antioxidante.
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- Aplicar o Oleo e as particulas em um produto carneo, a fim de avaliar seu potencial

antimicrobiano in situ.

3 HIPOTESES

Os 6leos essenciais de cravo-da-india puro possuem atividade antioxidante e
antimicrobiana frente as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium.

A encapsulacdo do 6leo essencial de cravo-da-india em alginato de sddio
com a presenca de emulsificantes potencializa a atividade antioxidante e

antimicrobiana do 6leo.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.)

O craveiro da india € uma arvore pertencente a familia Myrtaceae, nativa das
llhas Molucas no Arquipélago da Insulindia na Indonésia, podendo ser encontrada
no Brasil, Haiti, india, Quénia, Madagascar, Malasia, Mauricia, México, Seychelles,
Sri Lanka e Tanzania em florestas com temperatura média de 25 °C, com solos

profundos e ricos em humus (ORWA et al., 2009).

No Brasil, € cultivado na regido Nordeste do pais, principalmente, no estado
da Bahia, sendo cultivados 8000 hectares que produzem anualmente 2500
toneladas de cravo-da-india (CORTES-ROJAZ et al., 2014).

Sempre verde, o craveiro (Fig 1a) amadurece entre 8 e 10 anos apds o seu
plantio, ele apresenta copa alongada podendo alcancar de 8 a 10 m de altura com
folhas (Fig 1b) ovais e aromatizadas. Seus frutos sdo do tipo drupa elipsoide,
apresentam coloracdo avermelhada e seu botao floral seco (Fig 1lc/d), chamado
cravo-da-india (Syzygium aromaticum), quando pronto para a coleta possui cor

vermelha e detém odor e sabor marcantes caracteristicos em razédo da presenca de
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acido eugénico em sua composicdo, sendo amplamente utilizado na industria como
condimento e aromatizante (CHAIEB et al., 2007; ORWA et al., 2009; AFFONSO et
al., 2012).

(d)

Figura 1. Fotos itlustrativas da arvore (a), folha (b) e cravo-da-india em flor (c) e seco (d)

Popularmente, o cravo-da-india € utilizado para tratamentos de dores de
dente, asma, mau halito, cicatrizacao e disturbios alérgicos (ALMA et al., 2007). Seu
Oleo essencial € amplamente utilizado na aromaterapia e é constituido,
principalmente, por eugenol, acetato de eugenol, B-cariofileno, trans-cariofileno e a-
humuleno (OLIVEIRA et al., 2009; COSTA et al., 2011), sendo a composi¢cao

guimica deste afetada pelos fatores genéticos, solo, clima e técnicas de cultivo.

Esses constituintes exercem acfes antioxidantes, antifingicas e
antibacterianas frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
entérica e Staphylococcus aureus (CHAIEB et al., 2007), podendo ser utilizado na

industria como conservante de alimentos (SEBAALY et al., 2015).

Um estudo evidenciou a sua a¢cdo como anticarcinogénico, quimiopreventivo,

antiagregante plaquetério e antitromboético (COSTA et al., 2011).

O eugenol, componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india, bem
como seus derivados, sdo utilizados em produtos de perfumaria, incensos,
protetores solares, analgésicos, antisséptico, biocidas e como componentes de

estabilizantes e antioxidantes para plasticos e borrachas (LEE; SHIBAMOTO, 2001).

4.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais também conhecidos como 0Oleos volateis ou etéreos, séo
compostos naturais, volateis e complexos, oriundos do metabolismo secundario de
plantas aromaticas. Apresentam intenso odor e podem ser obtidos de folhas, flores e

frutos, sendo utilizados em medicamentos e/ou alimentos (PRINS et al.,, 2010). A
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composi¢cdo quimica destes pode ser influenciada pelo clima e solo dos locais de
cultivo das plantas (OLIVEIRA et al., 2009).

A extracdo dos 6leos essenciais pode ocorrer de diversas formas, como por
prensagem a frio utilizada para a extracdo de O6leos de frutos citricos; a
turbodestilacdo usada para se extrair o 6leo de plantas, cujos tecidos retém a seiva
de forma mais intensa; a enfleurage utilizada na extracéo de 6leos mais instaveis de
pétalas de flores e que podem perder seus compostos aromaticos se extraidos por
outros métodos; o uso de gas refrigerante que utiliza uma substancia quimica que
tem afinidade com as moléculas constituintes do Oleo essencial, agindo como
solvente; e 0 uso de diéxido de carbono hipercritico sob extrema presséo (200 atm)
e temperatura minima de 30 °C para extracdo do 6leo. Entretanto, a principal forma
de extracdo € a hidrodestilacdo, onde a matéria-prima vegetal € completamente
mergulhada em agua, sem que a temperatura ultrapasse os 100 °C (BAKKALI et al.,
2008).

4.2.1 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Os antioxidantes séo substancias que apresentam a capacidade de retardar o
surgimento de alteracdes oxidativas. A oxidacdo é um processo metabdlico que leva
a producdo de energia necessaria para as atividades essenciais das células, mas
também produz radicais livres, que promovem o0 estresse oxidativo, predispondo o
aparecimento de doencas crbnicas e degenerativas. Estudos sugerem que a
utilizacdo de antioxidantes fendlicos de frutas, hortalicas e cereais atuam sobre os
radicais livres diminuindo a incidéncia do aparecimento dessas doengas (ROESLER
et al., 2007).

Os antioxidantes apresentam dois mecanismos de acdo: 0s primarios
interrompem a cadeia da reacdo ao doarem elétrons ou hidrogénio aos radicais
livres, transformando-os em produtos termodinamicamente estaveis ou reagem com
radicais livres formando um complexo lipidio-antioxidante que pode exercer reagao
com outro radical livre, enquanto os secundarios retardam o inicio da autoxidagéo

por meio de sequestro de oxigénio, de complexacdo de metais, de absorcdo de
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radiacdo ultravioleta, de decomposicdo de hidroperdxidos ou desativacdo de
oxigénio singlete (ANGELO; JORGE, 2007).

O dleo essencial de cravo-da-india apresenta forte agdo antioxidante devido a
presenca majoritaria de eugenol (C10H1202), que atua como quelante de ion
férrico, resultando na prevencdo de formacao dos radicais hidroxila (CHAIEB et al.,
2007), os compostos fendlicos também promovem atividade antioxidante ao cravo-
da-india, entretanto ainda ndo ha um esclarecimento em relacdo ao seu mecanismo
in vivo (AFFONSO et al., 2012).

4.2.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

Os compostos antimicrobianos sdo substancias que podem eliminar ou
impedir o desenvolvimento dos microrganismos, podendo ser sintéticos ou naturais
oriundos de bactérias ou fungos. A maioria das plantas também sintetizam
compostos antimicrobianos que os protegem de microrganismos (RAMOS et al.,
2007).

Os componentes hidrofébicos sdo responséaveis pela acdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais, pois ocasionam o rompimento de lipidios da membrana, levando a
perda da funcionalidade, entretanto altas doses podem tornar o produto
sensorialmente intoleravel, sendo necessario realizar estudos para avaliar as
concentracbes mais baixas de Oleos que promovam a inibicdo da multiplicacdo
destes microrganismos (FORSYTHE, 2010).

Quando um microrganismo tem a capacidade de se multiplicar em presenca
de um antimicrobiano, considera-se que este € resistente a essa substancia, ja
quando o microrganismo ndo consegue se desenvolver, porém ndo € eliminado
mesmo em altas concentracfes, pode-se dizer que este possui tolerancia ao

antimicrobiano (MACHADO; BARROS, 2006).

A avaliacdo mais comum do efeito antimicrobiano de Oleos essenciais €
realizada por meio do método de disco-difusdo. Esse método se baseia na difusao
da substancia a ser analisada em meio sélido contendo o microrganismo. Apés a
difusdo, ha o surgimento de um halo de inibicho em que n&do ocorre o

desenvolvimento microbiano, sendo considerado um meétodo quantitativo, onde o
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resultado pode ser graduado. Podem ser usados tipos distintos de reservatorios,
como pocos feitos no meio de cultura, discos de papel e cilindros de porcelana ou
aco inoxidavel. A maneira como a substancia entra em contato com o meio de
cultura contendo o microrganismo é que distingue o tipo de método de difusado, o
mais comum é o disco difusdo (SILVEIRA et al., 2009).

A resisténcia dos microrganismos pode ser medida por meio de metodologias
como a concentragao inibitéria minima que é definida como a menor quantidade de
agente antimicrobiano necessaria para inibir o desenvolvimento do microrganismo e
a determinacdo da concentracdo bactericida minima que é definida como a menor
quantidade de antimicrobiano necessario para eliminar o microrganismo, quando a
concentracdo bactericida minima for 32 vezes ou mais superior a concentracao
inibitéria minima considera-se que 0 microrganismo € tolerante ao antimicrobiano
(MACHADO; BARROS, 2006).

Para promover o controle microbioldégico em produtos carneos a industria
utiliza conservantes quimicos sintéticos como o nitrito, além disso promove
melhoramento no aspecto de sabor e cor, entretanto, por promover a formacéo de
nitrosaminas apresenta potencial carcinogénico (MARTINS, GRANER, 2008;
SINDELAR, MILKOWSKI, 2011).

Em razao disto, a utilizacdo dos conservante naturais tem sido estudada. Os
O0leos essenciais de cravo-da-india apresentam atividade antimicrobiana
comprovada frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus (CORTES-ROJAS et al., 2014), essa acdo se deve a presenca do eugenol,
constituinte majoritario do cravo-da-india (SCHERER et al., 2009).

4.3 Encapsulacao

A encapsulacdo é definida como um processo em que ocorre a retencdo de
uma substancia, oleo essencial, por exemplo, dentro de outra, denominada capsula,
a qual pode ser consumida (NEDOVIC et al., 2011).

As capsulas podem ser divididas em trés grupos de acordo com seu tamanho:
macro, que sao maiores que 5000 pm; micro, que possuem tamanho entre 0,2-5000

pUm; e nano, que sdo menores que 0,2 um (REBELLO, 2009).
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A técnica de encapsulacdo minimiza as interacdes da substancia que forma o
ndcleo com o ambiente; reduz a velocidade de evaporagéo ou de transferéncia dos
compostos do nucleo para o ambiente; aumenta a facilidade de manipular a
substancia encapsulada; permite que se possa ter controle da liberacédo; reduz
odores e sabores estranhos; e possibilita que o composto encapsulado se disperse
de forma homogénea em um produto alimenticio (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Para a formacgdo das particulas € necessaria a presenca de um material de
parede. Diversas substancias podem ser utilizadas como material de parede, como
exemplo, as gomas (carragena, goma arabica, alginato de soédio), carboidratos
(acucar, amido, celuloses, dextrinas, xarope de milho), quitosana (fonte alternativa
obtida da casca de crustaceos), lipidios (acido estearico, cera, 6leos e gorduras
hidrogenadas, monoglicerideos e diglicerideos, parafina, triestearina), proteinas

(albumina, caseina, gelatina, glaten), dentre outras (SUAVE et al., 2006).

Dentre esses, destaca-se o alginato de sédio (NaCsH7Os), um copolimero
linear constituido de acidos a-L-gulurénicos e B-D-manurbnicos com ligacdes 1-4,
sintetizado por algas marrons encontradas em regides costeiras do mar. Esse
polimero apresenta propriedades de gelificar e espessar solu¢des, em funcao disto,
€ amplamente utilizado na indUstria para producdo de sorvetes, cervejas, misturas
para bolo, sucos, filmes bioativos para aplicacdo em alimentos, além da aplicacédo
em tintas e papeis. Entretanto, para melhorar a eficiéncia de encapsulacdo do
alginato de sédio, pode-se utilizar emulsificantes, como 0 monoestearato de glicerol
— Atmul 84 (BHL 3,8) e o monolaurato de polioxietileno sorbitana — Tween 20 (BHL
16,7) (ARAUJO, 2004).

O monoestearato de glicerol (C21H4204) consiste em uma mistura de
monoacilglicerois contendo variadas quantidades de diacilglicerois e triacilglicerois,
obtidos por esterificagdo da glicerina pelo &cido esteérico ou por glicerolise parcial
dos 6leos vegetais contendo triacilglicerois dos acidos palmitico e estearico, sendo
utilizado na inddstria alimenticia e farmacéutica (FARMACOPEIA PORTUGUESA,
2002).

O monolaurato de polioxietileno sorbitana (CssH114026) € um tensoativo

hidrofilico composto por ésteres de sorbitana etoxilados. E muito utilizado em
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cremes, lo¢des, shampoos infantis, pois estabiliza as formula¢des por ser detergente
nao idnico que quebra a tensdo superficial facilitando a dispersdo dos produtos
quimicos (HUNZICKER, 2009).

Dentre as metodologias utilizadas para a encapsulacdo destacam-se 0s
processos de atomizacgdo, extrusdo, leito fluidizado, coacervacdo, secagem em
tambor, liofilizagdo, gelificagéo idnica, inclusdo molecular e inclusdo em lipossomas
(AZEREDO, 2005).

A encapsulacdo com a utilizacdo de alginato, cloreto de sédio e emulsificantes
tem sido classificada, de acordo com diferentes autores, por distintos métodos:
coacervacdo simples (MULLER, 2011), gelificac&o i6nica (NATRAJAN et al., 2015) e
emulsificacdo quando ha a presenca de emulsificante (GHAYEMPOUR,;
MORTAZAVI, 2015).

A coacervacao € caracterizada pela interacdo baseada na complexacdo que
ocorre da mistura de solugbes de substancias com cargas opostas, formando
complexos, que, por repulsdo do solvente, precipitam, formando duas fases: uma
delas, chamada “rica em polimeros”, contendo o coacervado precipitado, e outra
chamada “pobre em polimeros”, na qual permanece o solvente da solucdo
(STRAUSS; GIBSON, 2004). A coacervacao simples envolve um Unico polimero e é
caracterizada pela separacao da fase liquida através da adi¢cdo de um eletrdlito (sal

ou alcool) que compete pela agua a solucao coloidal (VASILIU et al., 2005).

O processo de encapsulacdo de compostos por gelificacao idnica consiste no
gotejamento de uma solucéo polimérica contendo nutrientes em uma solucao iénica,
€ um processo simples e de baixo custo que permite a formacdo de capsulas de
diferentes formas e tamanhos (WILLAERT; BARON, 1996). Quando o encapsulante,
como por exemplo, o alginato de sédio que possui cadeias lineares hidrossolaveis,
entra em contato com os ions metalicos como os do cloreto de calcio, ocorre uma
ligagdo entre as cadeias lineares formando uma gelatina insolavel (WILLAERT;
BARON, 1996; PASQUALIM et al., 2010).

J4 a encapsulacdo por emulsificagdo envolve a mistura de componentes

oleosos e aquosos na presenca de um emulsificante. A adsor¢cdo do emulsificante
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na interface reduz a tensao superficial, o que leva a formacado de uma emulsdo com
o auxilio de agitacdo (GHAYEMPOUR; MORTAZAVI, 2015).

Soliman et al. (2013) avaliaram a encapsulacdo de distintos 6leos essenciais
utilizando alginato de sodio pelo método de emulsificacdo. As particulas
apresentaram alta eficiéncia de encapsulacao (90-94%) e promoveram a inibicdo do
crescimento dos fungos Aspergillus niger e Fusarium verticillioides. No estudo
realizado por Ghayempour e Mortazavi (2015), o 6leo essencial de hortela-pimenta
foi encapsulado utilizando alginato de sodio pelo método de emulsificacdo. Os
resultados demonstraram que o método de agitacdo, a concentracdo do polimero,
assim como o emulsificante e a quantidade deste, sdo fatores que influenciam no

tamanho das particulas.

O estudo de Natrajan et al. (2015) que objetivou encapsular 6leo essencial de
acafrdo e 6leo essencial de capim-limdo com alginato de sédio pelo método de
gelificacdo ibnica obteve eficiéncia de encapsulacdo de 71% para o 6leo de acafrdo
e de 86,9% para o de capim-limdo e sugeriu que o alginato de sédio pode ser um

bom encapsulante de compostos bioativos.

A encapsulacdo de 6leo essencial de laranja com alginato de sodio pelo
processo de coacervacao apresentou eficiéncia de 99% e manutencdo do contetudo
de 6leo preservado por até 5 meses, segundo o estudo de Miiller (2011).

4.4 Microrganismos de importancia em alimentos

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo causadas devido a
ingestao de alimentos contaminados com microrganismos patogénicos, sendo estes
bactérias, fungos e virus (BAPTISTA; VENANCIO, 2003).

Os sintomas mais comuns sao dor de estbmago, ndusea, vémitos, diarreia e
febre que tem duracgao influenciada pelo sistema imonologico do individuo, o tipo de
bactérias e a quantidade de toxina presente no alimento consumido (OLIVEIRA et
al., 2010).

Segundo dados do Ministério da Saude, as bactérias sdo causadoras de 90%
dos surtos de DTA registrados entre 2007 a 2016 no Brasil, sendo as trés principais

Salmonella spp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRASIL, 2016).
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Enquanto a Listeria monocytogenes causa sérios danos e apresenta uma taxa de
mortalidade entre 20 e 30% (BUCHANAN et al., 2004).

Em razéo destas pesquisas para o desenvolvimento de produtos naturais com
acao antimicrobiana frente a estas bactérias se tornam necessarias, como 0s 6leos
essenciais que podem inibir varios sistemas enziméticos das bactérias, inclusive os
responsaveis pela producdo de energia celular e na sintese de compostos

estruturais, interferindo na diviséo celular da bactéria (FREIRE et al., 2011).
4.4.1 Staphylococcus aureus

Sao bactérias Gram-positivas no formato de cocos medindo entre 0,5-1,5 pm
de didmetro, ndo sdao médveis nem formam esporos. Podem estar sozinhas, em
pares, em cadeias curtas ou reunidas em formato de cacho de uva devido a divisdo

celular que é feita em trés planos perpendiculares (SANTOS et al., 2007).

Estdo presentes, naturalmente, na pele e no trato respiratorio superior das
pessoas, consistindo em um microrganismo oportunista. Apresenta facilidade no
desenvolvimento em alimentos e capacidade de produzir toxinas termorresistentes
(enterotoxinas), levando a intoxicacdo alimentar, que causa nauseas, diarreia e
vomitos dentro de uma a seis horas (MADIGAN et al., 2010). Pode causar também
bicho-de-pé, carbunculo, foliculite (infeccdo do foliculo piloso), furdnculos situados
na regido cervical posterior, antraz, hidradenite (inflamagcdo das glandulas
sudoriparas), impetigo e hordéolo (tercol) (SANTOS et al., 2007).

A contagem de S. aureus permitida em produtos carneos pela legislacao é de
até 10 UFC/g (BRASIL, 2001). Segundo dados do Ministério da Saude 7,6% dos
casos de doencas transmitidas por alimentos notificados entre 2000 e 2015 foram
causados por S. aureus, perdendo apenas para Salmonella spp., sendo que a
ingestao de produtos carneos contaminados corresponde a 7,7% dos casos onde foi

possivel se identificar (Brasil, 2015)

Varios estudos observam a acao antimicrobiana do 6leo essencial de cravo-
da-india (PEREIRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2013; BERALDO et al., 2013),
canela e manjerona frente a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus
(FREIRE et al., 2011).
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4.4.2 Escherichia coli

Sao bactérias Gram-negativas encontradas na microbiota entérica de animais
(CAMPOS et al., 2006).

Escherichia coli entero-hemorragica tem a capacidade de produzir uma toxina
guando se aloja no intestino chamada de verotoxina, que causa desde uma diarreia
sanguinolenta até uma insuficiéncia renal. Escherichia coli entero-toxigénica causa
uma infeccdo entérica que leva a diarreia aquosa, principalmente, em pessoas que
estdo viajando, ja que os habitantes locais tendem a estar imunes a bactéria. A
Escherichia coli entero-patogénica ndo € invasiva nem produz toxinas e esta
envolvida com casos de diarreia infantil e em bebés. Escherichia coli entero-invasiva
causa doenca invasiva do colon, sendo responsavel por diarreia aquosa, que por
vezes pode ser sanguinolenta (MADIGAN et al.,, 2010). A Escherichia coli entero-
agregativa (EAEC) causa diarreia aguda e persistente que ocorre, principalmente,
em criangas de paises em desenvolvimento (REGUA-MANGIA et al., 2009).

Escherichia coli de aderéncia difusa possui a caracteristica de se aderir de
forma difusa em cultura de células epiteliais in vitro, pode causar infec¢des no trato

urinario e a patogenicidade entérica ainda ndo € confirmada (SERVIN, 2005).

Estudos apontam que os 0leos essenciais de cravo-da-india, canela, anis e
manjerona apresentam atividade antimicrobiana moderada a forte frente a
Escherichia coli (PEREIRA et al., 2008; SCHERER et al., 2009; SILVA et al., 2009;
FREIRE et al., 2011).

4.4.3 Listeria monocytogenes

S&ao bactérias Gram-positivas que apresentam formato de bastonetes curtos e
cocobacilos de 0,5 um de largura e 1-1,5 pm de comprimento com tendéncia de
formacdo de cadeias com trés a cinco células. S&o aerdbias facultativas, néo
formam esporos e ndo apresentam capacidade de produzir gas, mas produzem

catalase e acido a partir da glicose (MADIGAN et al., 2010).

Listeria monocytogenes pode causar infecgcdo no ser humano e em animais
(LIU, 2006). Apresentam alta resisténcia frente a alteracdes de concentracéo de sal,

pH e temperatura, podendo ser encontradas em diferentes ambientes como em
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alimentos, agua, efluentes e solo. Pode se multiplicar em ambientes hostis sob
temperaturas de refrigeracéo (2 °C — 4 °C) (PERES, 2010), causando a listeriose
gue pode levar a aborto, septicemia e meningite em grupos mais susceptiveis (FAI
et al., 2011).

Segundo a literatura diversos Oleos essenciais apresentam atividade
antimicrobiana frente a Listeria monocytogens, entre eles os 6leos essenciais de
Cinnamomum céassia, Cinnamomum verum e cravo-da-india (OUSSALAH et al.,
2007; SCHERER et al., 2009).

4.4.4 Salmonella Typhimurium

Sao bactérias gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, se
apresentam na forma de bastonetes, movidas por flagelos peritriquios e néo
fermentam lactose (SHINOHARA et al., 2008).

E responsavel por intoxicacbes alimentares graves como a salmonelose que
causa diversos surtos, apresenta alta morbidade e dificuldade de medidas de
controle, os principais sintomas séo infeccbes gastrointestinais, diarreia, vomitos,
febre baixa e dores abdominais causada pelo consumo de carne bovina, ovina,

suina, de aves e ovos contaminados (SHINOHARA et al., 2008).

A Salmonella typhi causa febre tifoide e é transmitida por meio do consumo
de 4gua e alimentos contaminados com fezes humanas, causa septicemia, diarreia,
vomitos e febre alta (CONNOR; SCHWARTZ, 2005).

A Salmonella paratyphi causa febre entérica sendo causada pelo consumo de
leite, mariscos, ovos e vegetais crus contaminados, provocando gastroenterite,
febre, vomitos e septicemia (CONNOR; SCHWARTZ, 2005).

A Salmonella Typhimurium causa surtos mais comumente em criangas e
apresenta grande resisténcia aos principais antibioticos utilizados no seu tratamento
(SHINOHARA et al., 2008).

Estudos apontam que os 6leos essenciais de cravo-da-india, orégano, alecrim
e canela atuam na reduc¢ao do crescimento bacteriano da Salmonella (SILVESTRI et
al., 2010; BONA et al., 2012).
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Resumo

A preocupacdo com a alimenta¢cdo saudavel da populacdo e a comprovacgéo dos efeitos cancerigenos
dos nitritos e nitratos utilizados como conservantes de alimentos carneos embutidos faz com que seja
estimulado o desenvolvimento de produtos naturais para a substituicdo destes. Em funcdo disto
surgem estudos utilizando 6leos essenciais oriundos de frutas e folhas para esta finalidade. As
sementes de fruta do conde (Annona squamosa, L.) apresentam em sua estruturagdo compostos
chamados acetogeninas que possuem efeito antimicrobiano e antioxidante. O processo de
microencapsulacéo do 6leo essencial pode potencializar seu efeito. Levando em consideracéo estes
fatores o objetivo do presente estudo € realizar a extracdo do 6leo de semente de fruta do conde,
microencapsular e avaliar seu potencial antimicrobiano e antioxidante frente as bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli e contra os fungos Trichoderma
ssp e Rhizopus ssp.

Palavras chave: acetogeninas — bactérias — patogénicas - fungos



Lista de Tabelas

37

Tabela 1. Caracteristicas da polpa da fruta do conde (Annona squamosa, L.)

madura

Tabela 2. Delineamento experimental para avaliacdo do efeito
antimicrobiano do 6leo essencial de semente da fruta do conde (Annona

squamosa, L.) e das microparticulas

Tabela 3. Delineamento experimental para andlise do potencial antioxidante
de 6leo de semente da fruta do conde (Annona squamosa, L.) e das

microparticulas

Tabela 4. Delineamento experimental para analise de viabilidade da
microencapsulacéo de 6leo de semente da fruta do conde (Annona

squamosa, L.).
Tabela 5. Cronograma de atividades

Tabela 6. Orcamento do projeto

11

23

24

24

32

33




38

Sumaério

I a1 o Yo ¥ o> T LTS 8
2 ReVISA0 DIDIOGIATICA .uuvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 10
2.1 Fruta do conde (AnNnona squamosa, L.) .....eeeeiiiiieieee e 10
2.2 OlEO ESSENCIAN .....c.cvvvieiiieiceeeeee ettt ettt ettt ettt ea et re e, 12
2.2.1 Atividade antioxidante dos 0l€0S €SSENCIAIS .........ccocvvveiiiieiiieeiie e 12
2.2.2 Atividade antimicrobiana dos 6le0S €SSENCIAIS ...........ceeeiiviieeiiiiiieeiiiiee e 13
AR Y[ Tod (0T g To= T LS U = Vo= o PP 16

2.4 Microrganismos de importancia em alimentos ............ccoeee e iieiecccccec e, 18
2.4.1 StaPNYIOCOCCUS QUIEUS .....eeiiiiiiiiiiieitee e e sttt e e e e e e s e e e e e e e e e e e s annes 18
2.4.2 ESCREriCNIa COli ... eeeeeeeeeeeeees 19
2.4.3 Listeria MONOCYIOGENES ... eeeeeieeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeees 20
P2 T o g ToT =T g g F= TR o] o PP 20
2.4.5 RNIZOPUS SPP +eeeeeiiiiititiietie e ettt ettt e s sttt e e e e s st et e e e e s e s sbber e e ee e e e e aaanes 20
I ® o= (1 1 SRR PP PPPPPPPRPR 21

B T RO o] 11 1170 1o = 1 21



39

3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS .. ..ueiiiiiiiiiie e 21

L T 010 ) (=T = PSPPSR 22
5 MaAteriaiS € MELOTOS ....uuuiiiiiiiiiie ettt e et e et e e e e b e e e e e b e e e e e e nb e e e e annnneas 23
5.1 Delineamento experimental ...........cccccovvveviiiii . 23

5.2 AQUISIGAO 08 AMOSIIA ....c..eeviiiieeee ettt e e e e e e e 25

RGN (1 = Lox= To JNo [0 1] U= o 25

5.4 Caracterizacdo da composicao quimica do Ol€0............uvvvvevvvevereeereveennnen. 25

5.4.1 Perfil cromatografico de terpenos ..........ccccvceeeeeiiiiieeiniieee e 25

5.4.2 indiCe de refraGaio .......ccovviiiiiiiiiieeiiieie e 25

5.4.3 Determinagé@o de compostos fendlicos totais ..........ccccceeeeerrnneee. 26

5.4.4 Determinacéo do teor flavonoides totais ........ccccccvvvvviieeeeennnnns 26

5.4.5 Determinag&o do teor de terpenos totais .........cccceeereriivvveereeenn. 26

5.5 Microencapsulagao do OlE0 ..........cooiuiiieiiiiiiiei e 27

5.6 Avaliacéo do efeito antimicrobiano de 6leos essenciais e das

MICTOPAITICUIAS. ...ttt ettt e e st e e e e bt e e e s anbb e e e e s nbaebeeaeanns 27
5.6.1 Reativag8o dos MiCrorganiSmOS. ........cceeeeerriiirrereeeeeeeennrneneens 28

5.6.2 Teste de diSCO AIfUSE0 .......ccuvvveiiiiiiieiiiie e 28

5.6.3 Minima concentragdo bactericida.............cccceeviiiiiiieiiiiiiee e, 29

5.6.4 Minima concentraGao iNibitoria ...........cccovcvveeeiiiiec e, 30

5.6.5 Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) ................. 30

5.6.5.1 Isolamento do DNA ........oooiiiiiiiiieeeee e 30

5.6.5.2 Eletroforese em gel de agarose...........cccoecvvvvvveeeennnns 31

5.7 Avaliacéo do efeito antioxidante de éleos essenciais ..........ccccceeeeevnvnneen. 31

5.7.1 Atividade antioxidante pelo método de DPPH ..........ccccccceeenn. 31

5.7.2 Atividade antioxidante pelo método de ABTS .........cccccevviiveeens 32

5.8 ANAlISE ©SLAtISHICA ...eeeiivvriieiiiiie e 32

6 Resultad0os € iMPaCtOS ESPEIAUOS .....ceviiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e ee e e e e 33

7 Cronograma de atiVIAAUES .......cooiiiiiiiiiiee et e s e e e s e e 34

O] for- 10 4 1=T 0 | (o R PP PPTTTPTRR 35



9 Referéncias bibliogréficas

40



41

1 Introducéo

Ao longo dos ultimos anos cresceu significativamente a preocupacdo da
populacdo em manter uma alimentacdo mais saudavel, com a diminuicdo do
consumo de produtos industrializados, principalmente, por estes apresentarem
conservantes sintéticos alimentares com potencial carcinogénico. Este dado foi
confirmado pela Agéncia Internacional de Investigagdo do Cancer, 6rgdo da
Organizacdo Mundial de Saude que concluiu que o consumo de carnes processadas
por defumacdo e/ou cura aumentam o risco de aparecimento de canceres (OMS,
2015).

Diante disso, a industria tem se voltado para a busca de novas alternativas
aos conservantes quimicos tradicionalmente utilizados, como 0s compostos
antimicrobianos naturais presentes em extratos e 06leos vegetais (TASSOU et al.,
1995; CARVALHO et al.,, 2006). Essas substancias podem inibir ou eliminar a
presenca de microrganismos e tém sido amplamente estudadas, principalmente os
Oleos essenciais de matérias-primas vegetais, como por exemplo de frutas, que
apresentam alguma atividade antimicrobiana e/ou antioxidante.

Os Oleos essenciais também conhecidos como 06leos volateis ou etéreos, sédo
compostos naturais, volateis e complexos, oriundos do metabolismo secundério de
plantas aroméaticas. Por isso apresentam intenso odor e podem ser obtidos de
folhas, flores e frutos, sendo utilizados em medicamentos e/ou alimentos (SILVA-
SANTOS, 2006).

Além da atividade antimicrobiana podem apresentar um potencial antioxidante
que auxilia na eliminacdo dos radicais livres no nosso organismo (OETTERER et. al,
2006). A eficacia de atuacdo das substancias ativas sobre os microrganismos e
sobre os radicais livres pode ser influenciada por condicdes ambientais de
temperatura, luz e oxigénio, para isto, a microencapsulacdo deste 6leo é uma
alternativa que protege os compostos destes efeitos, além de promover uma
liberacdo controlada do composto ativo em locais especificos (NEDOVIC, et. al,
2011).

A fruta do conde (Annona squamosa, L.) pertence a familia das Annonaceae
e é classificada como sincarpo, com polpa clara e doce que envolve individualmente

suas numerosas sementes. As sementes nédo sao aproveitadas individualmente, na
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maioria dos casos sdo consumidas junto com a fruta ou descartadas. Segundo
ALALI et al. (1999), as sementes apresentam em sua composicdo substancias
chamadas acetogeninas, que apresentam diversas atividades bioldgicas, entre elas
funcdes de antioxidante e antimicrobiana.

Entretanto, a maior parte dos estudos sobre a fruta do conde (Annona
squamosa, L.) esta vinculada ao cultivo, preparo do solo, adubacao, plantio, pragas
e doencas sendo escassos 0s que abrangem a utlizacdo do 6leo essencial
(FAVARO, 2014).

Este estudo é proposto com intuito de extrair e caracterizar o 6leo de
sementes da fruta do conde, microencapsular e avaliar o potencial antioxidante e

antimicrobiano deste por diferentes métodos.
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2 Reviséo bibliografica
2.1 Fruta do conde (Annona squamosa, L.)

As anonéceas pertencem a classe Magnoliopsida e a subclasse Magnolidae.
Apresentam cerca de 120 géneros e mais de 2300 espécies, sendo 0 género

Annona, o de maior importancia economica (MAAS et al., 2001).

A fruta do conde (Annona squamosa, L.) também conhecida como pinha, ata
ou araticum € uma anondacea originaria da Ilha de Trindade e das Antilhas. Chegou
ao Brasil em 1926 na Bahia, posteriormente sendo cultivada em outros estados
(CORDEIRO et al., 2000).

A arvore possui porte pequeno de 4 a 6 m de altura, muito ramificada, com
folhas lanceoladas de 6 a 7 cm de comprimento, deciduas e de coloracdo verde
brilhante na parte superior e verde azulada na parte inferior. As sépalas se
apresentam em trés e sao triangulares medindo 2 a 3 cm de comprimento, as trés
pétalas externas sdo lanceoladas e grossas com 1,5 cm de comprimento, de
coloracdo amarelo verdosas por fora e amareladas com uma mancha roxa na base
isoladas ou na forma de cachos contendo de 2 a 4 flores. O seu fruto € um sincarpo
arredondado de 5 a 10 cm de diametro, com peso entre 150 a 650 g, formado por
carpelos proeminentes e cobertos por saliéncias achatadas em forma de tubérculos,
com coloracdo verde, polpa de cor branca translicida ou creme, doce, rica em sais
minerais e vitaminas, com cerca de 60 sementes de cor preta em cada fruto
(DONADIO et al., 1998; IAC, 1998; EMBRAPA AGROINDUSTRIA TROPICAL,
1998).

Quanto ao clima, a arvore se adapta a condic¢des do litoral e do semiérido, por
nao tolerar temperaturas muitas baixas, sendo a faixa de temperatura minima de 10
a 20 °C e como temperaturas maximas 22 a 28 °C. Adapta-se melhor ao inverno
seco com chuvas bem distribuidas, com solo profundo suprido de matéria organica
(IAC, 1998; EMBRAPA AGROINDUSTRIA TROPICAL, 1998).

Atualmente, os maiores produtores desta fruta no Brasil se situam na regido
nordeste, sendo 0s maiores Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, e alguns
estados do sudeste como Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (MEDINA et al.,
2015).
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Segundo Alves, Figueiras e Moura (2000), o fruto possui, em média, 39,16%
de casca, 11,03% de sementes, 48,13% de polpa e amadurecem entre 100 a 120
dias apos o florescimento, com mudanca na coloracdo da casca que passa de
verde-amarelada para creme-rosada no periodo de dezembro a julho, tendo seu

maior pico em fevereiro e marco (IAC,1998).

A produgéo da fruta do conde (Annona squamosa, L.) na regido nordeste
pode ocorrer durante todo o ano, desde que apresente condi¢des de irrigacao, uso
intensivo de adubos e defensivos agricolas, além de grande mao de obra
(CARLSON et al.,, 2007). A definicho do momento da colheita € de extrema
importancia, pois € na fase final de seu desenvolvimento que a fruta forma polpa de
enchimento mais saborosa. Essa maturacdo se inicia com o afastamento dos
carpelos e promove mudangas na cor, sabor, aroma e textura. A colheita desse fruto
climatérico deve ser realizada manualmente para evitar que o fruto seja danificado, o

que o tornaria inadequado para a comercializacdo in natura (VIANA, 2005).

A composicao fisico-quimica da fruta do conde (Annona squamosa, L.) foi
determinada por Alves et al. (2000) e se encontra descrita na tabela 1. O contetdo
de solidos solluveis totais desta € muito superior a outras frutas, apresentando
também uma baixa acidez total titulavel 0,34% (&cido citrico), caracterizando uma
predominéancia do sabor doce (GOMES, 1987).

Tabela 1. Caracteristicas da polpa da fruta do conde (Annona squamosa, L.) madura

Caracteristicas Médias
Sdlidos soluveis totais (°Brix) 27,00
Acidez total titulavel (%) 0,34
Solidos soluveis/acidez 80,14
pH 5,23
AcUcares sollveis totais (%) 19,23
Acucares redutores (%) 15,96
Amido (%) 0,87
Pectina total (%) 0,66
Pectina solavel (%) 0,31
Vitamina C (mg/100g) 28,35

Fonte: Alves et al., 2000.
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De acordo com Leal et al. (1990), o segundo componente de maior presenca
na constituicdo da fruta do conde (Annona squamosa, L.), perdendo apenas para a
agua sdo os carboidratos, que constituem entre 18,2 e 26,2%, destes 83% dos
acucares sollveis totais sdo constituidos por acucares redutores. Apresentam ainda
teores altos de amido (0,87%) e de pectina (0,66%) ao final do processo de

maturagéo, dificultando o processamento do suco.

WU et al. (1996), isolaram 14 compostos da semente de fruta do conde
(Annona squamosa, L.), sendo um destes, o acido 16B-17-dihidroxi-ent-kaurano-19-
oico, que mostrou atividade significativa contra a replicagdo do virus do HIV em

células de linfocitos.

2.2 Oleos essenciais

A extracdo de Oleos essenciais pode ocorrer de diversas formas: a
prensagem a frio que é mais comum e pode ser utilizada para a extracdo de 6leos
de frutos citricos; a turbodestilagdo mais usada para se extrair o 0leo de plantas
cujos tecidos retém a seiva de forma mais intensa; a enfleurage utilizada na extracédo
de Oleos mais instaveis de pétalas de flores e que podem perder seus compostos
aromaticos se extraidos por outros métodos; o uso de gas refrigerante que utiliza
uma substancia quimica que tem afinidade com as moléculas constituintes do 6leo
essencial, agindo como solvente; e o uso de dioxido de carbono hipercritico sob
extrema pressao (200 atm) e temperatura minima de 30 °C para extracdo do dleo.
Entretanto, a principal forma de extracdo € a hidrodestilacdo onde a matéria-prima
vegetal é completamente mergulhada em agua, sem que a temperatura ultrapasse
0s 100°C (BAKKALI et al., 2006).

2.2.1 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Os antioxidantes séo substancias que apresentam a capacidade de retardar o
surgimento de alteragcdes oxidativas nos alimentos. Essa oxidacdo produz radicais
livres que quando produzidos em excesso sdo prejudiciais a nossa saude
(BIANCHI;ANTUNES, 1999).

A oxidacdo é um processo metabolico que leva a producdo de energia

necessaria para as atividades essenciais das células, mas também produz radicais
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livres levando ao stress oxidativo que predispdem o aparecimento de doencas
cronicas e degenerativas como o cancer e o envelhecimento. Estudos sugerem que
a utilizacdo de antioxidantes fendlicos de frutas, vegetais e cereais atuam sobre 0s
radicais livres diminuindo a incidéncia do aparecimento dessas doencas (ROESLER
et al., 2007).

Os antioxidantes apresentam dois mecanismos de agéo:

- Primarios: interrompem a cadeia da reacdo ao doarem elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres transformando-os em produtos termodinamicamente
estaveis ou reagem com radicais livres formando um complexo lipidio-antioxidante
gue pode exercer reagcdo com outro radical livre.

- Secundarios: retardam o inicio da autoxidacdo através de sequestro de
oxigénio, de complexacdo de metais, de absorcdo de radiacdo ultravioleta, de
decomposicado de hidroperéxidos ou desativacdo de oxigénio singlete (ANGELO;
JORGE, 2007).

No estudo realizado por Brito et. al (2008), foi possivel a identificacdo no
extrato etandlico das folhas da fruta do conde (Annona squamosa, L.) a presenca de
alcaloides, flavanoides, flavononas, triterpenoides, esteroides, flavonas, flavonois,
xantonas, saponinas, taninos e resinas. Os flavonoides e alguns fenois seriam os

responsaveis pela atividade antioxidante da fruta do conde (Annona squamosa, L.).

2.2.2 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

Os compostos antimicrobianos séo substancias que podem eliminar ou
impedir o desenvolvimento dos microrganismos, podendo ser sintéticos ou naturais
oriundos de bactérias ou fungos. A maioria das plantas também possui compostos
gue sdo antimicrobianos e as protegem de microrganismos (RAMOS et al., 2007).

Os componentes hidrofébicos sao responsaveis pela acdo antimicrobiana dos
Oleos essenciais, pois causam o rompimento de lipidios da membrana levando a
perda da funcionalidade, mas para isto sdo necessarias altas doses, 0 que torna o
produto sensorialmente intoleravel, sendo entdo uma alternativa mais viavel utilizar
concentracbes que inibem a multiplicacdo destes microrganismos (FORSYTHE,
2010).
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Quando um microrganismo tem a capacidade de se multiplicar em presenca
de um antimicrobiano, considera-se que este € resistente a essa substancia, ja
guando o microrganismo ndo consegue se desenvolver, porém ndo € eliminado
mesmo em altas concentracfes, pode-se dizer que este possui tolerancia ao
antimicrobiano (MACHADO; BARROS, 2006).

Considera-se como compostos com atividade antimicrobiana na fruta do
conde as acetogeninas e o0s terpenos. As acetogeninas sao metabdlitos secundarios
presentes exclusivamente nas frutas da familia Annonaceae e sao obtidos atraves
da via do acido acético derivados de acidos graxos de cadeia longa com média de
35 a 39 carbonos. Apresentam uma cadeia alifatica longa com hidroxila, acetila,
carbonila e um anel Y-lactona terminal, podendo conter ainda de 1 a 3 anéis
tetraidrofuranico ou anel tetraidropiranico. Existem sete classificacbes de
acetogeninas: annona, asimina, disepalum, goniothalamus, rollinia, uvaria e xylopia.
Desses a annona € a que se encontra presente na fruta do conde (Annona
squamosa, L.) (ALALI et al., 1999).

As acetogeninas presentes na fruta do conde (Annona squamosa, L.) sdo a
anonina ou anonacina, asimicina, bulatacina, bulatacinona e escuamocina
(CORDEIRO et al., 2000).

Observa-se na composicao quimica da fruta do conde (Annona squamosa, L.)
a presenca de seis tipos de compostos como as acetogeninas que apresentam
atividade  citotoxica, antitumoral, pesticida, vermicida, antimicrobiana,
imunossupressora, antiemética, inibidora do apetite e antimalarica (PIMENTA,;
BOAVENTURA, 2007; BRITO et al., 2008).

No estudo de Nonfon (1990) foram isoladas quatro annoninas (acetogeninas)
da semente da fruta: annonina IV, annonina VIII, annonina XIV e annonina XVI,
através de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono e espectrometria
de massas. Araya (2002) encontrou também a presenca da esquamocina-O (1) e da

esquamocina-0O (2), utilizando métodos semelhantes.

Terpenos sao hidrocarbonetos multiplos do isopreno, sua biossintese ocorre a
partir da combinacdo de duas moléculas de acido acético para formar &cido
mevalbnico. Na polpa e nas sementes da fruta do conde foram identificados
compostos monoterpenos como a-pineno, sabineno, limoneno e (E) -B -ocimeno e

também compostos sesquiterpenos, como o0 espatulenol, germacreno e o0
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biciclogermacreno (ANDRADE et al., 2001). As sementes apresentam elevada
concentragdo de Oleos volateis (ANSARI et al.,1985), onde foram identificados e
isolados 6 componentes desses Oleos com comprovada atividade antimicrobiana
(RAHMAN et al., 2005; CHAVAN et. al, 2006). O estudo de Sunanda e Anand (2003)
sugere também que o extrato aquoso das folhas pode melhorar os sintomas de
hipertireoidismo.

A avaliacdo mais comum do efeito antimicrobiano de 6leos essenciais €
realizada através do método de disco-difusdo. Este método se baseia na difusdo da
substancia a ser analisada em meio sélido contendo o microrganismo. Apés a
difusdo hd o surgimento de um halo de inibicio em que n&o ocorre o
desenvolvimento microbiano, sendo considerado um método quantitativo, onde o
resultado pode ser graduado. Podem ser usados tipos distintos de reservatorios,
como pocos feitos no meio de cultura, discos de papel e cilindros de porcelana ou
aco inoxidavel. A maneira como a substancia entra em contato com o meio de
cultura contendo o microrganismo é que distingue o tipo de método de difusado, o
mais comum é o disco difusédo (SILVEIRA et al.,2009).

A resisténcia dos microrganismos pode ser medida através de metodologias
fenotipicas como a minima concentracdo inibitéria que € definida como a menor
quantidade de agente antimicrobiano necessario para inibir o desenvolvimento do
microrganismo e a determinacdo da minima concentracdo bactericida que é definida
como a menor quantidade de antimicrobiano necessario para eliminar o
microrganismo, quando a concentragcdo bactericida minima for 32 vezes ou mais
superior a concentracdo inibitéria minima considera-se que 0 microrganismo €
tolerante ao antimicrobiano (MACHADO; BARROS, 2006).

H& uma tendéncia crescente para que seja avaliado o dano dos agentes
antimicrobianos no DNA de microrganismos. Dentre estes métodos estd 0 DNA
polimdrfico amplificado ao acaso (Random amplified polymorphic DNA - RAPD) que
consiste na amplificacdo ao acaso de DNA gendmico através da Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) utilizando primers de sequéncia
arbitraria com 10 nucleotideos (LACERDA et al., 2002).

O primer se liga as sequéncias complementares em fitas opostas do DNA
alvo e ocorre a amplificagéo in vitro do segmento de DNA entre dois primers
adjacentes com o auxilio da enzima Taq polimerase. Os sitios de ligacdo dos

primers devem estar separados por no maximo 3 a 4 mil pares de bases, uma vez
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que a Taq polimerase ndo é capaz de percorrer segmentos maiores nas condi¢cdes
normalmente usadas durante a amplificacdo. Um “perfil genético RAPD” sera
formado pelo conjunto dos produtos de amplificacdo de diversos primers diferentes.
A separacao dos produtos amplificados pode ser feita através de eletroforese em gel
de agarose (em concentracdes que variam de 0,8 a 2%), corado com brometo de
etidio ou em gel de poliacrilamida (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; FRITSCH;
RIESEBERG, 1996).

Caso haja alteracbes no perfil genético antes e ap06s o contato do
microrganismo com o Oleo essencial pode-se inferir que h& dano genético causado
pelo agente antimicrobiano (HAMEDO, 2009).

2.3 Microencapsulacéao

A encapsulacao é definida como um processo em que ocorre a retencdo de
uma substancia, 6leo essencial, por exemplo, dentro de outra, denominada capsula,
a qual pode ser consumida (NEDOVIC et al., 2011).

As capsulas podem ser divididas em trés grupos de acordo com seu tamanho:
macro, que sdo maiores que 5000 um; micro, que possuem tamanho entre 0,2-5000
Mm; e nano, que sdo menores que 0,2 um (REBELLO, 2009).

Em relacdo a disposicdo do nucleo e cobertura, sdo classificadas de duas
maneiras: as que o0 nucleo esta claramente fixado no centro da capsula, sendo
circulado por um filme determinado e continuo do material de cobertura; e as que o
nucleo é disperso de forma uniforme em uma matriz. Pode-se dizer que o primeiro
funciona como um sistema tipo reservatério, caracterizando as “verdadeiras
microcapsulas”, ja o segundo funciona como um sistema matricial, 0 que caracteriza
as microesferas. A diferenca basica entre as microesferas e as microcapsulas € que
na primeira uma pequena parte da substancia encapsulada fica exposta na
superficie, o que ndo ocorre nas microcapsulas, estas podem ter mais de um nucleo
ou diversas coberturas para um mesmo nucleo (AZEREDO, 2005).

A técnica de microencapsulagdo minimiza as interagfes da substancia que
forma o ndcleo com o ambiente; reduz a velocidade de evaporacdo ou de
transferéncia dos compostos do ndcleo para o ambiente; aumenta a facilidade de
manipular a substancia encapsulada; permite que se possa ter controle da liberagéo;

reduz odores e sabores estranhos; e possibilita que o composto encapsulado se
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disperse de forma homogénea em um produto alimenticio (FAVARO-TRINDADE et
al., 2008).

Diversas substancias podem ser utilizadas como material de parede, como
exemplo, as gomas (carragena, goma arabica, alginato de sodio), carboidratos
(agucar, amido, celuloses, dextrinas, xarope de milho), quitosana (fonte alternativa
obtida da casca de crustaceos), lipidios (acido esteérico, cera, 6leos e gorduras
hidrogenadas, monoglicerideos e diglicerideos, parafina, triestearina), proteinas
(albumina, caseina, gelatina, glaten), etc (SUAVE et al., 2006).

Dentre essas, a quitosana tem sido amplamente utilizada para encapsular
Oleos essenciais (GONSALVES et. al, 2009), entretanto, ndo ha trabalhos na
literatura com a encapsulacao de 6leo essencial da fruta do conde.

A quitosana é um copolimero catiénico formado por unidades de 2-desoxi-N-
acetil-D-glicosamina e 2-desoxi-D-glicosamina unidas por ligagdes glicosidicas f3-
1—4, obtida a partir da desacetilagdo alcalina da quitina. E um promissor material
polimérico de grande interesse cientifico devido as suas propriedades, tais como
biocompatibilidade, biodegrabilidade e nédo toxicidade (MENDES et al., 2011).

As caracteristicas desse biopolimero podem ser alteradas através da
modificacdo da sua estrutura quimica por reticulacdo, a fim de conferir-lhe
propriedades funcionais adicionais ou simplesmente melhorar atributos ja
caracteristicos (GONSALVES et al., 2011).

A quitosana pode ser reticulada pela utilizacdo da vanilina, através da reacdo
de Shiff, entre o grupo aldeido da vanilina e o grupo amino da quitosana (WANG et
al., 2011).

A vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) é um composto aromatico
importante flavorizante para alimentos, bebidas e utilizado na industria farmacéutica,
por apresentar efeito antimutagénico, antioxidante, conservante e antimicrobiano.
Pode ser produzida biotecnologicamente com baixos custos, a partir do uso de
fontes renovaveis como extratos enzimaticos ou enzimas purificadas,
microrganismos e cultura de células de planta. Os principais precursores para a
producéo biotecnoldgica de vanilina sédo eugenol, isoeugenol, acido ferulico e outros
menos utilizados (DAUGSCH; PASTORE, 2005).

Dentre as metodologias utilizadas para a encapsulacdo destacam-se 0s
processos de atomizacgdo, extrusao, leito fluidizado, coacervacdo, secagem em

tambor, liofilizagc&o, inclusdo molecular e inclusdo em lipossomas (AZEREDO, 2005).
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O método de coacervacdo € o mais utilizado, seu nome derivado do latim e
significa unido/agregacdo de particulas. E caracterizado pela interagdo baseada na
complexacdo que ocorre da mistura de solucbes de substancias com cargas
opostas, formando complexos, que, por repulsdo do solvente, precipitam, formando
duas fases: uma delas, chamada “rica em polimeros”, contendo o coacervado
precipitado, e outra chamada “pobre em polimeros”, na qual permanece o solvente
da solucéo (STRAUSS; GIBSON, 2004).

A coacervacao pode ser simples ou complexa: a primeira envolve um dnico
polimero e é caracterizada pela separacao da fase liquida através da adicao de um
eletrdlito (sal ou &lcool) que compete pela agua a solucédo coloidal; a segunda resulta
da neutralizacdo mutua de dois coloides carregados com cargas opostas em solucao
aquosa (VASILIU et al., 2005).

2.4 Microrganismos de importancia em alimentos

O perigo bioldgico representa maior risco a inocuidade dos alimentos.
Nessa categoria incluem-se as bactérias, fungos e virus. Dentre os varios tipos de
microrganismos, as bactérias patogénicas sdo as responsaveis pelo maior nimero
de casos de intoxicacdo alimentar. JA os fungos tornam-se um problema de
seguranca alimentar quando produzem micotoxinas que sao prejudiciais a saude do
homem (BAPTISTA; VENANCIO, 2003).

Os 6leos essenciais danificam varios sistemas enzimaticos das bactérias,
inclusive os responsaveis pela producdo de energia celular e na sintese de
compostos estruturais, interferindo na divisdo celular da bactéria (FREIRE et al.,
2011).

2.4.1 Staphylococcus aureus

Sao bactérias Gram positivas no formato de cocos medindo entre 0,5-1,5 pm
de diametro, ndo sdo moveis nem formam esporos. Podem estar sozinhas, em
pares, em cadeias curtas ou reunidas em formato de cacho de uva devido a divisao
celular que é feita em trés planos perpendiculares (SANTOS et al., 2007).

Estdo presentes, naturalmente, na pele e no trato respiratorio superior das
pessoas, consistindo em um microrganismo oportunista. Apresenta facilidade no

desenvolvimento em alimentos e capacidade de produzir toxinas termorresistentes
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(enterotoxinas), levando a intoxicagdo alimentar, que causa nauseas, diarreia e
vomitos dentro de uma a seis horas (MADIGAN et al., 2010). Pode causar também
bicho-de-pé, carbunculo, foliculite (infec¢cdo do foliculo piloso), furdnculos situados
na regido cervical posterior, antraz, hidradenite (inflamacdo das glandulas
sudoriparas), impetigo e hordéolo (tercol) (SANTOS et al., 2007).

Varios estudos observam a a¢do antimicrobiana de Oleos essenciais sobre
Sthaphylococcus aureus, como o 6leo essencial de canela nas concentragfes de 5,
10,20, 30, 40 e 50% e o 6leo de manjerona que promoveram inibicdo do crescimento
desta bactéria (FREIRE et al., 2011).

2.4.2 Escherichia coli

Sao bactérias Gram negativas encontradas na microbiota entérica de animais
(CAMPOS et al., 2006).

A Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC) tem a capacidade de produzir
uma toxina quando se aloja no intestino chamada de verotoxina, que causa desde
uma diarreia sanguinolenta até uma insuficiéncia renal. A Escherichia coli entero-
toxigénica (ETEC) é uma infeccdo entérica que leva a diarreia aquosa,
principalmente, em pessoas gque estdo viajando, jA que os habitantes locais ja estédo
imunes a bactéria. A Escherichia coli entero-patogénica (EPEC) ndo € invasiva nem
produz toxinas e esta envolvida com casos de diarreia infantii e em bebés. A
Escherichia coli entero-invasiva (EIEC) causa doenca invasiva do célon, sendo
responsavel por diarreia aquosa, que por vezes pode ser sanguinolenta (MADIGAN
et al., 2010). A Escherichia coli entero-agregativa (EAEC) causa uma diarreia aguda
e persistente que ocorre, principalmente, em criancas de paises em
desenvolvimento (REGUA-MANGIA et al., 2009).

A Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC) possui a caracteristica de se
aderir de forma difusa em cultura de células epiteliais in vitro, pode causar infec¢des
no trato urinario e a patogenicidade entérica ainda nao € confirmada (BARBOSA,
2010).

O Oleo essencial de anis estrelado na concentracdo de 5%, apresenta efeito
inibitorio do crescimento de Escherichia coli, assim como o 6leo de canela e o 6leo
de manjerona (FREIRE, et al.,2011).
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2.4.3 Listeria monocytogenes

Sao bactérias Gram positivas que apresentam formato de bastonetes curtos e
cocobacilos de 0,5 um de largura e 1-1,5 um de comprimento com tendéncia de
formacdo de cadeias com trés a cinco células. Sao aerébias facultativas, néo
formam esporos e ndo apresentam capacidade de produzir gas, mas produzem
catalase e 4cido a partir da glicose (MADIGAN et al., 2010).

Entre as duas classes patogénicas, se destaca a Listeria monocytogenes que
pode causar infeccdo no ser humano e em animais (LIU, 2006). Apresentam alta
resisténcia frente alteracdes de concentracao de sal, pH e temperatura, podendo ser
encontradas em diferentes ambientes como em alimentos, agua, efluentes e solo.
Pode se multiplicar em ambientes hostis sob temperaturas de refrigeracéo (2°C —
4°C) (PERES, 2010,) causando a listeriose que pode levar a aborto, septicemia e
meningite em grupos mais susceptiveis (FAI et al., 2011).

Um estudo com os 0Oleos essenciais de Cinnamomum cassia e Cinnamomum
verum apresentam efeito inibitério do crescimento de Listeria monocytogenes
(OUSSALAH et al., 2007).

2.4.4 Trichoderma spp

O fungo Trichoderma spp € um mofo verde bastante comum no solo,
apresenta ramificacdes chamadas hifas e micélio, e uma estrutura de propagacao
pelo ar denominada esporo ou conidio. Participa na decomposicdo e mineralizacéo
dos residuos vegetais contribuindo para a disponibilizacdo de nutrientes para as
plantas. E também um dos principais adversarios de outros fungos que causam
doencas nas plantas (NACHTIGAL, 2012).

2.4.5 Rhizopus spp

O fungo Rhizopus spp é um fungo muito comum, presente em materiais em
decomposicdo. Nas plantas ocasiona podriddo na pos-colheita de hortalicas,
frutiferas, gramineas e algumas espécies arboreas. Em humanos pode causar

mucormicose ou zigomicose, uma infeccdo oportunista grave que tem como
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sintomas o comprometimento rinocerebral, comprometimento cutaneo, pulmonar e
gastrointestinal (MARQUES et al., 2010).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral
Extrair e caracterizar o 6leo de sementes da fruta do conde, microencapsular

e avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano por diferentes métodos.

3.2  Objetivos especificos

Extrair o 6leo da semente de fruta do conde (Annona squamosa, L.) por
hidrodestilacao e por prensagem a frio;

Determinar o rendimento comparativo entre os métodos de extracdo do 6leo
extraido de sementes da fruta do conde (Annona squamosa, L.)

Realizar caracterizagdo quimica do 6leo da semente de fruta do conde
(Annona squamosa, L.);

Determinar a atividade antioxidante e antimicrobiana do 0leo essencial da
fruta do conde por diferentes métodos;

Microencapsular o 6leo de semente de fruta do conde (Annona squamosa, L.)
utilizando quitosana como material de parede e vanilina como reticulante, pelo
meétodo de coacervacao simples;

Caracterizar as microcdpsulas quanto a morfologia, tamanho, eficiéncia de
encapsulacdo, comportamento térmico, atividade antimicrobiana e antioxidante por

diferentes métodos.
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4 Hipotese

O dleo in natura e microencapsulado de sementes da fruta do conde (Annona
squamosa, L.) apresenta efeito antioxidante e antimicrobiano frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e os fungos dos
géneros Trichoderma spp e Rhizopus spp.
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5 Materiais e métodos
5.1Delineamento experimental

Considerando o delineamento proposto a primeira avaliagdo sera quanto ao
rendimento do 6leo essencial da fruta do conde obtido através da hidrodestilacdo e o
rendimento obtido a partir da prensagem, realizados em triplicata.

No segundo ensaio experimental as varidveis independentes utilizadas serao
amostras do 6leo essencial de semente da fruta do conde (Annona squamosa, L.) e
microparticulas e os microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Thrichoderma spp e Rhizopus spp. As variaveis
dependentes serdo os efeitos antimicrobianos avaliados através das técnicas disco
difusdo, minima concentracdo inibitéria e minima concentracdo bactericida e
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. A relacéo entre essas variaveis pode ser

verificada na Tabela 2.

Tabela 2. Delineamento experimental para avaliagdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial de
semente da fruta do conde (Annona squamosa, L.) e das microparticulas

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes

Amostra

Oleo essencial da hidrodestilacdo
Oleo essencial da prensagem
Microparticula 1 (quitosana)
Microparticula 2 (quitosana + vanilina)

Disco difusao

Microrganismos Avaliactes MCB
Staphylococcus aureus MCI
Escherichia coli RAPD
Listeria monocytogenes

Thrichoderma spp

Rhizopus spp

O delineamento proposto sera composto por duas variaveis independentes
em dois e cinco niveis respectivamente avaliadas através de uma variavel
dependente em trés niveis em triplicata totalizando 63 determinagdes (7x3x3).

O potencial antioxidante dos 6leos sera avaliado, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Delineamento experimental para analise do potencial antioxidante de éleo de semente da

fruta do conde (Annona squamosa, L.) e das microparticulas

Variaveis Independentes

Varidveis Dependentes

Amostra

Oleo essencial da hidrodestilacdo
Oleo essencial da prensagem
Microparticula 1 (quitosana)

Microparticula 2 (quitosana + vanilina)

Avaliacéo DPPH

Neste delineamento serdo utilizadas uma variavel independente em dois

niveis avaliadas através de uma varidvel dependente em triplicata totalizando 6

determinacdes (2x1x3).

A microencapsulacédo sera avaliada de acordo com o delineamento presente

na Tabela 4.

Tabela 4. Delineamento experimental para andlise de viabilidade da microencapsulacéo de éleo de

semente da fruta do conde (Annona squamosa, L.).

Variaveis Independentes

Variaveis Dependentes

Oleo essencial da hidrodestilacéo( controle)

Oleo essencial da prensagem (controle)

Comportamento térmico

Avaliacdes

Microparticula 1 (quitosana)
Microparticula 2 (quitosana + vanilina)

Comportamento térmico
Eficiéncia de encapsulagéo
Morfologia
Avaliacdes

Este dltimo delineamento proposto sera composto por trés variaveis

independentes avaliadas através de uma variavel dependente em oito niveis em

triplicata totalizando 72 determinagdes (3x8x3).

5.2Aquisi¢cao da amostra
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As frutas do conde serdo adquiridas na Companhia de Entrepostos e
Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP) oriundas da cidade de Presidente Dutra
na Bahia. Primeiramente os frutos serdo descascados e congelados em ultrafreezer.

Posteriormente, sera feita a separacdo manual da polpa e da semente e

congeladas novamente em ultrafreezer até a sua utilizagéo.

5.3Extracéo do oleo

Para realizar a extracdo do Oleo, primeiramente, sera feito a maceracéao das
sementes, utilizando nitrogénio liquido e, apds, estas serdo moidas em moinho de
bolas. Na hidrodestilacdo serd utilizado o aparelho Clevenger, para isso sera
adicionado 400 g da amostra em um baldo volumétrico de 1000 mL e acrescentado
o dobro de agua destilada, ou seja, 800 mL, a extracdo ocorrera por 3 h. O dleo
obtido ficar& retido no aparelho, este sera transferido para um frasco de vidro ambar
e armazenado sob congelamento (-18°C). Sera testada também a extracdo por
prensagem a frio, onde as sementes serdo submetidas a prensagem com o auxilio

de uma prensa manual de presséo até a completa retirada do 6leo.

5.4 Caracterizacdo da composicdo quimica do 6leo

Para a caracterizacdo do 6leo de semente de fruta do conde (Annona
squamosa, L.) sera realizada analise de perfil cromatografico de terpenos, indice de

refracdo, fendis totais, flavonoides totais e terpenos totais.

5.4.1 Perfil cromatogréfico de terpenos
O perfil cromatografico dos terpenos sera realizado por meio de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (VALLILO, et al., 2006).
5.4.2 indice de refracao
Para determinar o indice de refracdo do 6leo sera utilizado o método AOCS

Cc 7-25 (AOCS, 1993) e um refratbmetro a temperatura de 25 °C + 2 °C.

5.4.3Determinagéo de compostos fendlicos totais
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A determinacdo de compostos fendlicos totais sera realizada segundo o
procedimento descrito por Swain e Hillis (1959) com algumas adaptagbes. Na
extracdo dos compostos fendlicos, 5g de amostra serdo adicionadas de 20mL de
alcool metilico, sendo estes submetidos a agitacdo por 1h e centrifugacédo a 3420g
por 10 minutos. Para a realizacdo da reacdo, em um tubo de Falcon seréo
adicionados 4 mL de agua destilada, 150 pL de alcool metilico, 100 yL do extrato e
250 uL de Folin-Ciocalteau 0,25M que seréo agitados e deixados para reagir por 3
minutos. Apoés este periodo serdao adicionados 500 uL de carbonato de sddio 1M e
deixados para reagir por 2h, posteriormente a leitura sera realizada em
espesctrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a 725nm. Para a quantificacdo dos
compostos fenolicos se utilizara uma curva de padrao preparada com acido galico,

sendo os resultados expressos em mg de acido galico (EAG). 100g-1 de amostra.

5.4.4 Determinagéo do teor flavonoides totais

A determinacao do teor de flavonoides totais sera realizada de acordo com a
metodologia descrita por Dewanto et al. (2002), com pequenas adaptagbes. O
método se baseia na medida da absorbancia a 510 nm do complexo formado entre o
flavonoide e o aluminio do reagente de cor formando compostos de coloracéo
amarelada. Os resultados serdo expressos como equivalentes de catequina (ECAT)
por grama de amostra. As analises foram efetuadas em espectrofotémetro.

5.4.5 Determinacao do teor de terpenos totais

A determinacdo do teor de terpenos totais sera realizada com base na
metodologia proposta por Doneva-Sapceska et al. (2006). A técnica baseia-se na
adicdo em um tubo de vidro de 5 mL de 1200 uL de solug¢ao padrao de linalol para a
curva de calibracdo/ 4gua para o branco/ diluicdes da amostras e 600 pL de solugao
2% vanilina:acido sulftrico (H2S04). Essa solucdo sera misturada em um vortex e
submetidas a banho de gelo para minimizar o sobreaquecimento da solucéo.
Posteriormente a solucdo sera submetida a dois banhos em agua, um a 60 °C por 20
min e o segundo a 25 °C por 5 min. As absorvancias das amostras seréo lidas ao
comprimento de onda de 608 nm em espectrometro. A curva de calibracdo sera

realizada com solugdes de linalol:agua (1,25-20 mg linalol/ L agua).
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5.5 Microencapsulacao do 6leo

Para a microencapsulacdo sera escolhido o 6leo de um dos métodos de
extracao.

A microencapsulacéo do 6leo extraido sera realizada através do método de
coacervacao simples. Para isto, uma solucéo de quitosana 5 % (p/v) sera preparada
em 100 mL de solucédo de acido acético 5% (v/v), apOs a dissolucdo, 1 mL do Oleo
essencial e 0,1 g do reticulante vanilina serdo adicionados e homogeneizados,
dependendo do tratamento. Em seguida esta solugdo serd gotejada, em uma
solucdo de NaOH 2,0 mol.Lt, apdés as particulas formadas serdo mantidas em
NaOH 2,0 mol.L? por 30 minutos sob agitacdo para completa precipitacao,
posteriormente serdo lavadas com agua destilada até atingir pH 7,0 e secas a vacuo
(SOUZA et. AL, 2005).

Serdo realizadas as seguintes avaliacdes nos encapsulados:

- Eficiéncia de encapsulagéo: a eficiéncia da encapsulacdo serd determinada
através da diferenca entre o conteudo de compostos fendlicos encontrado na
superficie das microparticulas e os compostos encapsulados, como descrito por
Rutz et al. (2013).

- Morfologia das particulas: a morfologia e o tamanho das microcapsulas

serdo avaliados por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

- Comportamento térmico: sera determinado por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC).

5.6 Avaliacdo do efeito antimicrobiano de Oleos essenciais e das

microparticulas

A avaliacdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial e das
microparticulas sera realizada através de trés metodologias fenotipicas e de uma
metodologia molecular. Serdo testados os efeitos antimicrobianos do 0leo essencial
de fruta do conde sobre Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Listeria

monocytogenes e para dois géneros fungicos (Thrichoderma spp e Rhizopus spp)

5.6.1 Reativagdo dos microrganismos
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Para realizar a reativagdo dos microrganismos, as culturas congeladas
mantidas em glicerol serdo transferidas, com o auxilio da al¢ca de platina, para o
caldo BHI, com excec¢éo de Listeria monocytogenes onde sera utilizado o caldo TSB
com extrato de levedura, e entdo seréo incubados em estufa durante 24 h a 37 °C.
Em seguida, uma algada do isolado sera transferida e estriada em placas contendo
Agar Triptona de Soja (TSA) e incubadas por 24 h a 37 °C, para que ocorra o
isolamento das colénias. A partir das colénias que se desenvolverem no Agar sera
extraida uma alcada e ressuspendida em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual sera

padronizada em concentracgdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™1).

O preparo do indculo fungico para os testes de difusdo em agar sera realizado
conforme metodologias descritas por Gurgel et al. (2005) e Fontenelle et al. (2007)

Primeiramente, as culturas dos fungos deverdo ser estriadas com auxilio de
uma alga na superficie de placas de Petri contendo 22 mL de agar dextrose batata
(BDA) e incubadas a 25 °C por 5 dias.

ApoOs esse periodo de incubacao, os cultivos fungicos deverdo ser cobertos
com 2 mL de salina estéril e com auxilio de alca microbiologica, deverdo ser
realizadas raspagens da superficie de cada cultura, a fim de obter uma suspenséo
livre de fragmentos do meio de cultura. As suspensdes deverédo ser transferidas com
auxilio de pipetas ou micropipetas para tubos de ensaio estéreis vazios e, em
seguida, deixados em repouso a 28 °C por 5 minutos. O sobrenadante destas
suspensdes devera ser lido em espectrofotbmetro a 530 nm e a sua transmitancia
ajustada para 95% (diluindo com agua salina estéril), a fim de se obter um indculo

padronizado, aproximadamente, entre 108 UFC.mL'e 10°UFC.mL".

5.6.2Teste de disco difusao
O teste de disco-difusdo sera realizado de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI 2005). A
solucéo salina que foi inoculada sera em seguida semeada atravées de espalhamento
utilizando swab estéril na superficie de placas contendo Agar Muller-Hinton. Depois
de seco, serdo adicionados discos de papel filtro com 10 pL de Oleo essencial e das
microparticulas sobre o Agar, posteriormente as placas serdo incubadas por 24 h a

35 °C e ocorrera a medi¢édo dos halos de inibigéo.
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No caso especifico dos fungos sera utilizado o método de difusdo em agar
seguindo a metodologia proposta por Fontenelle et al. (2007).

Em paralelo o 6leo essencial e as microparticulas deverédo ser submetidos a
teste para certificacdo da qualidade através da adicdo de 10 pL do 6leo ou
microparticulas em 2 mL de caldo BHI e incubado por 24 h a 28 e 37 °C para
observacdo de crescimento microbiano, o qual ndo deverda ser observado em
nenhuma das amostras.

Cada in6culo padronizado fungico presente nos tubos de ensaio sera estriado
com o auxilio de um swab estéril na superficie placas de Petri contendo 22 mL de
agar dextrose batata (BDA) estéril. Quatro pequenos pocos equidistantes (diametro
6 mm) serdo feitos no centro da placa, com o auxilio de uma agulha e 60 uL do éleo
ou microparticulas serdo adicionados aos po¢cos nas concentracdes obtidas. As
placas serdo incubadas a 28 °C e as leituras serao realizadas apés 3, 5 e 8 dias de
incubacéo. O didmetro da zona de inibicdo do crescimento ao redor do poco devera
ser medido em milimetros com uso de paquimetro, halébmetro ou escalimetro e
registrado nas quatro direcGes radiais diferentes. Como controle sera utilizado agua
salina estéril.

Ser& considerada satisfatoria (atividade antifiingica) a presenca de halo de

inibicdo maior ou igual a 10 mm.

5.6.3 Minima concentracdo inibitéria

A determinacdo da minima concentracdo inibitoria (MCI) sera realizada de
acordo com a metodologia descrita por Cabral et al. (2009) com pequenas
modificacdes. Serdo utilizadas microplacas de 96 pogos, nestes serao
acrescentados 100 uL de caldo BHI previamente inoculado, apds serdo adicionados
100 pL de dleo essencial em concentracdes variando de 0,1-12 mg.mL?. Sera
utilizada a4gua destilada como controle e a incubacdo sera por 24 h a 37 °C. Em
seguida da incubacao, serédo adicionados 30 pL de corante Resazurina (0,01%; m/v)
para que se possa visualizar os po¢cos em que houve desenvolvimento bacteriano.
Transcorrido 3 horas de incubacdo, os po¢os em que nao foi alterada a coloracao
serdo considerados com auséncia de bactérias viaveis, caso contrario ira se

considerar com presenca.
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5.6.4Minima concentracdo bactericida

A determinacdo da minima concentracdo bactericida (MCB) seré realizada de
acordo com a metodologia descrita por Cabral et al. (2009) com pequenas
modificacdes. Serdo usados 10 pL do meio de cultura considerados com auséncia
de bactérias viaveis no teste de MCI, os quais serdo semeados em placas de Petri
contendo Agar BHI e incubados por 24 horas a 37 °C. A MBC sera considerada
como a menor concentracdo em que nao houve crescimento bacteriano no meio de

cultura.

5.6.5 Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

O RAPD sera realizado de acordo com a metodologia proposta por Williams
et al. (1990), e consiste na amplificacdo de DNA genbmico através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers de sequéncia arbitraria com 10
nucleotideos (ERCAN, 2015).

5.6.5.1 Isolamento do DNA

A extracdo do DNA sera realizada com auxilio de um kit de isolamento de
DNA EZNA, e a concentracdo de DNA sera estimada usando espectrofotbmetro
UVIS-Drop.

A andlise de RAPD-PCR sera realizada em misturas reacionais de 15 pL,
contendo 1,5 pL de tampéo PCR (tampé&o 10X com (NH4) 2 SO4,), 1,2 uL de MgCI2
(2,5 mM, Fermentas), 0,5 uL de dNTP (solucédo de reserva 10 mM), 0,6 UL de BSA
(10 mg / mL), 1,0 pL de primers (10 pM.) 5 U/ uL DE Taq polimerase e 0,25 mL de
agua desionizada esterilizada até ao volume final. Serdo adicionados a cada tubo de
PCR 2 pL de DNA extraido (ERCAN ,2015).

Para a amplificacdo, as misturas reacionais serdo desnaturadas a 94 °C
durante 2,5 minutos seguido por 36 ciclos consistindo de desnaturacdo durante 45
segundos a 94 °C, hibridacdo do iniciador durante 45 segundos a 35 °C com
extensdo durante 2 minutos a 72 °C e extenséo final a 72 °C durante 10 minutos
(ERCAN, 2015).
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5.6.5.2 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo seréo sujeitos a eletroforese em gel de agarose
a 1% com tampao Tris-acido acético-EDTA por a 80 V durante 1 hora e 30 minutos,o
gel sera corado com brometo de etidio, e os perfis RAPD serdo visualizados sob UV
num transiluminador UV e fotografados (ERCAN, 2015).

Juntamente com os produtos amplificados por PCR, um segmento de DNA de
100 pb sera utilizado como marcador padrdo (ERCAN, 2015).

5.7Avaliacdo do efeito antioxidante de 6leos essenciais

A avalicdo da atividade antioxidante do 6leo essencial ocorrerd por meio de
dois métodos: DPPH e ABTS.

5.7.1 Avaliacéao do efeito antioxidante pelo método DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante sera determinada via radical livre
DPPH segundo Brand-Willians et. al (1995) com algumas modificacdes. As
amostras de 6leo essencial ou das microparticulas serdo homogeneizadas em
agua e submetidas a centrifugacdo a para separacdo do sobrenadante. Uma
aliquota (0,1 mL) de diferentes concentracdes do sobrenadante (concentracdes
muffin em &gua) e do precipitado (concentracbes de 5,0 g do precipitado em
metanol e 5,0 g do precipitado em acetona) de cada amostra de 6leo essencial
serd misturada com 2,46 mL da solucdo metandlica de DPPH (0,025 g/L) e
incubadas por 30 minutos no escuro. A leitura da absorbéancia sera realizada a 515

nm.

A partir da curva de calibracdo do DPPH e dos valores da absorbancia de
cada concentracédo, serdo determinados os percentuais de DPPH remanescente. A
porcentagem de DPPH remanescente versus a concentracdo da amostra sera
plotada para obter a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (EC50). A atividade antioxidante sera
determinada no sobrenadante do 6leo essencial ou microparticulas centrifugados e
nos sobrenadantes dos precipitados metandlico, obtido da adicdo de metanol e
cetbnico, obtido da adicdo de acetona com o intuito de extrair 0 maximo dos

constituintes bioativos, em analise, presentes no 6leo essencial.
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5.7.2 Avaliagéo da atividade antioxidante pelo método ABTS

A determinacdo da atividade antioxidante sera determinada pelo método
ABTS descrito por Chen et al. (2011). A solugdo de ABTS+ seré preparada pela
reacdo de ABTS 7 mM (5 mL) e 2,45 mM (88 pL) de persulfato de potassio, e apos

sera incubada a temperatura ambiente no escuro, durante 16 h.

Posteriormente serpa diluida com etanol a 80% para se obter uma
absorbancia de 0,700 + 0,005 a 734 nm. A solucdo ABTS+ (2,7 mL) sera
cuidadosamente misturada com 0,3 mL das amostras do teste. A mistura de
reacdo sera deixada em repouso a 30 °C, durante 30 min, e a absorbancia a 734

nm serd medida em espectrofotbmetro.

5.8 Andlise estatistica

Os resultados serdo avaliados estatisticamente através de Andlise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05) quando necessario,

utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.).
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6 Resultados e impactos esperados

Com este estudo espera-se verificar que o 6leo essencial e microencapsulado
de semente de fruta do conde (Annona squamosa, L.) apresenta efeitos
antimicrobiano e antioxidante, potencializados pela microencapsulacéo, e que estes
resultados sejam base para que futuramente este 6leo possa ser aplicado como um
conservante natural em alimentos, como por exemplo em produtos embutidos
carneos, em adicdo e/ou substituicAo de conservantes quimicos como nitritos e

nitratos, que podem apresentar efeitos carcinogénicos.



7 Cronograma de Atividades

As atividades seréo realizadas de acordo com o exposto na tabela 5.

Tabela 5. Cronograma de atividades
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Atividades

2017

JIF M/A

S/O

N/D

1°S

Revisado
Bibliografica
Coleta das

amostras

Extragdo do dleo

essencial

Microencapsulacéo

do 6leo essencial

Avaliacéo da
atividade

antioxidante

Avaliacéo da
atividade

antimicrobiana
Andlise estatistica

Elaboracéo do

artigo

Defesa da

Dissertacao




8 Orcamento

O orcamento sera realizado conforme exposto na tabela 6.

Tabela 6. Orgamento do projeto

69

Descricao Quantidade Valor
Total
(R$)
Microplacas de poliestireno com 96 cavidades com 15 80,05
tampa
Cloreto de Sédio (NaCl) Frasco de 500 g 8,20
Agar Triptona de Soja (TSA) Frasco de 500 g | 207,70
Placas de petri descartavel 200 placas 59,60
Extrato de Levedura (YE) Frasco de 500 g | 173,25
Infuséo Cérebro e Coracao (BHI) Frasco de 500 g | 218,65
Caldo Triptona de Soja (TSB) Frasco de 500 g | 182,75
Etanol P. A. 1L 15,45
Papel toalha 1 Pacote 14,50
Caixa porta ponteira de 200 microlitros 5 21,00
Ponteiras de 200 microlitros 1000 unidades 6,45
Ponteiras de 300 microlitros 1000 unidades 15,9
Nitrogénio liquido (recarga) 5L 120,00
Hexano P. A. 1L 19,85
Gas hélio pureza grau 6 1ms3 454,41
DPPH 1g 844,50
ABTS 19 592,50
Acetona P. A. 1L 23,55
Persulfato de Potassio 250 g 24,40
Trolox 1lg 309,00
Acido Linoleico P. A. 25¢ 460,00
Tris HCI 100 g 45,00
FeS04.7H20 1000 g 31,05
Acido Ascorbico 500 g 73,45
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Acido Tricloroacético 250 g 44,75
Acido Tiobarbitarico 25¢ 860,00
Goma Quitosana 250 g 559,50
NaOH 1000 g 48,45
Tween 80 1L 54,80
Acido Acético 1L 23,55
Papel Filtro 1Pct 4,55

Tris-hcl (tris hidrocloreto; trizma-hcl; cas 1185-53-1) 1kg 206,89
Tag DNA Polimerase 5U/ul (kit ¢/ tampéao 10X e MgCI2) 5x500 U 575,00
dNTP set, 100 mM 4 x 250 pL 368,00
Conjunto para PCR (Master Mix) 100 reacoes 400,00
Agarose 100 g 200,00
Bis acrilamida 25¢g 80,00
Azul de bromofenol 109 115,00
Brometo de etidio 10 g/mL 110,00
Ladder 100 pb 500 pl 100 reacoes 330,00

TOTAL

7981,70
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6 RELATORIO DE CAMPO
6. 1 Amostra

O objetivo inicial do presente estudo foi extrair, microencapsular e avaliar a
atividade antimicrobiana e antioxidante do Oleo de semente de fruta do conde
(Annona squamosa, L.), entretanto devido a dificuldade de aquisicdo da amostra e
de problemas metodologicos em relacdo a extracdo do 6Oleo se tornou inviavel a

continuacgéo da utilizacdo da semente da referida fruta.

Devido a esses fatos, optou-se pela utilizagdo do cravo-da-india (Sygyzium
aromaticum) em substituicdo a semente de fruta do conde. A escolha deste se deve,
principalmente devido ao alto rendimento de extracdo e comprovada acao frente as
bactérias patogénicas. Neste sentido, o objetivo do trabalho passou a ser a extracao,
microencapsulacédo e avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo

essencial de cravo-da-india.
6.2 Encapsulacao

Em razdo do crescente numero de trabalhos utilizando quitosana como
material de encapsulacdo, e a comprovada acdo antimicrobiana desta que se

tornaria um viés para o estudo, optou-se pela substituicdo por alginato de sodio.

A utilizacdo da vanilina também foi substituida pelos emulsificantes
monoestearato de glicerol e monolaurato de polioxietileno sorbitana em razao de

problemas com a aquisicdo do material.
6.3 Atividade antimicrobiana

Em razdo de problemas com tempo viavel para o desenvolvimento das
analises, optou-se por excluir do projeto a realizacdo da atividade antifingica do 6leo
essencial e das microparticulas frente aos fungos Trichoderma ssp e Rhizopus ssp.
Em substituicdo a esses, foi realizado analise antimicrobiana da bactéria Salmonella
Typhimurium, e das demais propostas anteriormente: Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Listeria monocytogenes.
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Foi retirado do projeto a andlise de Polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso (RAPD) devido ao tempo e custo da analise, sendo comutada por aplicacéo e
avaliacdo da acdo do 6leo essencial puro e das microparticulas aplicadas em um
produto carneo similar a um hamburguer (avaliagdo in situ) contaminado com

bactérias selecionadas.

Os tratamentos que apresentaram atividade bactericida foram submetidos a

teste de atividade in situ em produto carneo e avaliado nos tempos 0 e 7 dias.
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Atividade antimicrobiana e antioxidante de 6leo essencial de cravo-da-india

(Syzygium aromaticum) puro e encapsulado

Resumo

Introducao: A utilizacdo de 6leos esséncias tem sido estudada para substituir conservantes quimicos
com potencial cancerigeno. Dentre eles, o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum,
L.) apresenta forte acdo antioxidante e antimicrobiana frente as principais bactérias patogénicas, mas
tem a aplicagédo limitada em razdo do forte odor, portanto a encapsulacdo se torna uma alternativa
viavel. Objetivos: Extrair, encapsular e avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano do éleo
essencial de cravo-da-india. Resultados: O 6leo essencial apresentou forte atividade antioxidante e
antimicrobiana, tendo efeito bactericida in vitro frente a S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e S.
Typhimurium e in situ superior a atividade do nitrito frente a S. aureus. As particulas de o0leo
encapsuladas com alginato de sodio e emulsificantes apresentaram alta eficiéncia de encapsulacao,
baixa atividade antioxidante e forte acdo inibitéria frente as bactérias testadas. A adicdo, das
particulas e do nitrito, ndo promoveu efeito bactericida. Concluséo: O 6leo essencial de cravo-da-
india puro apresenta forte atividade antimicrobiana podendo ser utilizado para substituicdo de nitrito
em alimentos.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum; Encapsulagdo; Bactericida; Emulsificante



85

Abstract

Introduction: The use of essential oils has been studied to replace chemical preservatives with
carcinogenic potential. Among them, clove essential oil (Syzygium aromaticum, L.) has a strong
antioxidant and antimicrobial action against the main pathogenic bacteria, but it has limited application
due to the strong odor, therefore the encapsulation becomes a viable alternative. Objectives: To
extract, encapsulate and evaluate the antioxidant and antimicrobial potential of clove essential oil.
Results: The essential oil presented strong antioxidant and antimicrobial activity, having bactericidal
effect in vitro against S. aureus, E. coli, L. monocytogenes and S. Typhimurium and in situ superior to
nitrite activity against S. aureus. The oil particles encapsulated with sodium alginate and emulsifiers
presented high encapsulation efficiency, low antioxidant activity and strong inhibitory action against
the tested bacteria. The addition of the particles and the nitrite did not promote bactericidal effect.
Conclusion: Pure clove essential oil has strong antimicrobial activity and can be used to replace nitrite
in food.

Keywords: Syzygium aromaticum; Encapsulation; Bactericide; Emulsifier
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1 Introducéo

Segundo a Agéncia Internacional de Investigacdo do Cancer, 6rgdo da
Organizacdo Mundial de Saude, conservantes quimicos sintéticos utilizados em
produtos embutidos carneos como 0s nitritos, apresentam potencial carcinogénico,
devido a producéo de nitrosaminas (Sindelar & Milkowski, 2011; OMS, 2015).

Diante disto, estudos tém sido realizados para encontrar alternativas viaveis e
naturais para a substituicdo desses na induastria, frente as principais bactérias
patogénicas presentes em alimentos, entre elas Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Dentre as alternativas, ha a
possibilidade de utilizagdo de compostos antimicrobianos naturais oriundos do
metabolismo secundario de plantas aroméaticas, como os O6leos essenciais que
apresentam elevada atividade antimicrobiana e antioxidante devido a presenca de
terpenos e compostos fendlicos (Oliveira et al., 2009; Lang & Buchbauer, 2012;).

O Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) extraido do
botdo floral seco do craveiro-da-india apresenta atividades antimicrobianas e
antioxidantes devido a presenca do eugenol em sua composicdo (Balasundram,
2006; Chaieb et al.,, 2007). Porém, por apresentarem intenso odor e serem
compostos volateis, a utilizacdo dos 6leos essenciais de forma pura se torna um
limitante na inddstria; diante disto a encapsulacdo destes Oleos surge como
alternativa para a sua aplicacado em alimentos (Nedovic et al., 2011).

A encapsulacdo do oOleo essencial de cravo-da-india ja foi avaliada com a
utilizacao de fosfolipideos da soja (Sebaaly et al., 2015) e ciclodextrina (Sebaaly et
al., 2015), sendo encontrado apenas um estudo com a utilizagcdo do alginato de

sodio (Soliman et.al, 2013).
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O alginato de sodio € um copolimero linear constituido de &acidos a-L-
gulurénicos e B-D-manurbnicos com ligacbes 1-4, sintetizado por algas marrons
encontradas em regibes costeiras do mar. Esse polimero tem sido utilizado na
encapsulacdo de Oleos essenciais, sendo que a suas propriedades podem ser
alteradas com a utilizagcdo em conjunto de emulsificantes (Mdller, 2011; Natrajan et

al., 2015; Ghayempour & Mortazavi, 2015)

Dado o contexto exposto, o objetivo do presente estudo foi extrair e
caracterizar o 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.), quanto a
composi¢do quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella
Typhimurium. Além disso, encapsular o 6leo em alginato de sddio com a utilizacao
de emulsificantes e caracterizar a acdo das particulas quanto a eficiéncia de

encapsulagdo, comportamento térmico, atividade antioxidante e atividade

antimicrobiana in vitro e in situ.

2. Materiais e métodos

2.1 Aquisicdo da amostra

As amostras de botdes florais secos de cravo-da-india foram adquiridas no
comércio local da cidade de Pelotas — RS e acondicionadas em sacos plasticos até

sua utilizacao.

2.2 Extracdo do Oleo essencial de cravo-da-india

As amostras de cravo-da-india foram moidas em moinho de facas (Marconi) e
apos o Oleo essencial foi extraido de acordo com a Farmacopeia Brasileira (Brasil,

2010), por meio do processo de hidrodestilacdo por arraste a vapor com o auxilio do
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equipamento Clevenger durante 3 h. ApO0s a extracdo, o Oleo essencial foi

armazenado em frasco ambar em temperatura de congelamento (-18°C).

2.3 Caracterizacdo do 6leo essencial de cravo-da-india

2.3.1 Rendimento de extragéo

Para o célculo de rendimento de extracdo do 6leo, foram acoplados em
Clevenger um baldo contendo 100 g de cravo-da-india moido e 100 mL de agua
destilada e destilados por arraste de vapor por 4 h. Apés o contetudo de 6leo foi
recolhido em tubo graduado e calculado através da razdo entre o teor de 6leo em

mililitro por 100 g da amostra de acordo com a Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2010).

2.3.2 Terpenos

Para a identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial, utilizou-se
analise cromatografica em equipamentos GC/MS, marca Shimadzu QP2010,
equipado com um divisor split/splitless e com uma coluna capilar Rtx-5MS Restek
(30 m x 0,25 mm x 0,25 microns) nas seguintes condicbes cromatogréaficas:
transportador de gas de hélio obtido por fragmentos de impacto de elétrons a uma
poténcia de 70 eV de 1,2 mL min-, 1:50 fluxo dividido e o volume de amostra

injetada de 1 pL.

Temperatura programada do forno: a temperatura inicial foi de 40 °C com uma
rampa de aquecimento entre 10 °C a 280 °C min! mantendo-se estavel a essa
temperatura durante 10 min. Subsequentemente, a temperatura foi aumentada a
uma taxa de 10 °C a 300 °C min! durante um tempo total de 41 min com uma

temperatura de injetor de 250 °C e temperatura de interface de 300 °C.
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Os compostos presentes no oOleo foram identificados com base na comparacéo
dos indices de retencdo e espectro de massa destes com os padrdes presentes na

biblioteca NIST EP/EPA/MIH (NIST 05) do aparelho.

2.3.3 Fendlicos totais

O teor total de compostos fendlicos foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau (Swain & Hills, 1959). Para isto, 0,1 g de 6leo essencial de cravo-da-india
foi diluido em 10 mL de metanol e deixado em repouso por 24 h. Apds, 1 mL desta
solucéo foi diluido em 9 mL de etanol, desta nova solucdo foram retirados 0,1 mL e
diluidos em 4 mL de etanol, posteriormente, foram retirados 0,5 mL da solucéo final
para a reacdo, sendo a esta adicionados 250 uL de solucdo de Folin-Ciocalteau 0,25
M e deixado reagir por 3 min. ApGs, 500 uL de carbonato de sodio 1 M foi
adicionado. A reacéo foi armazenada no escuro por 2 h e apos realizada a leitura em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a 725 nm. Para a quantificacdo dos
compostos fendlicos utilizou-se uma curva padrdo preparada com &cido gélico,

sendo os resultados expressos em mg de acido gdlico (EAG) 100g* de amostra.

2.3.4 Comportamento térmico

A analise do comportamento térmico do 6leo essencial de cravo-da-india foi
realizada por Calorimetria Diferencial de Varredura em equipamento TA Instruments
modelo DSC Q20. Para cada amostra, 5 mg foram aquecidos em recipientes de
aluminio a uma taxa de 10 °C min*? entre -25 °C e 300 °C, com um fluxo de

nitrogénio de 50 mL min? (Rutz et al., 2013).
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2.3.5 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial

A avaliacdo do efeito antimicrobiano do 6leo essencial foi realizada por meio
de trés metodologias: disco difusdo, concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM). Foram testados os efeitos antimicrobianos
do 6leo essencial sobre as cepas padrdo das espécies de bactérias Salmonella
Typhimurium (ATCC 13311), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus aureus (ATCC 10832). Os
resultados de disco difusdo foram expresso em mm * desvio padrdo apOs trés
medidas equidistantes dos halos formados, CIM foi expressa em mg mL' e CBM

com crescimento ou inibicdo de crescimento do microrganismo.

2.3.5.1Reativacao dos microrganismos

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento em
caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporcéo 3:1
(v:v). Para realizar a reativacdo, uma alcada dessas bactérias foi transferida para
caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Apés
uma al¢cada desse crescimento foi estriada em placas de Petri com meios seletivos,
sendo agar Entérico Hektoen (HEA) para S. Typhimurium, agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) para E. coli, agar Oxford para L. monocytogenes e agar Baird-Paker

para S. aureus, e incubadas por 24 h a 37 °C, para o isolamento das col6nias.

Do crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada e
ressuspendida em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentracdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™?). Todos os ensaios

foram realizados em triplicatas.
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2.3.5.2 Disco difusao

A andlise de disco difusdo foi realizada de acordo com protocolo proposto

pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2005).

A solucéo salina padronizada contendo o in6culo foi semeada com auxilio de
um swab estéril na superficie de placas com &gar Muller-Hinton. Em seguida foram
adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro de 6 mm. Apds, 10 pL
de oleo essencial de cravo-da-india foram impregnados sobre os discos de papel e
as placas incubadas por 24 h a 37 °C. Logo apOs este periodo foi efetuada a

medicao dos halos de inibicdo, sendo os resultados expressos em centimetros.

2.3.5.3 Concentragdo Inibitéria Minima

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com o método

descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes.

Para isto foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos, onde foram
acrescentadas em cada poco 100 pL de caldo BHI, 100 pL de in6culo (80 uL de
caldo BHI e 20 pL de agua salina com crescimento bacteriano) e 6leo essencial em
cinco diferentes concentracdes de 6leo puro (100 pL de 6leo essencial puro); 1:5 (20
UL de Oleo essencial e 80 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO)); 1:10 (10 pL de Oleo
essencial e 90 pL de DMSO); 1:100 (1 pL de Oleo essencial e 99 uL de DMSO) e

1:1000 (0,1 pL de d6leo essencial e 99,9 pL de DMSO).

Apbs o preparo da amostra, as placas de microtitulagdo foram avaliadas em
espectrofometro (Biochrom EZ Read 400) a 620 nm. Em seguida, procedeu-se a

incubacgéo por 24 h a 37 °C, e apos, foi realizada nova leitura em espectrofotometro.



92

A CIM foi considerada como a menor concentragdo em que ndo houve crescimento

bacteriano no meio de cultura.

2.3.5.4 Concentracdo Bactericida Minima

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada de acordo com o

meétodo descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes.

Apos a realizacéo da CIM, foram retirados 15 pL dos pocos das amostras que
tiveram inibicdo e estriados em placas de Petri com agar BHA (Brain Heart Infusion
Agar) e incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a minima concentragdo

bactericida as placas onde ndao houve crescimento bacteriano.

2.3.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada de acordo com o método proposto por
Brand-Willians et al. (1995) com modificagcbes utilizando o0 ensaio
espectrofotométrico DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Para isto, 0,1 g do O6leo
essencial de cravo-da-india foi homogeneizado em Ultra-Turrax (Metabo) com 10 mL
de metanol. Essa solucdo foi mantida em repouso por 24 h e ap6s este periodo foi
submetida a centrifugacédo a 4200 rpm, a 25 °C por 15 min e retirada uma aliquota

do sobrenadante para a realizacdo da analise de atividade antioxidante.

Para o preparo da solugédo concentrada de DPPH, foi diluido 24 mg de DPPH
em 100 mL de metanol. Em seguida, foi preparada uma diluicdo dessa solucao,
sendo retirado uma aliquota de 20 mL da solucdo concentrada e adicionado 90 mL
de metanol até se obter uma absorbancia entre 1,080 — 1,120, com leitura realizada

em espectrofotometro (Jenway 6705 UV/Vis ) a 515 nm.
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Para a realizacdo da reacao foram homogeneizados 0,2 pL da amostra, 98
puL de metanol e 3,8 mL da solucdo diluida de DPPH, em seguida as amostras
ficaram armazenadas em repouso na auséncia de luz por 24 h, sendo a leitura

realizada em espectrofotobmetro a 515 nm.

2.3.7 Encapsulacéo do 6leo essencial de cravo-da-india

Para a encapsulacdo, uma solucdo aquosa de alginato de sodio
(GastronomyLab) 2% foi preparada sob agitacdo a 70 °C (Belalia & Djelali, 2014) e
deixada em repouso por 24 h, a 4 °C. Apds esse processo a solucao de alginato de
sédio foi homogeneizada em Ultra-Turrax (Metabo) a 12.000 rpm por 5 min, e
guando previsto adicionado de 0,5% de emulsificante monoestearato de glicerol
(Vogler) ou monolaurato de polioxietileno sorbitana (Tween 20) (Synth). Em seguida,
1% de Oleo essencial de cravo-da-india foi adicionado e homogeneizado em Ultra-

Turrax a 12.000 rpm por 10 min.

A mistura de alginato de sdédio, emulsificante quando previsto, e Oleo
essencial foi adicionada em uma solucdo de cloreto de calcio (Vetec) 5% sob
agitacdo em Ultra-Turrax nas mesmas condi¢cdes descritas. Apds esse processo a
solucéo final foi filtrada com o auxilio de uma bomba a vacuo, lavada com agua
destilada até atingir pH 7,0 e secas em estufa de circulacao de ar (Cienlab) a 30 °C
durante 48 h. Posteriormente, foram armazenadas em frasco de vidro em

congelador (- 4 °C) até a utilizacao.

Finalizado o processo foi possivel o desenvolvimento de trés particulas
diferentes: a primeira contendo alginato de sodio e 6leo essencial de cravo-da-india
(AO); a segunda composta por alginato de sédio, monoestearato de glicerol e Oleo

essencial de cravo-da-india (AMO) e a terceira com alginato de sodio, monolaurato
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de polioxietileno sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-india (ATO). Amostras
controle foram produzidas da mesma forma, entretanto sem a presenca do Oleo

essencial.

2.4 Caracterizagdo das particulas

2.4.1Eficiéncia de encapsulagéo

A eficiéncia da encapsulacédo (EE) dos compostos fendlicos do 6leo essencial
de cravo-da-india foi realizada segundo o método proposto por Rutz et al. (2013). A
EE foi determinada em funcdo dos compostos presentes na superficie e dentro das
particulas. Para isto, 0,1 g de particulas foram homogeneizadas em Ultra-Turrax
(Metabo) em 10 mL de metanol e mantidas em repouso por 24 h. ApOs esse
periodo, a solucéo foi centrifugada a 4200 rpm, a 25 °C por 15 min, do sobrenadante
foram retirados 0,5 mL para a realizacdo da andlise. As fracGes recolhidas foram
avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau (Swain & Hills, 1959), conforme descrito no item 2.3.3. A EE foi dada em

porcentagem de compostos fendlicos, conforme equacao descrita abaixo.

Compostos fenolicos totais — Compostos fendlicos da superficie
EE(%) = T . x 100
Compostos fendlicos totais

2.4.2 Comportamento térmico

O comportamento térmico das particulas foi determinado pelo método de

Calorimetria Diferencial de Varredura conforme descrito no item 2.3.4.
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2.4.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das particulas foi realizada através da CIM e CBM,

conforme descrito nos itens 2.3.5.3 e 2.3.5.4.

2.4.4 Atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante das particulas foi realizada
conforme método descrito no item 2.3.6, entretanto foi utilizado 200 uL da amostra

diluida das particulas e 3,8 uL da solucéo diluida de DPPH.

2.4.5 Atividade antimicrobiana in situ

Para a determinacgéo da atividade antimicrobiana in situ optou-se por formular
um produto carneo analogo a hamburguer como alimento teste e realizar uma
contaminacdao artificial deste produto com S. aureus, a escolha deste microrganismo
foi baseada nos resultados encontrados in vitro. Os produtos carneos foram
preparados seguindo as recomendacfes de Terra (2005) com modificacbes. A
formulacdo padrao utilizada para a formulacdo dos tratamentos foi: 57% de carne
bovina magra, 10% de gordura suina (toucinho), 15% de gelo, 15% de agua gelada,

3% de proteina de soja.

Primeiramente foi realizada a higienizacdo de todos os materiais e utensilios,
bancadas e das méaos, utilizando agua, detergente e alcool 70%. Apos, com o auxilio
de uma faca, a carne e o toucinho refrigerados foram cortados em pedagos e
posteriormente moidos em moedor de carne (Britania) com disco de 6 mm. Em
seguida, foram misturadas a carne, o toucinho, a proteina de soja previamente

hidratada e moida, a agua e gelo.
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A seguir, foram adicionados a massa obtida, quando previsto, o Oleo
essencial, as particulas ou conservante nitrito de sédio e o ino6culo bacteriano de S.
aureus. No final do preparo dos hamburgueres foi adicionado 1 mL de in6culo de S.
aureus ATCC 10832, previamente crescido em meio caldo Triptona de Soja (TSB)
durante 24 h, contendo aproximadamente 1,5x108 UFC mL™. Os produtos carneos
analogos a hamburgueres foram modelados em placas de Petri com envoltorios
plasticos e mantidos sob refrigeracdo a 4 °C por 15 dias. Na tabela 1 podem-se

visualizar as formulacdes utilizadas neste estudo.

Tabela 1. Formulag6es dos produtos carneos analogos a hamburgueres

Tratamento Ingredientes
Controle 1 FPPC*
Controle 2 FPPC com adig&o de in6culo bacteriano de S.
aureus
Controle 3 FPPC, com in6culo bacteriano de S. aureus e

conservante nitrito de sédio 0,25%

Tratamento 1 FPPC, com in6culo bacteriano de S. aureus e
Oleo essencial de cravo-da-india na

concentracdo de 1 pL g?

Tratamento 2 FPPC, com in6culo bacteriano de S. aureus e
Oleo essencial de cravo-da-india na

concentracéo de 0,1 uL g*

Tratamento 3 FPPC, com in6culo bacteriano de S. aureus e

particula AO** na concentracgdo de 0,0239g g*

Tratamento 4 FPPC, com in6culo bacteriano de S. aureus e

particula ACO*** na concentracdo de 0,0071g g

* FPPC — Formulacgdo padrédo do produto carneo: carne, gordura suina, proteina de soja, agua e gelo;
*AQ —Particula contendo alginato de sédio e 6leo essencial de cravo-da-india; **AMO —Particula

contendo alginato de sddio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india
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2.4.5.1 Enumeracéo de S. aureus

Para avaliar se as amostras de 6leo essencial puro ou encapsulado
apresentaram atividade antimicrobiana, foi realizada enumeracdo de S. aureus

seguindo as recomendacdes de Downes e Ito (2001) com modificacdes.

Para isto, foram retiradas 25 g de cada uma das formulacdes dos produtos
carneos analogos aos hamburgueres e foram homogeneizados com 225 mL de agua
peptonada estéril. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas até 1:1000 (1073)

com agua peptonada estéril (1%).

Apos a diluicdo foram retirados 0,1 mL da solucéo e transferidas para placas
de Petri contendo agar Baird-Parker, espalhadas com auxilio de uma alca de

Drigalski e incubadas por até 48 h a 37 °C.

A contagem manual das colbnias bacterianas foi realizada ap6s 48 h de

incubacéo e os resultados expressos em UFC g.

2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica da eficiéncia de encapsulacéo, da atividade antioxidante
e da atividade antimicrobiana foi realizada por meio da andlise de variancia seguida

do teste de Tukey (p <0,05).

Enquanto a analise da atividade antimicrobiana in situ foi realizada pela
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Fisher’'s da diferenca minima

significativa - teste LSD (p <0,05).



98

3 Resultados

3.1 Andlises do 6leo essencial de cravo-da-india
3.1.1 Rendimento de extracéao

O rendimento de extracao do Oleo essencial de cravo-da-india foi de 1%.

3.2.1 Terpenos
Na figura 1 € possivel visualizar o cromatograma do Oleo essencial de cravo-

da-india. Por meio deste estudo detectou-se a presenca de trés compostos, sendo o

eugenol o majoritario com 56,06%, seguido pelo cariofileno com 39,63% e pelo a-

cariofileno com 4,31% (Tabela 2).
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.)

Tabela 2. Compostos presentes no 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L).
retencdo Quantidade relativa em drea Composto

Linha Tempo de
do espectro (%)

(min)

1 18,498 56,06 Eugenol
20,038 39,63 Cariofileno

3 20,819 4,31 a-cariofileno
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3.2.2 Fendlicos totais
O teor de compostos fendlicos presentes no 6leo essencial foi de 9,07 EAG

mg g* de amostra.

3.2.3 Atividade antimicrobiana
3.1.4.1 Disco difuséo

Por meio da técnica de disco difusao foi possivel verificar que o 6leo essencial
de cravo-da-india puro gerou halos de inibicdo superiores a 2 cm para as bactérias

S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e E. coli (Tabela 3).

Tabela 3. Halos de inibicdo obtidos pelo método de disco difuséo por aplicacéo de éleo essencial de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Halo de inibicdo (cm*)
Staphylococcus aureus 2,83+0,1
Escherichia coli 2,81+0,3
Listeria monocytogenes 2,47+0,2
Salmonella Thyphimurium 2,22+0,1

*Média das triplicatas

3.1.4.2 Concentragdo inibitéria minima

O dleo essencial de cravo-da-india proporcionou a inibicdo do crescimento
das bactérias S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e E. coli em sua forma
pura, e diluida com DMSO nas concentracfes 1:5, 1:10, 1:100 e 1:1000 conforme

pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 4. Concentragédo inibitéria minima do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum,
L.) frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli

Bactérias Concentracdes (mg mL™)

Puro 1.5* 1:100* 1:1000*
Salmonella Typhimurium 292,66 60,93 3,047 0,3047
Listeria monocytogenes 292,66 60,93 3,047 0,3047
Staphylococcus aureus 292,66 60,93 3,047 0,3047
Escherichia coli 292,66 60,93 3,047 0,3047

*Numero de diluicdes do 6leo essencial com dimetilsulfoxido

3.1.4.3 Concentracdo bactericida minima

Quando avaliada a CBM do 6leo essencial de cravo-da-india em sua forma
pura ou diluida com DMSO, observou-se que ocorreu a morte bacteriana de S.
Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e E. coli em todas as diluigbes (Tabela
5).
Tabela 5. Concentragdo bactericida minima do Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium

aromaticum, L.) frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Concentracgdes (mg mL?)

Puro 1:5* 1:100* 1:1000*

Salmonella Typhimurium - - - -
Listeria monocytogenes - - - -
Staphylococcus aureus - - - -
Escherichia coli - - - -

*Numero de diluicBes do 6leo essencial com dimetilsulfoxido; - Inibicdo de crescimento do
microrganismo
3.1.5 Atividade antioxidante

O oOleo essencial de cravo-da-india na concentragdo 1:20 (6leo:metanol)

apresentou capacidade de inibicéo de radicais livres de 94,86%.
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3.2 Analise das particulas
3.2.1 Eficiéncia de encapsulacéo

Obtiveram-se altos valores de EE variando de 83,60% para particulas
contendo monolaurato de polioxietileno sorbitana (ATO) a 92,12% para aquelas
contendo monoestearato de glicerol (AMO), conforme expresso na tabela 6. Houve
diferenca significativa na eficiéncia de encapsulacdo em funcéo da utilizacdo dos
diferentes emulsificantes. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre o0s
valores de EE para a amostra em que nao foi utilizado emulsificante (AO) em

relacdo aquela em AMO foi utilizado.

Tabela 6. Eficiéncia de encapsulacdo (%) dos compostos fendlicos do 6leo essencial de cravo-da-

india (Syzygium aromaticum, L.) com alginato de sédio e diferentes emulsificantes

Particulas Eficiéncia de encapsulacao (%)
AO 90,02+1,82
AMO 92,12+1,12
ATO 83,60+1,5°

Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma coluna nao diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Particulas: (AO) Alginato de sédio e 6leo essencial de cravo-da-india; (AMO) Alginato
de sddio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india; (ATO) Alginato de sédio,
monolaurato de polioxietileno sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-india.

3.2.2 Comportamento térmico

O comportamento térmico das particulas pode ser visualizado nas figuras 2 (AO),
3 (AMO) e 4 (ATO).

De acordo com os termogramas de DSC do Oleo essencial de cravo-da-india
(Figuras 3a, 4a e 5a), um evento endotérmico em 240,50 °C pode ser observado.

Picos endotérmicos foram visualizados nos termogramas dos materiais de
parede, para AO em 175,31 °C, AMO em 69,46 °C e 173,15 °C e para ATO em

154,48 °C (Figuras 3b, 4b e 5b).



102

Nos termogramas das particulas foram identificados eventos endotérmicos, para
aguelas AO em 181,19 °C, AMO em 69,06 °C e 171,93 °C, e ATO em 165,31 °C

(Figuras 3c, 4c e 5c¢).
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Figura 2. Comportamento térmico da particula de alginato de sodio e 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum, L.). a) 6leo essencial de cravo-da-india; b) alginato de sodio; c) particula

de alginato de sddio e dleo essencial de cravo-da-india.
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Figura 3. Comportamento térmico da particula de alginato de s6dio, monoestearato de glicerol e dleo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.). a) 6leo essencial de cravo-da-india; b)
alginato de s6dio e monoesterato de glicerol; c) particula de alginato de sddio, monoestearato de

glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india.
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Figura 4. Comportamento térmico da particula de alginato de sédio, monolaurato de polioxietileno
sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.). a) 6leo essencial de cravo-
da-india; b) alginato de sddio e monolaurato de polioxietileno sorbitana; c) particula de alginato de

sédio,monolaurato de polioxietileno sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-india

3.2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das particulas na concentracdo 1:10 (6leo:metanol)
pode ser observada na tabela 7. As particulas que apresentaram maior EE (AO e
AMO) dos compostos fendlicos do Oleo essencial de cravo-da-india apresentaram
maior atividade antioxidante como sequestrante de radicais DPPH. Enquanto as
particulas de ATO apresentaram percentual de inibicdo de atividade antioxidante

significativamente menor em relagéo a ambas.
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Tabela 7. Percentual de atividade antioxidante das particulas de alginato de sédio e 6leo essencial de
cravo-da-india com diferentes emulsificantes

Amostra % de inibicédo
AO 9,73+0,22
AMO 7,69+0,4°
ATO 2,16+0,6°¢

Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma coluna nao diferem entre si, pelo Teste de
Tukey (p<0,05). Particulas: (AO) Alginato de sédio e 6leo essencial de cravo-da-india; (AMO) Alginato
de sddio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india; (ATO) Alginato de sédio,
monolaurato de polioxietileno sorbitana e éleo essencial de cravo-da-india.

3.2.4 Atividade antimicrobiana
3.2.4.1 Concentracdao inibitoria minima

A andlise da CIM das particulas de 6leo essencial diluidas 1:100 e 1:1000
apresentaram inibicdo de crescimento bacteriano de S. Typhimurium, L.
monocytogenes, S. aureus e E.coli (Tabela 8).
Tabela 8. Concentragédo inibitéria minima das particulas de O6leo essencial de cravo-da-india

(Syzygium aromaticum, L.) frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Concentragdes (mg mL?)
AO AMO ATO
1:100 1:1000 1:100 1:1000 1:100 1:1000
Salmonella Typhimurium 79,6 7,96 236,66 23,66 124,66 12,46
Listeria monocytogenes 79,6 7,96 236,66 23,66 124,66 12,46
Staphylococcus aureus 79,6 7,96 236,66 23,66 124,66 12,46
Escherichia coli 79,6 7,96 236,66 23,66 124,66 12,46

*Numero de diluicbes com dimetilsulféxido; Particulas: (AO) Alginato de sédio e 6leo essencial de
cravo-da-india (AMO) Alginato de sédio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-
india; (ATO) Alginato de s6dio, monolaurato de polioxietileno sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-
india.

3.2.4.2 Concentragéo bactericida minima
Quando avaliada a CBM das particulas, observou-se que aquelas contendo
AMO promoveram a morte bacteriana de S. Typhimurium e S. aureus nas diluicoes

1:100 e 1:1000 e que as particulas de AO promoveram a morte bacteriana de S.



106

aureus na concentracdo 1:100. Ja as particulas de ATO néo apresentaram CBM. Na
tabela 9 é possivel visualizar os resultados encontrados na avaliacdo da CBM das

particulas de Oleo essencial de cravo-da-india.

Tabela 9. Concentragdo bactericida minima das particulas de 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum, L.) frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Concentracdes (mg mL™)
AO AMO ATO
1:100 1:1000 1:100 1:1000 1:100 1:1000

Salmonella Typhimurium + + - - + +
Listeria monocytogenes + + + + + +
Staphylococcus aureus - + - - + +
Escherichia coli + + + + + +
*Numero de diluicdes com dimetilsulfoxido; - Inibicdo de crescimento do microrganismo; +

crescimento do microrganismo. Particulas: (AO) Alginato de sédio e 6leo essencial de cravo-da-india
(AMO) Alginato de sddio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india; (ATO)
Alginato de sédio, monolaurato de polioxietileno sorbitana e 6leo essencial de cravo-da-india.

3.2.4.3 Anédlise antimicrobiana in situ

Os resultados encontrados para a atividade antimicrobiana in situ realizada
com produtos carneos analogos a hamburgueres como alimentos teste em dois
tempos distintos (tempo O e tempo 7 dias) frente a S. aureus com adicdo de
conservante comercial e das amostras de 6leo essencial de cravo-da-india puro e

das particulas encontra-se descrita na tabela 10.
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Tabela 10. Analise antimicrobiana in situ realizada em produtos carneos analogos a hamburgueres
como alimento teste com adicdo de conservante nitrito e das amostras de 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum, L.) puro e das particulas de 6leo frente a Staphylococcus aureus em

dois tempos distintos

Tratamentos Concentracdo de S. aureus (Log UFC g?)
Tempo O* Tempo 7**

Controle sem in6culo 3,693 4,47PA
Controle com in6culo 4,088 4,908
Nitrito 3,473 4,11°C
Oleo essencial 1:100%** 4,702¢ 3,84PP
Oleo essencial 1:1000**** 5,0aP 4, 47PE
Particula AO 1:100Q***** 4,034 4,79bF
Particula AMO 1:1000Q%****** 3,473 4,745G

* tempo O — retirada de amostra para andlise apés o preparo dos produtos carneos analogos a
hambdrgueres; ** tempo 7 — retirada de amostra para andlise apds 7 dias de preparo dos produtos
carneos analogos a hambdrgueres; *** 6leo essencial de cravo-da-india na concentragdo 3,047 mg
mL1; **** §leo essencial de cravo-da-india na concentracdo 0,3047 mg mL-1; ****particula de alginato
de sadio e 6leo essencial de cravo-da-india na concentragdo 79,6 mg mL-1; ******particula de alginato
de sddio, monoestearato de glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india na concentragdo 23,66 mg
mL*. Letras minusculas diferentes na linha ou mailsculas diferentes coluna indicam diferengas

significativas (p<0,05).

4. Discussao

4.1 Andlises do 6leo essencial de cravo-da-india

4.1.1 Rendimento

O rendimento de extracdo do Oleo essencial de cravo-da-india foi inferior ao

encontrado na literatura, com variagcdo de 1,87% a 8,88% (Silvestri et al., 2010;
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Hernandez-Ochoa et al., 2014). Possivelmente, essa reducdo na extracdo do Oleo
essencial esteja relacionada a variedade e as caracteristicas de solo e clima da
regido onde o cravo-da-india foi produzido (Alma et al., 2007), além das condi¢cGes

de secagem e extracao.

4.1.2 Terpenos

O ¢6leo essencial de cravo-da-india apresentou trés componentes: eugenol,
cariofileno e a-cariofileno, sendo majoritario o primeiro com 56,06%. Jirovetz et al.
(2006) encontraram no Oleo essencial de cravo-da-india 23 compostos, sendo o
majoritario eugenol com 76,8%, seguido pelo a-cariofileno com 17,4% e pelo a-
humuleno com 2,1%. No estudo de Chaieb et al. (2007) foi detectada a presenca de
36 compostos no 6leo essencial de cravo-da-india, sendo 0s principais eugenol
(88,58%), acetato de eugenol (5,62%) e B-cariofileno (1,39%). Alma et al. (2007)
observaram a presenca de 18 compostos no 6leo essencial de cravo-da-india sendo
majoritario o eugenol com 87%, enquanto Oliveira et al. (2009) identificaram 5
componentes no 6leo, sendo os principais eugenol com 82,47%, (B-cariofileno com

12,22% e acetato de eugenol com 1,89%.

Pode-se constatar que o eugenol constitui 0 componente majoritario do 6leo
essencial de cravo-da-india. Os teores de eugenol e a presenca de outros
compostos, pode ter sido influenciada pela variedade, clima e solo de cultivo das

plantas (Oliveira et al., 2009).

Possivelmente, o baixo nimero de compostos presentes nas amostras tenha
sido afetado pelo método e tempo de extracdo do Oleo essencial, o cravo-da-india
do presente estudo foi submetido a extracao durante 3 h em Clevenger, enquanto no

estudo de Alma et al. (2007) o 6Oleo essencial foi extraido por 3 h em destilador
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industrial e o de Oliveira et al. (2009) em Clevenger por 4 h.

4.1.3 Fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos presentes na amostra foi de 9,07 mg EAG g+,
resultado inferior ao encontrado por Babaoglu et al. (2017) (18,59 mg EAG.g?) e por
Wang et al. (2009) (480 mg EAG g*). Por outro lado, o estudo de Mashkor (2015)
relatou baixa concentracdo de compostos fendlicos no cravo-da-india (240,70 mg
EAG 100 g?), o que sugere que a concentracdo seja dependente do método de
extracdo do 6leo ou das préprias caracteristicas da amostra. O principal composto
fendlico presente no cravo-da-india € o eugenol (Ilvanovic et al., 2013). No estudo de
Adefegha et al. (2016), outros compostos fendlicos foram identificados no cravo-da-
india como: quercitrina, quercetina, campferol, acido clorogénico, acido galico, acido

cafeico, luteolina, rutina, catequina e o acido elagico.

4.1.4 Atividade antimicrobiana

4.1.4.1 Disco difusao

A presenca e o tamanho dos halos de inibicdo indicam a suscetibilidade das
bactérias frente ao 6leo essencial, quando estes forem menores que 0,7 cm séo
considerados ndo-ativos frente a bactéria, e quando apresentarem diametro maior
que 1,2 cm sado considerados de efeito inibitério satisfatorio (Arora & Kaur, 1999).
Assim, o Oleo essencial de cravo-da-india avaliado neste estudo pode ser
considerado com efeito inibitorio satisfatorio, frente a todas as bactérias avaliadas.
Entretanto, na literatura diferentes valores sdo relatados para o 0leo essencial de

cravo-da-india.

O halo de inibicdo formado pelo 6leo essencial de cravo-da-india do presente
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estudo frente a S. aureus foi de 2,83 cm, valor inferior aos 3,2 cm encontrados por
Silvestri et al. (2010) e superior ao halo de inibicdo de 1,57 cm encontrado por

Santos et al. (2011) e 2,5 cm encontrados por Trajano et al. (2009).

Para E. coli foi encontrado halo de inibicdo de 2,81 cm, resultado superior ao
1,97 cm (Silvestri et al., 2010), aos 1,1 cm (Santos et al., 2011) e 2,5 cm de inibi¢do

(Trajano et al., 2009), encontrados na literatura.

Quando avaliada a inibicdo para L. monocytogenes, foi encontrado halo de
2,47 cm, sendo este resultado semelhante aos 2,5 cm encontrados em outro estudo

(Trajano et al., 2009) e superior a 0,43 cm encontrados por Oliveira et al. (2013).

O halo de inibicdo formado pelo 6leo essencial de cravo-da-india frente a S.
Typhimurium apresentou 2,22 cm, resultado inferior ao estudo de Trajano et al.
(2009) que encontraram halo de inibicdo de 2,6 cm e superior aos 1,57 cm
encontrados por Silvestri et al. (2010) e 1,1-1,5 cm encontrados por Chaeib et al.

(2007).

A presenca do halo de inibicdo formado pelo 6leo essencial de cravo-da-india
frente as bactérias avaliadas, se deve, possivelmente, a sua caracteristica lipofilica
que permite uma interacdo entre o 6leo e os lipideos da membrana celular da

bactéria alterando a permeabilidade desta (Bakkali et al. 2008; Costa et al., 2011).

4.1.4.2 Concentragdao inibitoria minima

O 6leo essencial de cravo-da-india apresentou efeito inibitério até a
concentracdo 0,3047 mg mL* frente as bactérias S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes e S. Typhimurium, sem distincdo em relagdo as caracteristicas das

membranas dos microrganismos. A acdo do 0leo essencial de cravo-da-india se



111

deve, principalmente, a presenca de eugenol em sua estrutura, pois este composto
promove a ruptura da membrana citoplasmatica das bactérias, proporcinando o
aumento da sua permeabilidade e com isto o extravasamento dos ions e a perda de

proteinas intracelulares que levam a morte celular (Devi et al., 2010).

Um ¢6leo deve apresentar CIM de até 0,5 mg mL* para ter uma forte atividade
antimicrobiana; entre 0,6 a 1,5 mg mL* para moderada e acima de 1,6 mg mL* para
fraca atividade (Duarte et al., 2007), portanto o 6leo essencial de cravo-da-india do

presente estudo apresentou forte atividade antimicrobiana.

O estudo de Scherer et al. (2009) que avaliou 6leo essencial de cravo-da-
india encontrou para S. aureus valores de CIM entre 0,400-0,600 mg mL™%, enquanto
outros autores encontraram valores de 0,64 mg mL™* (lvanovic et al., 2013) e 0,3 mg
mL-! (Silvestri et al., 2010), sendo os primeiros superiores e o Ultimo semelhante ao

valor de CIM encontrado no presente estudo (0,3047 mg mL™1).

Para E. coli, foi encontrado valor de CIM de 0,3047 mg mL™, resultado inferior
ao encontrado em outros estudos com 0leo essencial de cravo-da-india, Silvestri et
al. (2010) obtiveram CIM de 0,400-0,600 mg mL, enquanto o CIM de Silva et al.
(2015) foi de 0,550 mg mL* e superior ao estudo de Moreira et al. (2005) que

encontraram CIM 0,250 mg mL™.

Quando avaliada CIM para S. Typhimurium, Scherer at al. (2009) encontraram
valores entre 0,600-0,800 mg mL! e Beraldo et al. (2013) de 0,0400 mg mL"!, sendo

superiores a CIM do 6leo do presente estudo.

A CIM para L. monocytogenes encontrada em um estudo com 6leo essencial

de cravo-da-india foi entre 0,400-0,500 mg mL* (Oliveira et al., 2013), enquanto
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outro apresentou CIM 0,800 mg mL* (Beraldo et al., 2013), ambos superiores ao

resultado encontrado neste estudo.

As diferencas entre os valores de CIM podem ser em razéo do tipo de cultivo
da amostra, concentracdes das substancias e diferencas de métodos (Rios & Recio,

2005).

4.1.4.3 Concentragao bactericida minima

Foi possivel observar que o 6leo essencial de cravo-da-india apresentou
efeito bactericida até a concentracdo 0,3047 mg mL™! para os quatro microrganismos

testados.

Esse resultado foi inferior ao CMB de 0,550 mg mL* obtida por Silva et al.
(2015) e de 0,500 mg mL! encontrada por Souza et al. (2016), semelhante ao 0,300
mg mL™ relatados por Moreira et al. (2005) e superior ao estudo de Fu et al. (2007)

que alcangaram 0,250 mg mL* para E. coli.

Para S. aureus, Silva et al. (2015) encontraram CBM de 1 mg mL, muito
superior ao obtido em nosso estudo, enquanto Fu et al. (2007) encontraram valor

inferior de CBM (0,250 mg mL™1).

Quando avaliada CBM para L. monocytogenes, o valor encontrado foi
superior ao relatado por Beraldo et al. (2013) (0,180 mg mL™) e por Devi et al. (2010)

(0,250 mg mLY) em 6leo essencial de cravo-da-india.

Devi et al. (2010) obtiveram CBM de 0,250 mg mL* para Salmonella typhi,

resultado inferior ao encontrado no presente estudo.

A morte bacteriana ocorreu, provavelmente, pois 0s microrganismos
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apresentam sensibilidade ao eugenol, que aumenta a permeabilidade da membrana

bacteriana (Bara & Vanetti, 1998).

As diferencas entre os teores de CBM encontrados no presente estudo e na
literatura, possivelmente, sdo em razdo da concentracdo de Oleo testada para as

bactérias, tipo de amostra e método (Rio & Recio, 2005).

4.1.5 Atividade antioxidante

Apesar do Oleo essencial de cravo-da-india ter apresentado baixo teor de
compostos fenolicos, o percentual de atividade antioxidante do 6leo na concentracao
de 484,7 pg mL?t (1:20) (6leo:metanol) foi de 94,86%, resultado superior ao
encontrado por Mashkor (2015) (87,5%) e por Silvestri et al. (2010) na concentragao
de 500 pg mL?t (45,27%), sendo semelhante ao percentual encontrado na
concentracdo de 10000 pg mL™, o que evidencia que o 6leo do presente estudo
apresenta forte atividade antioxidante. O resultado ainda foi superior a 92,82%

encontrado por Sebaaly et al. (2016).

Este efeito da atividade antioxidante, mesmo em baixas concentracdes
possivelmente pode ser explicado pelo alto poder antioxidante dos componentes do
6leo mesmo em quantidades minimas devido ao efeito sinérgico de interacdo entre

0s compostos do 6leo essencial.

4.2 Andlise das particulas

4.2.1 Eficiéncia de encapsulacéao

No presente estudo foi avaliado a utilizagcdo de emulsificantes com valores de

BHL distintos, 3,8 para o0 monoestearato de glicerol e 16,7 para o monolaurato de
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polioxietileno sorbitana. Isto significa que o primeiro apresenta baixa relacdo de
grupos hidrofilicos/hidrofobicos e o segundo alta relacdo. Os valores de BHL
informam a solubilidade em 6leo ou em agua, e podem ser utilizados na predicdo do
tipo de emulsdo que sera formada. Assim, os emulsificantes de baixos valores de
BHL (3 a 6) sdo predominantemente hidrofébicos e os emulsificantes com elevados

valores (8 a 18) sdo predominantemente hidrofilicos (Araudjo, 2004).

Em funcéo dos resultados, observa-se que as caracteristicas do emulsificante,
influenciaram nos valores de EE, visto que a utlizacdo do emulsificante
monoestearato de glicerol, aumentou significativamente a EE do 6leo em relacdo ao
monolaurato de polioxietileno sorbitana. Porém, em funcdo do alto valor de EE
obtido com a amostra em que nao foi utilizado emulsificante, presume-se que a alta
velocidade de agitacdo utilizada no preparo da mistura da solucéo de alginato e 6leo

e a composicdo quimica do alginato, foram suficientes para produzir uma emulsao.

Possivelmente, a interacdo do alginato com o 6leo essencial de cravo-da-india
tenha ocorrido por meio dos grupos acidos carboxilicos e hidroxilas do primeiro com
0S grupamentos polares presentes no 6leo, como a hidroxila presente no eugenol,
através de ligacdes ion-dipolo, dipolo-dipolo e ligacdes de hidrogénio. No entanto,
sugere-se que a presenca do emulsificante monoestearato de glicerol, tenha
propiciado a encapsulacdo de outros compostos com caracteristicas apolares como

o cariofileno.

Baixos valores de EE (21 a 48%), em relagéo a este estudo, foram obtidos por
Oliveira et al. (2014) ao encapsular éleo de Lippia sidoides com alginato e goma de
caju, em diferentes concentra¢cdes, com a utilizacdo de monooleato de polioxietileno

sorbitana — Tween 80, que apresenta alto valor BHL 15,0. Sebaaly et al. (2015), ao
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encapsular Oleo essencial de cravo-da-india com fosfolipidios de soja obtiveram
variacdo de 57,9% a 84,6%. Benavides et al. (2016) ao encapsular 6leo essencial de
tomilho com alginato de sodio sem a utilizacdo de emulsificantes observaram EE de
até 85%, sendo demonstrado que a concentracdo do 6leo e a velocidade aplicada

na formacéo da emulséo, influenciam nos valores.

4.2.2 Comportamento térmico

O evento endotérmico observado no 6leo essencial de cravo-da-india foi
atribuido a ebulicdo dos compostos, segundo Santos et al. (2009), principalmente ao
eugenol, cujo evento endotérmico do Oleo essencial de cravo-da-india foi observado
em 270,2 °C. Em relacdo ao evento visualizado somente para o alginato de sodio,
para Abulateefeh e Taha (2015) refere-se a entalpia de clivagem da ligacéo
carboxilato-calcio, formada previamente durante o processo entre o alginato de
soédio e o cloreto de calcio e obtida em 197 °C. De acordo com 0s autores, 0
termograma obtido para o alginato de sédio, na auséncia do cloreto de calcio, é
distinto do observado, sendo visualizado um evento endotérmico em 85 °C, referente
a perda de agua. As distintas temperaturas, observadas para os demais materiais de

parede, foram influenciadas pela presenca dos emulsificantes.

Nos termogramas das particulas AO e AMO nao foi identificado o evento
caracteristico do Oleo essencial de cravo-da-india e nas particulas ATO houve
deslocamento do evento endotérmico, em ambos 0s casos 0S comportamentos
estédo relacionados com a interagdo da matriz com o 0Oleo, sendo um indicativo do

processo de encapsulacéo (Feyzioglu & Tornuk, 2016; Rutz et al., 2013).
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4.2.3 Atividade antimicrobiana

4.2.3.1 Concentracgéo inibitéria minima

As particulas de 6leo essencial diluidas 1:100 e 1:1000 apresentaram inibicdo
de crescimento bacteriano de S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus e

E.coli, porém em distintas concentragdes.

Ndo houve distincdo na inibicho do microrganismos em relacdo as
caracteristicas das membranas. E independente das particulas, a encapsulacéo
potencializou o efeito antimicrobiano em relacdo ao 6leo puro, possivelmente por ter
alterado a hidrofobicidade do 6leo. Porém, ao se comparar os resultados da CIM das
particulas com as diluicbes do 06leo, percebe-se que o Oleo diluido apresentou
melhor efeito inibitério que as particulas. Segundo Smith-Palmer et al. (1998),
bactérias gram-positivas apresentam maior sensibilidade aos 6leos essenciais que
as gram-negativas, entretanto a interacdo do material de parede com o Oleo
essencial potencializou o efeito inibitério das microparticulas frente a todas as

bactérias testadas.

Hill et al. (2012) avaliaram a CIM do Oleo essencial de cravo-da-india
encapsulado com B-ciclodextrina contra S. Typhimurium e encontraram valor de

0,693 mg mL?, resultado inferior ao encontrado no presente estudo.

Quando avaliada a CIM das particulas frente a S. aureus, o resultado obtido
foi superior a faixa de atividade encontrada por Meneses (2016) que objetivou
encapsular 6leo essencial de cravo-da-india com lipidios e encontrou CIM para S.

aureus entre 0,224 e 0,856 mg mL™2.

Para E. coli, o valor de CIM também foi superior ao encontrado por Meneses
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(2016), de 0,228 a 0,999 mg mL* para 6leo essencial encapsulado com lipidios,

resultados também inferiores ao de nosso estudo.

A CIM para L. monocytogenes variou de 7,96 — 23,66 mg mL? entre os
tratamentos, estes valores sdo superiores ao encontrados por Hill et al. (2012) para
L. inoccua em amostras de 6leo essencial de cravo-da-india encapsulado com -

ciclodextrina que foi de 1,155 mg mL™.

Possivelmente, as diferencas de CIM entre os resultados encontrados e 0s
presentes na literatura seja em razdo da utilizacdo de material de parede diferente,
diferentes processos de encapsulacdo, tamanho das particulas, eficiéncia de

encapsulacéo e interacdo entre o 6leo essencial e 0s agentes encapsulantes.

4.2.3.2 Concentragao bactericida minima

Quando avaliado o efeito bactericida das particulas AMO na concentracao
23,66 mg mL, o presente estudo encontrou resultado positivo para S. aureus e S.
Typhimurium, enquanto AO na concentracdo 79,6 mg mL* apresentou CBM para S.

aureus.

Apesar de, geralmente, os Oleos essenciais apresentarem efeito bactericida
em menores concentracdes em bactérias gram-negativas, pode-se observar um
maior efeito bactericida das particulas sobre o S. aureus, isso pode ser explicado
devido a uma maior sensibilidade das bactérias gram-positivas em relacdo ao

eugenol presente no cravo-da-india.

Observa-se também uma relacdo de CIM com a EE%, pois as particulas que
apresentaram efeito bactericida foram aquelas que apresentaram maior EE% e,

portanto, maior contetdo de Oleo essencial.
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Estudos comprovam que a acdo bactericida dos Oleos essenciais € afetada
em maior e menor grau devido ao tipo de material de parede. O trabalho de Hill et al.
(2012) que utilizou B-ciclodextrina como material de parede, apresentou CBM contra
S.Typhimurium na concentracdo 1,115 mg mL?, resultado inferior a CBM do

presente estudo.

Cui et al. (2015) também encontraram CBM para S. aureus, em 0Oleo essencial

de cravo-da-india encapsulado com lipossomas.

Apesar das particulas ndo terem apresentado CBM para L. monocytogenes,
um estudo com encapsulacdo de 6leo essencial de cravo-da-india com lipidios
encontrou CBM para L. innocua de 1,155 mg mL™. Enquanto o estudo de Cui et al.
(2015) ndo encontrou CBM frente a E. coli em 6leo essencial de cravo-da-india
encapsulado em lipossomas, concordando com o resultado encontrado em nosso
estudo. A auséncia de CBM frente a E. coli e L. monocytogenes pode ser em razao
do tipo de material de parede que nado interage com a bactéria ou com as

concentracoes testadas.

4.2.4 Atividade antioxidante

Apesar do 6leo essencial de cravo-da-india ter apresentado alto percentual de
atividade antioxidante, de uma forma geral, baixo percentual de inibicdo foi obtido
com as particulas, possivelmente em funcdo da forte interagdo entre 0s compostos
fendlicos com o material de parede, pois segundo Pramod et al. (2015) o alginato de
sbdio apresenta boa compatibilidade com o eugenol. Dentre as particulas, as de AO
apresentaram  significativamente maior percentual de inibicdo (9,73%),
possivelmente, a auséncia do emulsificante tenha facilitado a liberagdo dos

compostos para a reagcdo com o DPPH. Por outro lado, aquelas de ATO
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apresentaram significativamente o menor percentual de inibicdo (2,16%), fato que
em parte pode ser explicado pelo menor valor de EE obtido e também em funcéo do
tamanho da cadeia e do numero de carbonos, pois o maior nimero de carbonos no
monolaurato de polioxietileno sorbitana dificultaria a liberacdo do 6leo retido em
relacdo ao monoestearato de glicerol que apresenta menos carbonos em sua
cadeia, o que poderia facilitar a liberacdo do 6leo. Entretanto, esses resultados ndo

séo conclusivos, pois outros métodos de analise devem ser realizados.

Os resultados encontrados foram inferiores aos percentuais de atividade
antioxidante de outros estudos com encapsulacdo de 0Oleo essencial de cravo-da-
india: Sebaaly et al. (2016) ao avaliarem a encapsulacdo do 6leo essencial de cravo-
da-india em ciclodextrina obtiveram percentuais de atividade antioxidante variando
entre 92,31 a 89,39%, resultado superior ao encontrado nas particulas do presente
estudo, isto possivelmente se deve ao material de parede ser diferente e permitir
uma maior liberacdo dos compostos fendlicos. Enquanto Meneses (2016) encontrou
percentual de atividade antioxidante superior a 80% em 6leo essencial de cravo-da-

india encapsulado com lipidios.

Essas diferencas de percentuais de atividade antioxidante podem ser
relacionadas aos materiais de parede, as caracteristicas das particulas, como

tamanho e carga, além do método de analise.

4.3 Analise antimicrobiana in situ

Quando avaliada a atividade antimicrobiana in situ dos produtos carneos
analogos a hambdurgueres, foi possivel observar que os O6leos essenciais nas
concentragées 3,047 mg mL?t (1:100) e 0,3047 mg mL?! (1:1000) promoveram

controle microbiolégico de S. aureus sendo mais efetivo do que o conservante
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comercial nitrito.

Em razdo do nitrito poder formar nitrosaminas que podem apresentar
potencial cancerigeno, a substituicdo total ou parcial deste por 6leo essencial de
cravo-da-india se torna uma alternativa viavel de conservante natural, pois
promoveu resultados de controle microbiolégicos superiores. Porém, sabe-se que 0s
nitritos, além da atuacdo como antimicrobianos, também atuam gerando
caracteristicas sensoriais tipicas de produtos carneos como cor e sabor, sendo a
sua substituicdo total pelo Oleo possivel, desde que se encontrem também

alternativas para suprir as caracteristicas sensoriais esperadas nestes produtos.

As particulas de Oleo essencial de cravo-da-india permitiram crescimento de
S. aureus, mas também foi possivel verificar crescimento nas amostras que
continham conservante nitrito. O estudo de Cui et al. (2015) aplicou 6leo essencial
de cravo-da-india em tofu e verificou que este promoveu controle de crescimento de

S. aureus em concentracdes diferentes da utilizada no presente estudo.

5 Conclusao

Pode-se concluir que o 6leo essencial de cravo-da-india puro apresenta forte
atividade antioxidante, podendo ser utilizado para o controle dos radicais livres.
Também apresentou forte acdo inibitéria e bactericida frente a S. aureus, E. coli, L.
monocytogenes e S. Typhimurium testadas in vitro. Ainda, apresentou efeito
inibitério frente a S. aureus testado in situ em produtos carneos analogos a
hamburgueres, verificando-se o potencial do 6leo para ser utilizado como uma
alternativa a conservantes quimicos sintéticos com potencial carcinogénico em

alimentos.
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As particulas obtidas apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo do 6leo
essencial de cravo-da-india, baixa atividade antioxidante, maior acao inibitéria em
relacdo ao Oleo puro, independente do microrganismo avaliado, porém o efeito
bactericida in vitro foi dependente do material de parede e do microrganismo
avaliado. Observou-se efeito bactericida das particulas frente a S. aureus e S.

Typhimurium sendo, portanto, também, uma alternativa de conservante.

Quando avaliada a aplicacéo in situ das particulas em produtos analogos a
hamburgueres observou-se que estas permitiram o crescimento bacteriano, assim

COmMo 0 conservante quimico nitrito.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O 6leo essencial de cravo-da-india apresentou um rendimento de extracao
inferior ao presente na literatura, entretanto estas diferencas sdo em razéao do clima
e solo de cultivo da amostra, além do tipo de extracao.

O principal constituinte do 6leo essencial de cravo-da-india foi o eugenol que
€ o principal responsavel pela atividade antioxidante e antimicrobiana do 6leo.

Foi encontrado baixo teor de compostos fendlicos na amostra, entretanto
estes mesmo que em baixas quantidades promoveram forte atividade antioxidante.

O oleo apresentou também efeito inibitorio e bactericida frente a S. aureus, E.
coli, L. monocytogenes e S, Typhimurium mesmo em concentracdes baixas (0,3047
mg mL™?).

O 6leo puro possui 6timo desempenho in situ frente a S. aureus, sendo
superior a a¢do do conservante quimico nitrito que apresenta potencial cancerigeno,
0 que demonstra potencial para sua aplicacdo em produtos carneos analogos a
hamburgueres. Quando avaliada andlise in situ frente a S. aureus, observa-se
crescimento bacteriano, entretanto é possivel notar que este também manteve-se
vidvel nas amostras com conservante quimico nitrito.

A encapsulacdo do 6leo essencial com alginato de sodio promoveu uma alta
eficiéncia de encapsulacdo quando sozinho ou associado ao emulsificante
monoestearato de glicerol, entretanto a utilizacdo do Tween 20 com alginato de
sédio promoveu uma menor eficiéncia. Independente do tratamento, a encapsulacao
foi confirmada pela técnica de Calorimetria Diferencial de varredura.

Todas as particulas obtidas apresentaram baixa atividade antioxidante,
proporcional a sua eficiéncia de encapsulacéo.

As particulas apresentaram também efeito inibitério frente a S. aureus, E. coli,
L. monocytogenes e S. Typhimurium, entretanto apenas dois dos tratamentos
apresentaram efeito bactericida frente a S. aureus e S. Typhimurium.

Quando avaliada a aplicacéo in situ das particulas em produtos analogos a
hamburgueres observou-se que estas permitiram o crescimento bacteriano, assim
COmo 0 conservante quimico nitrito. Em funcéo disto, ficou demonstrado o pontencial
do Oleo essencial de cravo-da-india puro para o controle microbiolégico em

alimentos.
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10 APENDICES
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10.1 Apéndice A

As figuras 1, 2 e 3 demostram a microscopia eletrénica de varredura das
particulas AO, AMO e ATO ampliadas 50 e 10000 vezes.

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura da particula de Alginato de sédio e 6leo essencial de

cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) ampliada 50 (a) e 10000 (b) vezes

Figura 2. Microscopia eletrénica de varredura da particula de Alginato de sédio, monoestearato de

glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum, L.) ampliada 50 (a) e 10000 (b)

vezes
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Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura da particula de Alginato de sédio, monolaurato de

polioxietileno sorbitana e dleo essencial de cravo-da-india (Syzigium aromaticum, L.) ampliada 50 (a)
e 10000 (b) vezes



