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RESUMO

Neste trabalho, o Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana (OES) foi
nanoencapsulado e determinado o efeito bactericida de seu principio ativo
contra duas cepas de mircrorganismos patogénicos, como um estudo preliminar
para utilizacdo na conservacdo de alimentos. O processo ocorreu através da
formacdo de uma nanoemulsdo e secagem em spray-drying utilizando a goma
de cajueiro (GC) como material encapsulante. As nanoparticulas foram
caracterizadas através das analises de tamanho e distribuicdo de particula,
potencial zeta, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), analise térmica (TGA/DSC), cinética de
liberacdo in vitro, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) e estabilidade do encapsulado. Foi também determinada a
Concentragdo Bactericida Minima (CBM) das nanoparticulas, do 6leo essencial
e da goma de cajueiro para avaliar sua acdo antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes ATCC 19115 (Gram-positiva) e Salmonella Enteritidis IAL 1132
(Gram-negativa). As nanoparticulas apresentaram tamanho que variaram de
27,70 + 3,42 nm a 432,67 + 41,47 nm, de acordo com a formulacdo, e a
superficie carregada negativamente. A presenca do OES nas nanoparticulas é
observada através de modificagcBes nas resolucdes de pico dos espectros
obtidos por FTIR. A analise térmica evidenciou o0s principais eventos de perda
de massa das amostras associados a degradacdo de GC. O teor de OES
nanoencapsulado variou entre 4,76 % e 7,12 %. O aumento na propor¢cao de
GC favoreceu a uma rapida liberacdo do 6leo em agua devido ao aumento do
carater hidrofilico, além de aumentar a capacidade das nanoparticulas em reter
0 OES no involucro polimérico no decorrer dos 365 dias. Os resultados para
CBM indicaram uma acao bactericida do 6leo nanoencapsulado e do 6leo puro
mais eficiente na bactéria Gram-positiva. No entanto, as nanoparticulas
mostraram um resultado melhor contra a bactéria Gram-negativa, devido a um

possivel efeito sinérgico entre a GC e o0 OES.

Palavras-chave: Nanoencapsulacdo. Goma de cajueiro. Oleo essencial.

Eucalyptus staigeriana. Concentracéo Bactericida Minima. Salmonella. Listeria.



ABSTRACT

In this study, the Eucalyptus staigeriana essential oil (ESO) was
nanoencapsulated and determined the bactericidal effect of its active principle
against two strains of pathogenic mircrorganisms, as a preliminary study for use
in food preservation. The process occurred by forming a nanoemulsion and
spray-drying, using the cashew gum (CG) as encapsulating material. The
nanoparticles were characterized by analysis of particle size distribution, zeta
potential, absorption spectroscopy in the infrared Fourier transform spectroscopy
(FTIR), thermal analysis (TGA/DSC), in vitro release kinetics, gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and stability of the
encapsulated. Was also determined the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of nanoparticles, essential oil, and cashew gum to evaluate its
antimicrobial activity against Listeria monocytogenes ATCC 19115 (Gram-
positive) and Salmonella Enteritidis IAL 1132 (Gram-negative). The
nanoparticles had size ranging from 27.70 + 3.42 nm to 432.67 + 41.47 nm in
accordance with the formulation, and negatively charged surface. The presence
of ESO in the nanoparticles is observed through changes in peak resolutions of
the spectra obtained by FT-IR. Thermal analysis showed the main events of
mass loss of the samples associated with the degradation of CG. The content of
ESO nanoencapsulated varied between 4.76% and 7.12%. The increase in the
proportion of CG favored the rapid release of oil in water due to the increased
hydrophilic character, and enhance the ability of the nanoparticles to retain the
ESO in the polymeric shell during the 365 days. The results for MBC indicated a
bactericidal action of the nanoencapsulated oil, and pure oil more efficient in
Gram-positive. However, the nanoparticles showed better results against Gram-
negative bacteria, due to a possible synergistic effect between the CG and ESO.

Keywords: nanoencapsulation. Cashew gum. Eucalyptus staigeriana. Minimum

Bactericidal Concentration. Salmonella. Listeria.
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1 INTRODUCAO

O consumidor procura cada vez mais por produtos de melhor
qualidade no mercado, visando ndo somente a manutencdo das caracteristicas
organolépticas e nutricionais dos alimentos, mas também sua seguranca
microbiolégica, fisica e quimica. Apesar dos varios métodos de conservacao de
alimentos ja existentes, faz-se necessario o estudo e a utilizacdo de novas
tecnologias, ou combinacfes de métodos que possam suprir as necessidades
do consumidor (COSTA; DELIZA; ROSENTHAL, 1999). Por outro lado, o
produtor também deseja oferecer um produto de qualidade, mantendo o
mercado suprido ao longo do ano e sem gastos excessivos.

Nos Ultimos anos vem sendo comprovadas cientificamente as
propriedades antimicrobianas de substancias presentes nos 0Oleos essenciais
produzidos pelas plantas, como consequéncia do seu metabolismo secundario,
apesar de ja serem conhecidas empiricamente ha séculos. Devido a estas
propriedades, alguns destes Oleos essenciais, ja vém sendo estudados e
aplicados na industria farmacéutica, como alternativa ao uso de antibidticos
(NASCIMENTO et al., 2010), e alimenticia como na substituicdo parcial ou total
de conservantes quimicos, por exemplo. Porém existem ainda certas
dificuldades na aplicacdo desses Oleos, devido a instabilidade as condicbes
ambientais.

Eucalyptus sp. tornou-se uma planta bastante cultivada no mundo,
com aplicacdes nas industrias farmacéutica e de perfumaria assim como, na
producdo de papel e lenha. Através dos conhecimentos empiricos da medicina
popular, diversos estudos tém sido publicados sobre as propriedades quimicas,
biolégicas e medicinais do seu Oleo essencial, tais como a sua atividade
antimicrobiana, larvicida e anti - inflamatéria (NASCIMENTO et al., 2010). No
Japao, o extrato da folha de Eucalyptus sp. foi aprovado como um aditivo natural
para alimentos e estd incluso na lista de aditivos existentes como um
antioxidante (TYAGI; MALIK, 2011).

O encapsulamento € um procedimento utilizado para envolver
solidos, liquidos ou gases, protegendo-os das condi¢cbes ambientais (luz, ar e

umidade), através de uma camada polimérica e ja vem sendo utilizado em
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diversos setores como nas indastrias farmacéutica, alimenticia e cosmética.
Alguns outros beneficios do processo de encapsulamento sdo: o aumento de
vida util de um composto volatil, o controle da reacdo quimica entre duas
espécies ativas e a liberacdo lenta dos agentes ativos, a medida que a cipsula
se dissolve (LANDIM, 2008). O nanoencapsulamento é uma técnica de
encapsulamento em escala nanométrica e faz parte de uma ciéncia denominada
nanotecnologia.

Por fim, a industria de alimentos procura cada vez mais por novos
métodos de conservacdo que além de manter o alimento seguro e com
gualidade conserve a caracteristicas originais, pelo maior tempo possivel, apos
a sua transformacédo. Dentre estes novos métodos, 0 nanoencapsulamento de
compostos naturais com propriedades ativas, como o Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana, ainda pouco utilizado com esta finalidade, torna-se uma

alternativa que necessita ser melhor explorada como uma nova tecnologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo o nanoencapsulamento do oOleo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro através da formacao
de uma nanoemulsdo e secagem por spray-drying e determinar o efeito
bactericida do seu principio ativo, limoneno, contra duas cepas de
microrganismos patogénicos como um estudo preliminar para utlizagdo na
conservacgao de alimentos. Assim como caracterizar as nanoparticulas e estudar
o efeito na proporcdo do material encapsulante e do emulsificante sobre a

eficiéncia do encapsulamento.

2.2 Objetivos especificos

v/ Determinar a composicdo do o6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM);

v/ Preparar nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana em goma de cajueiro através da formag¢do de uma nanoemulséo e
secagem por spray-drying;

v/ Caracterizar as nanoparticulas e a goma de cajueiro por
espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier, anélise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC);

v' Determinar o tamanho e distribuicdo de particula e potencial zeta
das nanoparticulas;

v Determinar o teor de 6leo encapsulado (T.E) e a eficiéncia do
encapsulamento (E.E) das nanoparticulas;

v Analisar as cinéticas de liberacdo in vitro das nanoparticulas em
agua e avaliar o mecanismo de liberac&o do 6leo essencial,

v Avaliar a estabilidade do 6leo essencial nanoencapsulado através
do T.E no periodo de aproximadamente 365 dias;

v' Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das

nanoparticulas, do oOleo essencial de Eucalyptus staigeriana e da goma de
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cajueiro para avaliar sua acdo antimicrobiana contra Listeria monocytogenes
ATCC 19115 (Gram-positiva) e Salmonella Enteritidis IAL 1132 (Gram-negativa).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Nanotecnologia de alimentos

De acordo com Chi-Fai, Shiuan-Huei e Gow-chin (2007) define-se
como nanotecnologia a manipulacdo de materiais em escala atdmica, molecular
ou macromolecular.

O interesse nesses materiais em nanoescala € devido as novas
propriedades adquiridas, podendo ser muito diferentes daquelas em maior
escala. E importante ainda ressaltar que essas propriedades podem variar de
acordo com o tamanho e a forma. A medida que as particulas tém o seu
tamanho reduzido em escala nanomeétrica, hA um aumento na superficie em
relacdo ao volume, o que faz aumentar a reatividade e alterar as propriedades
mecanicas, elétricas e oOpticas das particulas. As interacbes individuais entre
atomos e moléculas modificam as propriedades fisicas, quimicas e biologicas
das nanoparticulas oferecendo novas aplicagbes funcionais diferentes aos
homélogos em macroescala (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

A nanotecnologia € um campo interdisciplinar que se estende em
varias areas da ciéncia, como a fisica, a quimica e a biologia, além da
engenharia, como nas micro-técnicas de fabricagdo (NEETHIRAJAN; JAYAS,
2011). Na ultima década as pesquisas vém se desenvolvendo com velocidade
em VAarios campos e ja existem inOmeras empresas especializadas na
fabricacdo de novos materiais nanométricos, com aplicacées na terapia médica
e diagnéstica, producdo de energia, computacdo molecular e materiais
estruturais. S8o projetadas nanotecnologias para impactar pelo menos $ 3
trilhdes na economia global em 2020. As industrias devem requerer uma
demanda de pelo menos 6 milhdes de trabalhadores até o final da década, para
a producao de novas nanotecnologias (DUNCAN, 2011).

Ja se tem conhecimento dos usos potenciais da nanotecnologia em
praticamente todos o0s segmentos da induUstria alimenticia, incluindo
armazenamento, processamento, monitoramento da qualidade e embalagens
(NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

A nanotecnologia pode modificar as propriedades de permeacéo e

barreira (mecanica e quimica) das embalagens melhorando a resisténcia. Nas



22

embalagens ativas um composto é lancado ao alimento quando este comeca a
perder alguma de suas caracteristicas, tais como conservantes, antimicrobianos,
compostos de sabor, cor e suplementos nutricionais (NEETHIRAJAN; JAYAS,
2011).

Sistemas de embalagens antimicrobianos prolongam a vida util dos
produtos e mantém a seguranca dos alimentos através da reducdo da taxa de
crescimento dos microrganismos. Esses sistemas incluem a adicdo de sachés
de nanoparticulas antimicrobianas, a dispersdo de agentes bioativos,
revestimentos de agentes bioativos sobre a superficie do material de
embalagem, a utilizacdo de macromoléculas antimicrobianas com propriedade
formadora de filmes ou matrizes comestiveis (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

Através de nanosensores, pode-se fazer o rastreamento de
microrganismos, toxinas e contaminantes durante todo o processamento dos
alimentos, garantindo a qualidade dos produtos desde a matéria-prima até o
momento do consumo. Essa tecnologia pode ser aplicada em graos
armazenados a granel onde as pragas dos produtos muitas vezes se escondem.
Por meio da resposta aos analitos e volateis no meio ambiente de
armazenamento dos alimentos pode-se detectar a fonte e o tipo de deterioragao.
Nas embalagens inteligentes, nanosensores alteram a cor ao detectar gases
liberados pelos alimentos durante o processo de deterioracdo, indicando se
ainda esté apto ao consumo (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011).

Outras utilizagdes da nanotecnologia na producdo de alimentos
destacam-se a nanoencapsulacdo de intensificadores de odor e sabor, o
melhoramento da qualidade ou textura dos alimentos, com agentes de
viscosidade e geleificacdo e as nanoemulsdes. Na agricultura podem ser citados
os sistemas de entrega de vacinas, pesticidas ou fertilizantes, a deteccdo de
patdgenos de animais e plantas, sensores que monitoram as condi¢fes do solo
e na engenharia genética. Na nutricho destacam-se a formulagdo de
nutracéuticos com maior estabilidade e biodisponibilidade, na fortificacdo de
minerais e vitaminas, na purificacdo de agua para beber, nas caracteristicas
sensoriais de suplementos nutricionais e nos sistemas de liberagcdo de
nutrientes, de maneira em que sao entregues aos seus locais especificos de
acao (DUNCAN, 2011).
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Ainda pouco se sabe sobre os riscos ao meio ambiente e a saude
humana, associados aos nanomateriais. Devido ao tamanho diminuto e a
grande area superficial, nanomateriais podem facilmente penetrar no corpo e
nas ceélulas causando alguma citotoxidade ao organismo (WANG et al., 2013).
Muitas pesquisas afirmam que existem muito poucos estudos sobre 0s possiveis
riscos associados a nanotecnologia de alimentos para que se afirmem tais
conclusdes (SIEGRIST et al., 2008).

Para se entender os efeitos toxicos de nanomateriais é necesséria a
determinacdo de suas propriedades fisico-quimicas tais como, o tamanho e a
distribuicdo de particula, o estado de aglomeracéao, a estrutura cristalina, a carga
superficial e a porosidade (CHI-FAI; SHIUAN-HUEI; GOW-CHIN, 2007).

Apesar dos possiveis efeitos toxicos destes materiais em nanoescala,
algumas pesquisas tém revelado que existe também a possibilidade de uma
significativa reducéo da toxicidade de algumas substancias ao serem reduzidos
em escala nanométricas, como € o caso do selénio. Uma destas pesquisas
relata que a utilizacdo de nanotubos de carbono puro administrados em ratos
pode causar a morte, enquanto que nanotubos de carbono dopados com
nitrogénio reduziu a sua toxicidade e risco de morte, podendo esta ser uma
tecnologia aplicada em embalagens para alimentos (CHI-FAI; SHIUAN-HUEI,
GOW-CHIN, 2007).

A regulamentacdo para nanotecnologia ainda é muito pouco
desenvolvida. Ndo ha nenhuma legislacao especifica além de algumas leis que
regulam os efeitos na saude humana e no meio ambiente de produtos quimicos
tradicionais. Estes mecanismos existentes que proporcionam atualmente uma
rudimentar regulacdo da nanotecnologia podem evoluir & medida que
desenvolvermos uma compreensdo melhor das propriedades e dos riscos e

beneficios a saude e ao meio ambiente de nanoamateriais (WANG et al., 2013).

3.2 Nanoencapsulamento

3.2.1 Principios e objetivos

Podem-se classificar os processos de formacao de particulas atraves

da encapsulacdo em trés classes, de acordo com o tamanho das capsulas
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formadas: macro (> 5000 pm), micro (1,0 — 5000 pm) e nano (< 1,0 pm)
(BAKER, 1986 apud AZEREDO, 2005; JAFARI et al., 2008). De acordo com
Santos et al. (2000): macro (>100 pm), micro (1,0 — 100 pm) e nano (0,0-1,0
pm).

Segundo Assis et al. (2012) o nanoencapsulamento € um processo
em que uma fina cobertura polimérica envolve sdlidos, liquidos ou gases,
formando nanoparticulas, que podem liberar seu conteudo sob velocidade e
condicdes especificas.

O material encapsulado € denominado nucleo, ingrediente ativo ou
fase interna. Enquanto, a cobertura pode ser designada como material de
parede, carreador, membrana, casca ou revestimento (HORST, 2009).

Entre os objetivos principais estdo: proteger o seu conteldo de
fatores ambientais (luz, umidade, oxigénio e interagcbes com outros compostos),
liberacdo controlada e sob estimulos, tais como mudanca de pH, rompimento
fisico, intumescimento, dissolu¢cdo e etc. Além de mascarar sabor e/ou odor
desagradavel e aumentar o tempo de atuacdo do composto ativo, prolongando
seu efeito (SUAVE et al., 2006).

Segundo sua estrutura as nanoparticulas podem ser classificadas em
dois grupos: nanocapsulas, aquelas em que o agente ativo esta confinado a um
nacleo liquido ou sélido e recoberto por uma camada de polimero de espessura
variavel, como um sistema vesicular e nanoesferas em que o ndcleo ativo é
uniformemente disperso em uma matriz polimérica, sistema do tipo matricial.
Nas nanocapsulas a substancia a encapsular pode localizar-se no nucleo sob a
forma dissolvida ou suspensa, ou ainda adsorvido a superficie da nanoparticula.
Nas nanoesferas o agente ativo pode também estar localizado no interior ou
exterior da particula, sendo homogéneas se 0 material se encontrar no estado
molecular (dissolvido), ou heterogéneas se estiver na forma de particulas
(suspenso) (REIS, 2007) (FIGURA 1).



Figura 1 — Estrutura para diferentes modelos de nanopatrticulas.
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Fonte: REIS (2007)

3.2.2 Nanoencapsulamento por spray drying

25

A secagem por spray dryer (FIGURA 2) no nanoencapsulamento

consiste resumidamente no processo de obtencdo de particulas em escala

nanométrica através da aspersdo na forma de spray de uma solucdo e/ou

suspensdao formada pelo agente encapsulante e o principio ativo, com formacéo

de goticulas e secagem em ar quente para obtencdo das particulas secas

(ASSIS, 2012; BRAGA, 2005).

Figura 2 — Fotografia do equipamento Spray dryer B-290 (BUCHI) e seus

principais componentes

FONTE: Autoria propria.

Onde: (a) material a ser secado; (b) bomba peristaltica; (c) atomizador; (d) cAmara de secagem;

(e) ciclone; (f) frasco coletor.
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O método consiste inicialmente em preparar a solugcédo do polimero de
revestimento na qual o ingrediente ativo serd nanoencapsulado. O polimero &
geralmente dissolvido em um solvente no qual o ingrediente ativo é insolavel.
Este, em seguida, é adicionado a solucdo sob agitacédo vigorosa. Em seguida, a
solucao € bombeada até o pulverizador (Etapa 1), onde € aspergida na forma de
goticulas até a camara de secagem (Etapa 2). Neste momento, o solvente é
evaporado através do ar de secagem e as goticulas passam para o estado
sélido (Etapa 3). Finalmente, as particulas secas sdo separadas do ar de
exaustdo, por forca centrifuga, em um separador denominado ciclone e
coletadas em um frasco, enquanto o ar de exaustdo flui para a parte superior
deixando o ciclone (Etapa 4) (FIGURA 3) (ASSIS, 2012; BRAGA, 2005).

Figura 3 — Principais etapas do processo de nanoencapsulamento por spray
drying.
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Etapa 4
Separacao do produto

Fonte: BRASILEIRO (2011).

Entre as vantagens do método estdo incluidas a flexibilidade, a
rapidez, o baixo custo e a possibilidade de utilizagdo para substancias
termosensiveis, j& que o tempo de exposicdo das particulas ao calor ocorre
durante poucos segundos, nao ultrapassando a temperatura de 100°C no

interior do nucleo. Isso ocorre devido a elevada relagdo superficie especifica /
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volume das particulas possibilitando uma rdpida evaporacédo do solvente. Outra
vantagem seria, a ndo necessidade de lavagens posteriores para se retirar
residuos de solvente ou separar as particulas (BRASILEIRO, 2011).

Dentre os fatores que podem influenciar o processo estdo: as
temperaturas do ar de entrada e de saida, o fluxo de ar ou do fluido de arraste,
a distribuicdo da temperatura e da umidade, o tempo de permanéncia e a
geometria da camara. Além destes, o tipo e a concentracdo do agente
encapsulante podem influenciar nas caracteristicas das particulas
(BRASILEIRO, 2011).

3.2.2.1 Mecanismo de formacédo das nanoparticulas por meio da formacédo de

nanoemulsao.

Nanoparticulas podem ser formadas através da constituicdo de uma
nanoemulsdo por meio de um processo em que a solucdo do material
encapsulante e o agente ativo, de polaridades contrarias, sdo misturados de
forma vigorosa.

Denomina-se emulsdo, ao sistema formado quando dois liquidos
imisciveis sdo colocados em contato, sendo que um torna-se disperso no outro,
com a formac&o de glébulos finitos (LISBOA, 2012).

A fase dispersa, ou fase interna, constitui a parte hidrofébica, néo
polar da emulsdo. Enquanto a fase continua, ou fase externa, constitui a parte
hidrofilica polar, ou seja, trata-se de um sistema 6leo / 4gua (O / A). No caso
inverso, em que a agua é a fase dispersa e o 6leo a fase continua, denomina-
se, sistema agua / 6leo (A / O).

A fase interna da emulsdo tenta constantemente se aglomerar e se
separar como uma segunda fase causando variacdo no tamanho da particula
interna, ou seja, 0 sistema €& termodinamicamente instavel. Agentes
emulsificantes sdo usados para retardar essa separacdo inevitavel (LISBOA,
2012).

Os agentes emulsificantes sdo grandes moléculas que por serem
anfifilicas, que contém grupos hidrofébicos e hidrofilicos, promovem a

estabilidade da emulséo, através da reducado da tenséo interfacial, em funcéo de
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sua adsorcao na interface. A tenséo interfacial é a for¢a requerida para quebrar
a superficie entre dois liquidos imisciveis. A medida que a tens&o é reduzida, a
emulséo é formada e caso essa tensdo fosse zero, a emulsdo se formaria de
forma espontanea (LISBOA, 2012). A Figura 4 mostra um esquema de como 0s
emulsificantes agem em um sistema do tipo éleo/agua. Os grupos terminal polar
das moléculas dos emulsificantes interagem com as moléculas de agua,

enquanto que a porcao hidrofébica interage com a fase lipidica da emulséo

(6leo).
Figura 4 — Atividade de um emulsificante (Emulséao O/A).
H,0
4 ® /\é/—- Polar
@ g
%1_/,\,/—— Apolar

H,0
Fonte: ARAUJO (1995)
A Figura 5 mostra um esquema representativo da formacédo de uma
emulséo.
Figura 5 — Representacdo esquematica da formacao de uma emulséao.
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3.2.3 Mecanismos de liberacao

Existem varios fatores que estdo relacionados com a velocidade de
liberacdo do ingrediente ativo, entre eles estdo: a volatilidade do nudcleo, a
proporgcdo entre o agente encapsulante e o nudcleo, a viscosidade e a natureza
do agente encapsulante. Quando o agente encapsulante € hidrossoluvel, ocorre
uma liberacdo do ingrediente ativo de forma mais rapida do que quando o
agente encapsulante é hidrofébico (BRASILEIRO, 2011).

A liberagdo do ingrediente ativo pode ocorrer por diferentes
mecanismos de liberacdo. Por meio de biodegradacédo, difusdo ou por acéo
mecanica, ocasionada pelo rompimento da parede através de pressdo ou
variacdes de temperatura, pH ou solubilidade do meio em que as particulas se
encontram (LANDIM, 2008; SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000). Na pratica,
a liberacdo dos compostos bioativos ocorre com a combina¢édo de dois ou mais
desses mecanismos atuando simultaneamente (COIMBRA, 2010).

A liberacdo ativada por biodegradacao, ocorre por meio da acdo de
enzimas proteases e lipases quando se utiliza proteinas e lipidios como
revestimento (BRASILEIRO, 2011).

A difusdo é dirigida através de um gradiente de concentracdo e de
forcas atrativas intermoleculares, controlada pela solubilidade da substancia
encapsulada na matriz e pela sua permeabilidade através desta (SANTOS;
FERREIRA; GROSSO, 2000). A diferenca de concentracdo do ingrediente ativo
encapsulado no exterior e interior da membrana semipermeavel (permeéavel ao
solvente, mas ndo ao soluto), leva a formacao de um fluxo de fluido do exterior
para o interior da capsula, forcando a solu¢do saturada contida no interior a sair
pelos orificios da membrana (pressdo osmotica) (COIMBRA, 2010). A difuséo
também é influenciada pelo intumescimento da capsula, causado pela adsorcdo
de agua ou outro solvente provocando aumento dos poros e espacos livres
(SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).

A liberagdo controlada por valores de pH, ocorre através de
alteracbes da solubilidade do revestimento quando este € mantido em meios
com diferentes valores de pH (BRASILEIRO, 2011).

O mecanismo de liberacdo ativado por meio da temperatura €
baseado em duas concepcbes por meio da mudanca do estado fisico do
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encapsulante: a liberagdo sensivel a temperatura, onde o material se colapsa ou
expande quando uma temperatura critica é atingida e a liberacdo ativada por
fusdo, onde o material encapsulante se funde por aumento da temperatura
(BRASILEIRO, 2011).

Ocorre também a liberacdo do ingrediente ativo quando se aplica
uma pressao a capsula, causando ruptura desta. Como por exemplo, durante a
mastigacdo, permitindo a liberacdo de compostos de sabor em gomas de
mascar (SPADA, 2011).

Existem quatro modelos tedricos de curva de liberacdo: o primeiro
considera a existéncia de um mecanismo de disparo, que inicia a liberacdo. O
calor, luz, pH e degradacdes quimicas da capsula podem ser responsaveis por
esse disparo. O segundo mecanismo assume que a parede da capsula atua
como um reservatorio, supondo-se que a taxa de liberacdo seja constante. O
terceiro modelo pressupfe a migracao através da parede, mas considera
também um efeito adicional de libera¢do ocasionado por pequenos rompimentos
na estrutura da cpsula. O quarto considera a parede como uma membrana
semipermeavel e seletiva a diferentes massas moleculares (LANDIM, 2008;
SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000; SUAVE et al, 2006).

3.2.4 Aplicagdes atecnologia de alimentos

O nanoencapsulamento € aplicado em varias areas da industria,
como a farmacéutica, agricola, cosmética, médica e grafica (REIS, 2007). Na
indUstria de alimentos pode ser utilizada para preservar e promover a liberacao
controlada de componentes bioativos, tais como vitaminas, acidos graxos
polinsaturados, carotenoides, coenzimas e polifendis. Porém essa tecnologia
ainda é pouco aplicada com essa finalidade (GOMES, 2011).

Alishahi et al. (2011) estudaram o nanoencapsulamento de &cido
ascorbico em tripolifosfato de sodio e quitosana com diferentes massas
moleculares. Os autores obtiveram nanoparticulas com melhor tamanho,
morfologia e taxa de liberacdo, produzidas a partir de quitosanas com baixa
massa molecular. Além disso, também puderam concluir que o acido ascérbico
nanoencapsulado conserva sua propriedades por mais tempo do que quando na

forma pura.
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O é&cido ascorbico, ou vitamina C, é um nutriente essencial nos
processos fisiolégicos de humanos e animais. Porém, o homem e muitos
animais ndo sao capazes de produzir essa vitamina, devido nao terem a
capacidade de sintetizar a enzima I-gulonolactone oxidase, tornando-os
dependentes de fontes exdgenas. Além disso, a estabilidade da vitamina C as
condicBes ambientais, como altas temperaturas, oxigénio e luz, é baixa e muitas
de suas propriedades sdo perdidas durante o armazenamento de alimentos
(ALISHAHI et al., 2011).

Selvarajan e Mohanasrinivasan (2013) nanoencapsularam a bactéria
probidtica Lactobacillus plantarum VITESO7 utilizando éxido de zinco obtendo
nanoparticulas de 1-19 nm de diametro. Segundo Todorov, Le Blanc e Franco
(2011) a maior parte dos alimentos que contém bactérias probitticas tem um
periodo curto de comercializagdo e muitas vezes nao contém a quantidade ideal
de células viaveis para que se considere um alimento funcional. O
nanoencapsulamento desses microrganismos € uma forma eficaz para protegé-
los das condi¢des acidas do TGl e também prolongar o periodo de validade
desses produtos.

Bactérias probidticas sdo microrganismos que quando ingeridos em
guantidades suficientes conferem propriedades benéficas ao organismo
hospedeiro (ANNAN; BORZA; HANSEN, 2008). Dentre estas propriedades
estdo o impedimento de desenvolvimento de patdgenos, o controle do colesterol
e a melhoria da digestdo da lactose. Para que a atuacdo dessas bactérias seja
eficaz € necessario que estas consigam sobreviver no ambiente &acido e as
secregbes biliares no trato-gastroinestinal (TGI), e cheguem neste em
guantidades adequadas para que possam exercer o efeito benéfico (TODOROV;
LE BLANC e FRANCO, 2011).

Estaca et al. (2012) prepararam nanoparticulas de curcumina a partir
de polimeros de zeina, proteina do milho, por atomizacdo eletrodinamica
obtendo eficiéncias de encapsulacdo em torno de 85-90%. N&o houve
mudancas significativas no tamanho e morfologia das nanoparticulas, nem no
contetdo de curcumina apos trés meses de armazenamento no escuro a 23°C e
uma umidade relativa de 43%. A curcumina é um corante natural extraido da
curcuma com uma cor atraente amarelo alaranjado luminoso, com propriedades

antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anticancerigena e cicatrizante.
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Seu uso em alimentos € limitado devido sua baixa solubilidade em agua, baixa
biodisponibilidade, sua rapida degradacdo em condicdes de pH alcalino e neutro
ou quando exposta a luz (ESTACA et al, 2012).

Incoronato et al. (2011) avaliaram a efichcia de um sistema de
embalagens antimicrobianas contendo nanoparticulas de prata e argila
montmorinolita em agar para o armazenamento de queijo Fior di Latte. Os
resultados mostraram que o sistema de embalagem ativa aumentou o prazo de
validade do queijo sem afetar a microbiota funcional latica e as caracteristicas
sensoriais do produto, devido a propriedade dos céations de prata controlar a
proliferacdo microbiana.

O queijo Fior di Latte é um queijo leve, macio, com alto teor de
umidade e muito perecivel. Embora receba tratamento térmico durante a
producdo pode haver a ocorréncia de contaminacdo pos-processamento por
microrganismos, tais como Pseudomonas, coliformes, leveduras e bolores.
Estas contaminacgdes trazem riscos para a saude do consumidor e alteracdes de
sabor, textura e aparéncia, resultando em perdas econémicas (INCORONATO
et al., 2011).

Bakhshi et al. (2012) estudaram o nanoencapsulamento de acido-
félico através de alginato de sodio utilizando a tecnologia eletroidrodinamica
gerando particulas nao-esféricas com uma porcentagem de rendimento de 70%
e uma capacidade de encapsulamento de 96%.

As vitaminas, presentes nos alimentos, essenciais para 0
funcionamento normal do metabolismo, sdo compostos organicos muito
sensiveis em relacdo a temperatura, oxigénio e luz. A encapsulacdo de
vitaminas atraves de polimeros inertes pode melhorar suas estabilidades.

Hosseini et al. (2013) nanoencapsularam 6leo essencial de orégano
em quitosana e tripolifosfato de sédio obtendo eficiéncia de encapsulamento
variando de 21-47 % e teor de O6leo encapsulado variando de 3-8 %,
dependendo da formulag&o.

Os Oleos essenciais tém propriedades antioxidantes e
antimicrobianas importantes no combate a doencas inflamatorias e
degenerativas, assim como atuam como conservantes naturais em alimentos
(COSTA et al., 2012). No entanto sdo compostos volateis que evaporam e se

decompdem durante o0 processamento de alimentos, formulacdo de
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medicamentos e preparagdo de filmes antimicrobianos, devido o contato com
calor, luz e oxigénio (HOSSEINI et al., 2013).

Arunkumar, Prashanth e Baskaran (2013) produziram nanocapsulas
solaveis em agua, de luteina, utilizando quitosana de baixo peso molecular. Os
resultados das analises in vivo, mostraram que os niveis de luteina no plasma
(54,5%), figado (53,9%) e olhos (62,8%) de ratos alimentados com as
nanocapsulas foram superiores que o controle.

A luteina € um carotenoide encontrado em frutas e vegetais. Sendo
um pigmento antioxidante, pode proteger a pele de danos causados por luz UV,
reduzir os riscos de doencas cardiacas e o cancer de pulméo. Devido a seus
efeitos benéficos, € de grande interesse nas industrias de alimentos e
farmacéutica. No entanto, luteina é sensivel a luz, calor e tem uma baixa
solubilidade em &gua, o que afeta sua estabilidade e biodisponibilidade
(ARUNKUMAR, PRASHANTH e BASKARAN, 2013).

Cheng et al. (2009) desenvolveram um método rapido, sensivel e
especifico para deteccéo e captura de Escherichia coli, utilizando nanoparticulas
magnéticas biofuncionais em combinacdo do método de ATP-bioluminescéncia.
As nanopatrticulas foram produzidas imobilizando um anticorpo especifico anti-E.
coli na superficie recoberta por amina de nanoparticulas magnéticas. As
bactérias alvo tornaram-se magnéticas, de modo que podem ser facilmente
isoladas da solucdo da amostra por emprego de um campo magnético externo.
A concentracdo de E. coli capturada pelas nanoparticulas foi entdo detectada
por ATP-bioluminescéncia. O método foi utilizado para detectar E. coli de leite
pasteurizado.

Escherichia coli, sdo bactérias encontradas em grande quantidade no
intestino humano e de outros animais de sangue quente, podem ser espalhadas
no meio ambiente, sendo a principal causa de infeccbes e surtos com
consequéncias graves, tais como diarreia, colite hemorragica e sindrome
hemolitico-urémica, em particular pelo serotipo 0157:H7. Os métodos
atualmente utilizados para deteccdo de E. coli sdo demorados e com pouca
sensibilidade. Com o desenvolvimento da nanotecnologia, nanoparticulas
magnéticas tem recebido consideravel atencdo na biotecnologia e na deteccéo e
captura de patdgenos (CHENG et al., 2009).
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3.2.5 Material formador de parede

Segundo Santos et al. (2000) as caracteristicas para que um
revestimento seja considerado ideal sao:

a) Deve ter baixa viscosidade em concentragOes elevadas e ser de
facil manipulacéo;

b) Ter baixa higroscopicidade, para facilitar a manipulacdo e evitar
aglomeracéo.

c) Deve ter habilidade para dispersar ou emulsificar e estabilizar o
ingrediente ativo;

d) Nao ser reativo com o material a ser encapsulado;

e) Deve ter habilidade de selar e segurar o material ativo dentro da
estrutura da cpsula;

f) Liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados
durante o processo de encapsulacao;

g) Proporcionar protecdo ao material ativo contra condi¢cdes adversas
(luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos);

h) Ter solubilidade em solventes comumente utilizados;

i) Possuir as propriedades desejadas de liberacdo do material ativo;

j) N&o apresentar sabor desagradavel no caso de consumo;

k) Deve ser econdmico.

Como ndo existe um material de cobertura ideal, ou seja, que
apresente todas as caracteristicas listadas acima, pode ser feito o uso de
combinacdes entre os materiais encapsulantes e/ou modificadores, como
sequestrantes de oxigénio, antioxidantes, agentes quelantes e surfactantes
(SPADA, 2011).

Os materiais mais utilizados como encapsulantes s&o: quitosana,
goma ardbica, agar, alginato e carragena; outros carboidratos como amidos,
amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses carboximetilcelulose,
acetilcelulose, nitrocelulose; os lipidios parafina, mono e diacilgliceréis, 6leos e
gorduras; os materiais inorganicos sulfato de calcio e silicatos; as proteinas do

gluten, caseina, gelatina e albumina (SPADA, 2011).
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3.2.5.1 Goma do Cajueiro

O cajueiro, de nome cientifico Anacardium occidentale, L.,
pertencente a familia Anacardiacea, € extensivamente cultivada em paises
como Brasil, india, Mogambique, Quénia e Tanzania (LIMA et al., 2001; Paula et
al., 1998) (FIGURA 6).

A cajucultura € de fundamental importancia para a economia dos
Estados da Regido Nordeste do Brasil, com destaque para os Estados do
Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte. O Ceara participa com mais de 50% do
beneficiamento da castanha de caju brasileira e em 2011 exportou 23.534
toneladas de améndoas, o0 que equivale a mais de 96% das exportacbes de
améndoas nacional (CASTANHA, 2012).

Figura 6 — Arvore do cajueiro (Anacardium occidentale, L.).

Fonte: Autoria propria.

Na segunda metade da década de 60, houve uma expansdo da
cultura do cajueiro nesses trés estados devido as condi¢fes climaticas, ao baixo
preco das terras, a maior concentragdo de industrias beneficiadoras desse
produto e ao grande incentivo proporcionado pelo Governo Federal, por meio da
Sudene (PAULO PESSOA et al., 1995 apud OLIVEIRA, 2008).

A cultura do cajueiro gera divisas ndo sO pela comercializacdo da

castanha, mas também pelo liquido da casca da castanha (LCC), pelo
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pedudnculo e pela goma do cajueiro, os quais poderiam ser mais explorados
(LIMA et al., 2001).

A goma do cajueiro, o exsudado polissacaridico de Anacardium
occidentale, L., € composta de galactose, glicose, arabinose, ramnose e acido
galacturdnico (Paula et al., 1998). Segundo Moura (2009) essa composi¢cao
varia em funcdo da origem da planta, do tipo de solo, do clima, da época do ano,
dentre outros fatores (TABELA 1). A goma do cajueiro ao interagir com a agua
passa a ter funcdes de estabilizante, emulsionante e adesiva, podendo ser um
adequado substituto da goma arabica que é de alto custo (MOTHE; RAO, 2000).

Tabela 1 - Composicao da goma do cajueiro de diferentes origens.

Monossacarideo Composicéao (%)

Brasil® Brasil® india® Papua® Venezuela®
Galactose 72 73 61 63 49
Glicose 14 11 8 9 --
Arabinose 4-6 5 14 15 31
Ramnose 3-2 4 7 7 7
Manose 1 2 1 4
Xilose 2 -- 1
Acido 4-5 4-3 4-5
Glucurénico
4 — O - acido 1-9 1-2

metilglucurdnico

Fonte: adaptado de ¢ Anderson e Hendrie (1970); b Paula e Rodrigues (1995); d Pinto et al
(1995) apud ° Paula, Heatley e Budd (1998).

Na industria de alimentos a goma do cajueiro pode ser utilizada como
estabilizante para sucos, sorvetes e cervejas além de espessante e clarificante
de sucos. Na indudstria quimica como aglutinante de capsulas e comprimidos.
Também é utilizada na industria de cosméticos e na encadernacao de livros
devida a acédo fungicida e inseticida, além de ser uma poderosa cola quando
misturada a agua (BARBOSA FILHO, 2007 apud LANDIM, 2008).

Anderson e Bell (1975) caracterizaram a goma do cajueiro
estruturalmente indicando ser constituida de uma cadeia principal de galactose
intercalada com ligacbes B - (1 > 3) e ramificada com ligagdes B - (1 > 6).

Arabinose esta presente como grupos terminais ou em cadeias curtas ligadas
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até cinco unidades de comprimento. Glicose, ramnose, manose, xilose e acido
urdénico estao presentes como grupos terminais (FIGURA 7).

A goma do cajueiro pode ser obtida naturalmente, por incisées na
arvore (PAULA; RODRIGUES, 1995) ou introduzindo-se no tronco da arvore,
agentes quimicos como o 6xido de etileno, derivados do acido benzoico e o
acido-2- dicloroetilfosférico (KHENNEDY; WHITE, 1983 apud VITORINO FILHO,
2011) (FIGURA 8- a).

A goma bruta obtida como exsudado de plantas frequentemente
contém impurezas como sais inorganicos e substancias de baixa massa
molecular, além de proteinas, ligninas e acidos nucléicos (ASPINALL, 1982;
KENNEDY; WHITE, 1983 apud RODRIGUES, PAULA e COSTA, 1993).

Figura 7 — Representacdo esquematica de um possivel fragmento da goma do
cajueiro.
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Fonte: Anderson e Bell (1975).
Onde: R representa D-manose, D-xilose, L-ramnose, L-arabnose ou cadeias de arabinose com
ligacdo 1,2; R” representa D-glicose ou acido D-glucurdnico.
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Figura 8 — (a) Exsudado obtido de Anacardium occidentale L. (b) Goma de
cajueiro purificada.

(b)

Fonte: Autoria propria.

A retirada dessas impurezas é inicialmente feita por um tratamento
fisico-quimico denominado isolamento (COSTA; RODRIGUES; PAULA, 1996), a
fim de se obter um material puro, homogéneo e com um maior rendimento
possivel (RODRIGUES, PAULA e COSTA,1993) (FIGURA 8 - b).

3.3 Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana

No Brasil as principais espécies de Eucalyptus utilizadas para a
producdo de 6leos essenciais sdo E. staigeriana, E. citriodora e E. globulus
(CHAGAS et al., 2002).

E. staigeriana (FIGURA 9) pertence ao género Eucalyptus, com
aproximadamente 600 espécies, familia Myrtaceae. E uma arvore nativa da
Austrdlia, de porte médio, podendo chegar a 22 metros de altura, com copa
reduzida e espalhada. Est4 adaptada a zonas climaticas quentes e subumidas,
solos pobres e bem drenados, matas ou florestas abertas. Seu plantio é feito
basicamente para a producdo de Oleos essenciais para a perfumaria e a
madeira é vendida como lenha. (VITTI; BRITO, 2003).
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Figura 9 — Eucalyptus staigeriana.
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Fonte: MACIEL, 2009.

Os 6leos essenciais sdo produtos obtidos de determinadas partes da
planta, tais como folhas, caule, casca ou frutas, originarios de seu metabolismo
secundario. Sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Possuem sabor geralmente acre (acido) e
picante, sdo geralmente incolores ou levemente amarelados e sdo soluveis em
solventes organicos apolares, como o éter. Normalmente s&o instaveis,
principalmente na presenca da luz, ar, calor, umidade e metais. A maioria possui
indice de refracdo e sdo opticamente ativos (VITTI; BRITO, 2003).

Os 6leos essenciais sdo formados por uma complexa mistura de
componentes, envolvendo de 50 a 100 ou até mais compostos organicos.
Existem referéncias da presenca de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples
e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas etc. Os constituintes que
apresentam maior concentracdo sdo conhecidos como componentes principais,
j& 0s que estdo em baixas concentracdes sdo denominados componentes tracos
(VITTI; BRITO, 2003).

A maioria dos Oleos essenciais tem algum grau de atividade
antimicrobiana, atribuido a presenca de compostos fendlicos e terpendides.

Estas propriedades sédo particularmente associadas ao seu carater lipofilico,
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levando a acumulagcdo nas membranas e subsequentes eventos associados,
tais como o esgotamento de energia. Os componentes fenolicos dos o6leos
essenciais sensibilizam a bicamada fosfolipidica das membranas celulares,
causando um aumento da permeabilidade e vazamento de componentes vitais
intracelulares ou deficiéncia dos sistemas de enzimas microbianas (GILLES et
al., 2010).

Os dleos essenciais de Eucalyptus sdo produzidos por pequenas
cavidades globulares, presentes nas folhas, chamadas glandulas, que se
encontram distribuidas em todo o parénquima foliar (VITTI; BRITO, 2003). Os
constituintes do 6leo essencial de E. staigeriana obtidos por cromatografia
gasosa estdo apresentados na Tabela 2, onde a maioria dos constituintes séao
(+) limoneno (28,82%), Z-citral (10,77%) e E-citral (14,16%). (MACIEL et al.,
2010).

Tabela 2 - Composicado percentual relativa do 6leo essencial das folhas de E.
staigeriana.

Constituintes E. staigeriana
a — Pineno 3,27
o - Cimeno 1,76
(+) Limoneno 28,82
1,8- Cineol 5,39
a - Terpinoleno 9,40
(-) Isopulegol --
B- citronelal 0,80
Isopulegol --
B- citronelol --
Z-citral 10,77
Trans-geraniol 4,20
E-Citral 14,16
Metil geranate 3,66
Acetato de geraniol 3,86
Total 86,09

Fonte: adaptado de MACIEL et al. (2010).
(--) resultados néo detectados.
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Diversas propriedades ja foram atribuidas ao género Eucalyptus,
como as atividades inseticida (MACIEL et al., 2010), antimicrobiana
(NASCIMENTO et al., 2010), anti-hiperglicémica, antioxidante, anti-helmintica
(MACEDO, 2008) e acaricida (CHAGAS et al., 2002).

Os extratos obtidos de folhas de Eucalyptus foram aprovados como
aditivos alimentares e sdo também utilizados em formulagbes cosméticas, mas
0s estudos tém sido focados nas propriedades funcionais desses extratos
(GILLES et al., 2010).

Algumas pesquisas tem sido feitas para demonstrar as propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais de Eucalyptus contra uma vasta gama de
microrganismos. No entanto, estes estudos estdo concentrados em poucas
espécies, principalmente E. citriodora que possui atividade antifungica. Apenas
alguns estudos tém sido feitos para avaliar a atividade contra bactérias
deteriorantes e patogénicas, assim como em leveduras.

Gilles et al. (2010) testaram a atividade antimicrobiana do Oleo
essencial de E. staigeriana através do método de disco-difusdo em agar. Os
resultados mostraram uma alta atividade contra a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus apresentando uma zona de inibicdo maior do que 90
mm (o crescimento do microrganismo foi inibido por toda a placa de petri),
quatro vezes maior do que a zona de inibicdo do antibiético cloranfenicol
testado. A atividade contra a levedura Candida albicans (26,7 = 0,7 mm)
mostrou ser duas vezes maior do que o efeito do antifungico nistatina. Outros
resultados mostraram atividade contra a bactéria Gram-positiva Enterococcus
faecalis com uma zona de inibicdo de 20,3 + 1,2 mm, contra as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli (15,8 + 1,1 mm) e Pseudomonas aeruginosa (7,7 +
0,4 mm). Pseudomonas aeruginosa é conhecida por ter um elevado nivel de
resisténcia intrinseca contra muitos agentes antimicrobianos e antibidticos
devido a barreira muito restrita da membrana exterior, sendo altamente
resistente a drogas sintéticas.

Em outro estudo Wilkinson e Cavanagh (2005) testaram a atividade
antibacteriana de 6leos essenciais de diferentes plantas nativas da Australia. O
O0leo essencial de E. staigeriana apresentou uma alta atividade contra
Escherichia coli com uma zona de inibicao de 18,2 £ 2,8 mm e contra

Salmonella typhimurium com uma zona de inibicdo de 90 mm. Além de também
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apresentar atividade contra Staphylococcus aureus e Alcaligenes faecalis com

zonas de inibicdo de 14,2 + 0,6 mm e 15,2 + 0,3 mm, respectivamente.

3.4 Limoneno

O limoneno € um hidrocarboneto pertencente a classe dos
monoterpenos monociclicos. Por possuir um centro quiral, apresenta isomeria
Otica, existindo de duas formas na natureza: (+)-limoneno e (-)-limoneno
(DUETZ et al., 2003). (FIGURA 10).

O (-)-limoneno é encontrado em grande quantidade em algumas
arvores e ervas como Mentha spp.. O (+)-limoneno € o principal constituinte dos
Oleos essenciais das cascas de citrinos, atuando na prevencao da desidratacao
e inibicdo do crescimento microbiano nesses vegetais (DUETZ et al., 2003),
constituindo cerca de 90 — 96% destes 6leos, sendo um sub-produto na industria

de sucos de frutas (BADEE; HELMY; MORSY, 2011).

Figura 10 - Estrutura quimica, numero de atomos de carbono e nomenclatura
dos dois enantiobmeros do limoneno.
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(R)-4-isopropenil-1-metil-1-ciclo-hexeno  (S)-4-isopropenil-1-metil-1-ciclo-hexeno
(+)-p-menta-1,8-dieno (-)-p-menta-1,8-dieno

Fonte: DUETZ et al. (2003).

O limoneno devido apresentar odor e flavor caracteristico do liméo é
utilizado em uma variedade de produtos de limpeza, cosméticos, na industria de

alimentos além de atuar como pesticida e repelente (FERRARINI et al, 2008;
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HEBEISH et al, 2008). A literatura mostra sua utilizacdo também como um
agente bactericida, antioxidante, terapéutico e quimio-preventivo (LI; CHIANG,
2011). Crowell, Siar Ayoubi e Burke (1996 apud VALLILO et al, 2006)
enfatizaram resultados positivos no combate a tumores malignos, utilizando-se
do (+)-limoneno na terapia de cancer de mama, pancreas e préstata.

O (+)-limoneno é extraido sob presséao ou vapor de agua das cascas
de citrinos como a laranja, limdo, tangerina, toranja e esta presente em
inimeros outros Oleos essenciais (FERRARINI et al, 2008). Lancas et al. (1997)
utilizaram a extracéo por fluido supercritico do 6leo essencial da laranja, afim de
reduzir sabores indesejaveis causados pela oxidacdo de compostos pelo ar,
obtendo um produto com melhor qualidade em relacdo ao método classico por
arraste a vapor. Segundo Filho (1999 apud MULLER, 2011) a decomposic¢io do
(+)-limoneno gera a formagéo de Carvona e Carveol, subprodutos terpénicos,

gue modificam o aroma do 6leo (FIGURA 11).

Figura 11 — Decomposic¢ao do limoneno.
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Fonte: MULLER (2011).

Devido a volatilidade e a facil oxidagdo em contato com a luz, ar,
umidade e temperaturas elevadas € necessario novas tecnologias na industria
de aromas a fim de proteger compostos volateis da degradacdo. A
microencapsulacdo e outras técnicas, que ja vem sendo utilizada na industria
farmacéutica e quimica, tem vasta aplicacdo na industria de alimentos, exigindo-
se novas pesquisas devido a constante inovacdo de produtos no mercado
(ABURTO; TAVARES; MARTUCCI, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O polissacarideo, goma de cajueiro (GC) utilizado neste trabalho foi
obtido através da purificacdo do exsudado de arvores de Anacardium
occidentale (cajueiro), oriundas de Fortaleza (CE). O isolamento da goma foi
realizado segundo método previamente descrito por Rodrigues, Paula e Costa
(1993) com algumas modificacdes.

O Etanol (99%) e o surfactante Tween 80 (T80) foram provenientes da
VETEC e o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana (OES) da AVONDALE
ESSENCIAS.

4.2 Métodos

4.2.1 Purificacdo da goma de cajueiro

O procedimento para a purificacdo da goma do cajueiro consiste na

seguinte metodologia:

a) pesou-se 10 gramas do exsudado do cajueiro ja triturado em almo-
fariz;

b) dissolveu-se em 100 mL de agua destilada e foi deixado sob agita-
¢cao por 24h;

c) a solucdo obtida foi filtrada a vacuo inicialmente em um funil de
placa sinterizada n°® 0 e em seguida em um funil de placa sinteri-
zada n° 1,

d) adicionou-se 0,5 mL de peréxido de hidrogénio (H,0;) para clarifi-
cacao e 0,5 g de cloreto de sodio (NaCl);

e) o pH foi ajustado com hidroxido de sodio (NaOH) (25 %) entre 6 e
7,

f) gotejou-se essa solugdo em etanol através de funil de separacdo
na proporcao de 1:4 v/v e em seguida deixado sob refrigeragéo

por aproximadamente 20 h para eficiente precipitagéo;
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g) o etanol sobrenadante foi retirado e o precipitado transferido para
funil de placa sinterizada n° 2 e lavado com duas porcdes de 100
mL de etanol e acetona para retirada de pigmentos ou tracos de
gordura;

h) a goma foi seca através de jato de ar quente e armazenada

a temperatura ambiente em frasco tampado.

4.2.2 Andlise CG - EM

A composicdo do Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana foi
determinada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM), utilizando um equipamento SHIMADZU modelo QP2010 SE,
equipado com uma coluna capilar Rtx-SMS (30 m, ID 0,25 mm, espessura do
filme 0,25 pum) e auto injetor AOC-20i. Foi usado hélio como gas de arraste (1
mL/min.). A temperatura inicial da coluna foi mantida a 60 °C e em seguida
aumentou-se até 280 °C a uma taxa de 3 °C/min. O detector seletivo de massa
foi utilizado no modo de ionizacdo de elétrons, com o intervalo de massa entre
35 e 500.

4.2.3 Preparacédo das nanoparticulas

Foram preparadas trés formulagbes de nanoparticulas através do
método de secagem por spray dryer. Este método foi escolhido para utilizacédo
neste trabalho devido a disponibilidade de equipamento, o baixo custo do
processo e sua grande utilizacdo na industria de alimentos. A Figura 12 mostra
o fluxograma do processo.

Inicialmente, o surfactante Tween 80 e o 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana foram misturados com agitacao continua por meio de um
agitador de solugbes (PHOENIX, modelo AP 56). Em seguida a mistura formada
foi gotejada em uma solucdo de goma de cajueiro a 2 % (m/v), em agitacao
constante em um ultra homogeneizador Turratec (TECNAL, modelo TE-101) a
18.000 RPM por 2 minutos. A emulsdo obtida foi secada em um Mini Spray
Dryer B-290 (BUCHI). A secagem foi realizada a uma temperatura de entrada de

160°C + 10°C, a uma temperatura de saida de 70°C = 10°C, com um vazéo de
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ar de 35 mdh e a uma razdo de aspiragdo de 5 mL/min. O produto
nanoencapsulado foi armazenado em vidro ambar a temperatura ambiente
(Paula et al. 2010).

Figura 12 — Fluxograma do processo de producdo das nanoparticulas de 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro através da formacao
de nanoemulsédo e secagem em spray drying.

18.000 RPM

2 min.

T.ent. = 160°C+ 10°C;
T. said. =70 £ 10°C;
F.A =35 m?nh;

R.A=5mL/ min.

‘ Armazenamento| —

!

[ Caracterizagéo |

Determinagéo CBM

FONTE: Autoria propria.

Onde: OES - éleo E.staigeriana; T 80 - Tween 80; CBM - concentracdo bactericida minima; T.
ent. — temperatura de entrada; T. said. — temperatura de saida; F.A- fluxo de ar; R.A- razdo de
alimentacao.
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As formulacdes estabelecidas estdo apresentadas na Tabela 3. F.1
gue foi definida como padrao, F. 2 estuda o efeito do aumento da propor¢cao da
goma de cajueiro e F.3 o efeito da diminuicdo do 6leo essencial e consequente

aumento na proporcéao do Tween 80 (TABELA 3).

Tabela 3 — Formulacbes das nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana em goma de cajueiro.

Concentracéo da

: solucdo de GC GC/ OES OES/ T. 80
Designacéo
(m/m) (m/m)
(%)
F.1 2 2:1 2:1
F.2 2 4:1 2:1
F.3 2 2:1 1:1

F 1: formulagdo 1; F 2: formulagédo 2; F 3: formulacdo 3; GC: Goma de cajueiro; OES: 0leo
essencial de Eucalyptus Staigeriana; T.80 : Tween 80.

4.2.4 Caracterizacado das nanoparticulas

4.2.4.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As nanoparticulas foram caracterizadas por espectroscopia de
absorgcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
utilizando pastilhas de KBr, em um aparelho da Perkin Elmer, na faixa de 400 a
4000 cm™,

4.2.4.2 Tamanho e distribuicdo de particula e potencial zeta

O tamanho do didmetro das particulas e o potencial zeta das
amostras em solucdo foram determinados através de um Nano ZetaSizer
modelo Malvern 3600, utilizando um feixe de luz vermelha com comprimento de
onda de 633 nm, e um angulo de medida de 175°. As amostras foram

redispersas em agua destilada, formando solu¢des de concentracdo 0,1% (m/v)
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e deixadas em agitacdo por 24 horas. As analises foram realizadas em triplicata.
(PAULA et al., 2011).

4.2.4.3 Determinacdo do teor de oleo encapsulado (T.E.) e da eficiéncia de

encapsulamento (E.E.)

O teor de 6leo encapsulado, relacdo percentual entre a massa de
Oleo efetivamente encapsulada presente na amostra e a massa total da amostra
(1), foi determinado por espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Vis no
comprimento de onda de 210 nm (Micronal, modelo B582). Determinada massa
de cada amostra (10 — 30 mg) foi dissolvida em Etanol (99%), deixada em
agitagdo por duas horas e centrifugada. Em seguida, determinou-se a
concentracdo de 6leo no meio através de uma curva de calibracdo (FIGURA
13). As andlises foram realizadas em triplicata (PAULA et al. 2011).
TE (%)= 5208 100 1)

Massa Total

Onde, OES refere-se ao 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Figura 13 — Curva de calibracdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em
etanol.
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Concentragéo (ppm)

Fonte: Autoria propria.
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A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada de acordo com a

equacao (2).
EE (% -2 100 2
(%) =~ x )

Onde M é o percentual de 6leo efetivamente encapsulado nas
nanoparticulas (teor de 6leo encapsulado) e Mo é o percentual relativo de Gleo
adicionado no processo (relacdo percentual entre a massa de 0leo adicionada

inicialmente e a massa total da amostra de nanoparticulas).

4.2.4.4 Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial
(DSC).

A estabilidade térmica das particulas foi avaliada por anélise
termogravimétrica (TGA) em um equipamento Shimadzu modelo TGA 50 e por
calorimetria de varredura diferencial (DSC) em um equipamento Shimadzu
modelo DSC 50. Para ambas as analises foram usadas 5 mg da amostra sob
atmosfera de nitrogénio e uma razdo de aquecimento de 10 °C/min entre O e
600 °C.

4.2.4.5 Cinética de liberacao in vitro

Uma quantidade de 100 mg da amostra foi dissolvida em 10 mL de
agua destilada e transferida para uma membrana de didlise com tamanho de
poro de 14 kDa (SIGMA) e imersa em 200 mL de agua destilada. Aliquotas
foram retiradas em determinados intervalos de tempo (inicialmente de 15 em 15
min. e com intervalos maiores na medida em que a liberacdo tornava-se mais
lenta) e analisadas por espectroscopia na regido do UV-Vis. Em seguida, foi
determinada a concentracdo de 6leo no meio através de uma curva de

calibracdo do 6leo em agua destilada (FIGURA 14).
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Figura 14 — Curva de calibracéo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em
agua destilada.
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Fonte: Autoria propria.

Foram calculados os parametros cinéticos a fim de caracterizar os
varios tipos de liberacdo. Os modelos utilizados foram o de zero ordem (3),
primeira ordem (4), segunda ordem (5), Higuchi (6) e Korsmeyer-Peppas (7)
(Dash et al., 2010).

C=kot 3)

Onde, C é a concentracdo de Oleo liberada, t o tempo, e ko a

constante de ordem zero.

In ([C]/[Clo) = - k't )

Onde, Cy é a concentracao de 6leo inicial e k a constante de primeira

ordem.
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1/[C]=kt+ (1/[Clo) (5)

Onde, k é a constante de segunda ordem.

Q= Kkt (6)
Onde Q € a concentracdo de Oleo liberada e K a constante de

Higuchi.

M/ M =k t" @)

Onde M; / M., é a fracdo de 6leo liberada em um tempo t, K é uma

constante e n o0 expoente de liberacao, indicativo do mecanismo de liberagao.

Ritger e Peppas (1987) utlizaram o valor n para caracterizar
diferentes mecanismos de liberacdo. De acordo com a teoria cinética do modelo

para geometria esférica, n pode assumir diferentes valores.

Para a obtencdo do coeficiente de correlagéo linear, os seguintes
graficos foram plotados: “C vs. t", para o modelo de ordem zero; “In C vs. t”, para
o modelo de primeira ordem; “1 / C vs. t”, para o modelo de segunda ordem; “C

t1/2”

VS. , para o modelo de Higuchi; e “In Mt / M. vs. In t”, para o modelo de

Korsmeyer-Peppas (SHOAIB et al., 2006).

4.2.4.6 Estudo do teor de 6leo encapsulado nas nanoparticulas armazenadas a
temperatura ambiente

Foi monitorada também o teor de Oleo encapsulado nas
nanoparticulas armazenadas a temperatura ambiente, ou seja, a capacidade
das amostras de manter o 6leo dentro da matriz polimérica com o decorrer do
tempo. As amostras foram armazenadas em prateleiras, a 25°C * 1°C, e dentro
de recipientes de vidro ambar de capacidade de 30 mL, no qual depois de

acondicionada a amostra restava um head-space com cerca de 0,5 centimetro.
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Os teores de Oleo foram determinados no periodo de aproximadamente 365

dias.

4.25 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)' das nanoparticulas, da

goma de cajueiro e do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana
4.2.5.1 Culturas Bacterianas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas duas
cepas de bactérias patogénicas de grande importancia para o controle da
seguranca de alimentos. Uma linhagem de bactéria Gram-positiva® e uma
linhagem de Gram-negativa®. Estas sdo respectivamente: Listeria
monocytogenes (ATCC 19115 - Microbiologics) e Salmonella Enteritidis (IAL
1132 — Instituto Adolfo Lutz).

4.2.5.2 Preparo do inéculo

A Figura 15 mostra as etapas do procedimento de preparo do indculo.
As cepas liofilizadas foram reativadas conforme recomendacao do fabricante.
Inicialmente foram feitas duas culturas subsequentes em caldo tripticase de soja
(TSB/Difco), para L. monocytogenes, e caldo de infusdo de cérebro e coracao
(BHI/Difco), para S. Enteritidis e incubadas a 35 + 2 °C por 24 + 2 h. Em
seguida, procedeu-se o isolamento em meio agar tripticase de soja-extrato de
levedura (TSA-YE/Difco) e em meio agar tripticase de soja (TSA/Difco) para L.
monocytogenes e S. Enteritidis, respectivamente. Apos isolamento e verificacdo
da pureza da cultura, efetuou-se a inoculacédo em TSA-YE inclinado e em TSA

inclinado e incubadas a 35+ 2 °C por 24 £ 2 h.

! Concentracado Bactericida Minima (CBM) é a menor concentracdo do agente antimicrobiano na
gual ndo ocorreu crescimento no meio de cultura (ONAWUNMI, 1989 apud BURT, 2004).

A parede celular de bactérias Gram-positivas € espessa, constituindo quase que totalmente de
uma camada rigida de peptideoglicano (MADIGAN et al., 2009).

A parede celular de bactérias Gram-negativas € uma estrutura em multicamadas e bastante
complexa. A maior parte € formada por uma membrana externa composta por
lipopolissacarideos e proteinas. A menor parte, cerca de 10 %, é formada de peptideoglicano
(MADIGAN et al., 2009).
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Figura 15 - Etapas do procedimento de ativacdo e preparo dos inoculos,
liofilizados, das bactérias Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis para
utilizacdo na determinacédo da Concentracao Bactericida Minima.

S. Enteritidis ( Culturas Iiofilizadas] L. monocytogenes

CTR

Ativagao
Caldo TSB

§ s5°cr24m

Caldo BHI
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i
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Fonte: Autoria propria.

Onde: UFC — unidade formadora de coldnia; CTR- controle; TSB - caldo triptona de soja; BHI -
caldo de infusdo de cérebro e coracdo; TSA-YE - meio agar tripticase de soja-extrato de
levedura; TSA- meio agar tripticase de soja; H,O pep.- agua peptonada.
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Apoés incubacdo as culturas foram estocadas a 5 °C. Em seguida,
para o isolamento das col6nias de bactérias, foram feitas estrias de cada cepa
em placas de Petri contendo os meios TSA-YE e TSA e incubadas a 35 + 2 °C
por 24 = 2 h.

ApGs o periodo de incubagdo uma coldnia de cada microrganismo, de
1 mm de diametro, foi selecionada e inoculada em tubos de ensaio contendo 5
mL de caldo TSB e BHI, de acordo com o microrganismo.

Os tubos foram incubados a 35 £ 2 °C por 24 + 2 h para obtencédo de
uma concentracdo final em torno de 1 x 108 UFC/mL (quantidade padronizada
apos testes preliminares) para cada microrganismo.

Em seguida, esta suspensao foi diluida em agua peptonada 0,1%
(Difco) fazendo-se diluicBes até 10° UFC/mL (determinado através de testes
preliminares) para a utilizagdo na determinacdo da Concentragdo Bactericida
Minima. Para a confirmacédo das concentracdes foram realizadas contagens de
colbnias viaveis em meios TSA-YE e TSA.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e feitos o

controle dos caldos.

4.2.5.3 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

As Figuras 16 e 17 mostram as etapas do procedimento de
determinacdo das CBMs das nanoparticulas dopadas com o 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana, do 6leo essencial Eucalyptus staigeriana e da goma de
cajueiro. Foi utilizada uma amostra de nanoparticulas de formulacdo 1,
formulacdo definida como padréao, e dopagem 7,12%, determinado pela andlise
do teor de 6leo encapsulado. Foi determinada também a CBM do éleo essencial
nao encapsulado e da goma de cajueiro para estes microrganismos.

Foram realizados os seguintes controles: meios de cultura e meios de
cultura + indculo bacteriano.

A determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi impossi-
bilitada devido a ocorréncia de turvacao do caldo utilizado como meio de cultivo
ao se colocar as amostras analisadas.

Os experimentos foram realizados duas vezes em dias distintos e em

duplicata segundo Kim, Marshall e Wei (1995).
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Figura 16 - Etapas do procedimento de determinacdo da Concentracao
Bactericida Minima da goma de cajueiro, do Oleo essencial de Eucalyptus
staigeriana e das nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em
goma de cajueiro contra a bactéria Salmonella Enteritidis.
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Experimento 3: {

Fonte: Autoria propria.
Onde: UFC — unidade formadora de coldnia; CTR- controle; BHI - caldo de infusdo de cérebro e

coracado; Sol. Nanop. — solucéo de nanoparticulas; Sol. GC- solugdo de goma de cajueiro; OES-
6leo de Eucalyptus staigeriana; HE- meio Entérico de Hecktoen.
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Figura 17 — Etapas do procedimento de determinacdo da Concentracao
Bactericida Minima da goma de cajueiro, do Oleo essencial de Eucalyptus
staigeriana e das nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em
goma de cajueiro contra a bactéria Listeria monocytogenes.
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Fonte: Autoria propria.

Onde: UFC — unidade formadora de colénia; CTR- controle; TSB - caldo triptona de soja; Sol.
Nanop. — solugdo de nanoparticulas; Sol. GC- solugdo de goma de cajueiro; OES- Oleo de
Eucalyptus staigeriana; OXA- meio Agar Oxford Listeria.
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Em tubos de ensaio contendo 3,95 mL de caldo triptona de soja
(TSB/Difco) estéril, para L. monocytogenes, e caldo de infusdo de cérebro e co-
racao (BHI/Difco), para S. Enteritidis, foi adicionado 50 pL da suspenséo bacte-
riana em concentracdo de 10° UFC/mL. Para cada cultura, separadamente, foi
adicionado o 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana, a solucdo de nanoparti-
culas e a solucéo de goma de cajueiro. Os tubos foram incubados a 35°C por 24
horas sob agitacdo a 200 RPM.

ApGs incubacgdo, 100 pL da cultura foram inoculados em placas de
meio Oxford Listeria (OXA/Oxoid), para L. monocytogenes, e agar Entérico
Hecktoen (HE/Difco), para S. Enteritidis, e espalhado com alga de Dringalsky.
As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e observada a presenca de
crescimento. A menor concentracdo na qual ndo ocorreu crescimento foi

considerada como a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

4.2.5.4 Concentracfes analisadas de nanoparticulas, do 6leo essencial de

Eucalyptus staigeriana e da goma de cajueiro.

As concentracdes analisadas foram de 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L, 5 g/L, 6 g/L
e 7 g/L, calculadas em relacdo ao teor do principio ativo do 6leo essencial, (-)-
limoneno, determinado por andlise de GC-MS, e do teor de 6leo encapsulado.
Para as nanoparticulas foi preparada uma solucdo padrao, utilizando-se agua
destilada estéril, com a quantidade em massa de nanoparticulas equivalente a
concentracdo de 7 g/L de (-)-limoneno e feita as diluicGes necessarias através
da equacdao (8). Para as solu¢Bes de goma de cajueiro foram diluidas em agua
destilada estérii a quantidade de goma equivalente a cada solugcédo
anteriormente citada, sendo calculada pela diferenca entre o peso total das
nanoparticulas e a massa em gramas do teor de 6leo encapsulado, a fim de se
estudar o efeito da goma de cajueiro isolada sobre as bactérias testadas.

Com o objetivo de verificar a eficacia do nanoencapsulamento do 6leo
essencial sobre o efeito bactericida contra as bactérias testadas, foi determinada
a CBM do oleo ndo nanoencapsulado. As concentragfes utilizadas também
foram calculadas a partir do teor de seu principio ativo (-)-limoneno, sendo de
0,59g/L,19g/l,29g/L,39g/L,49/L,5¢g/L,6g/lLe7glL.
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C1XV1:C2XV2 (8)

Onde C; é a concentracéo inicial de 7 g/L, V1 o volume desta solucao
a ser adicionada para obter a concentragcdo C,, C, é a concentracdo final
desejada e V, 0 volume desejado da solucdo de concentragao C,.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise CG- EM

A analise constitucional do 0leo essencial de Eucalyptus staigeriana
por cromatografia gasosa acoplada a espectrdometro de massa (CG-EM) esta
descrita na Tabela 4. O principal constituinte do dleo é (-)-limoneno (23,20 %),
seguido de geranial (7,98 %), metil geranato (6,29 %) e do eucaliptol (6,03 %).
Gilles et al. (2010) encontraram eucalyptol (34,8 %), neral (10,8 %), geranial
(10,8 %) e a—felandreno (8,8 %) como constituintes principais. A Tabela 4
mostra a analise do Oleo extraido das trés formulacbes de nanoparticulas,
alguns componentes como o linalol, neral, geraniol e acetato de geranil ndo
foram detectados na andlise, isso, provavelmente, ocorreu devido a uma menor
afinidade entre a goma de cajueiro e estes compostos, ndo havendo o
nanoencapsulamento destes. Ja outros, como (-)-limoneno, o eucaliptol e o p-
Cimen-8-ol obtiveram alteracdes percentuais em suas concentracfes devido a
auséncia de alguns componentes do 6leo, como os citados anteriormente, que

alterou a relacao percentual total da anélise.

Tabela 4 - Composicdo do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana obtida
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrofotbmetro de massa.

Tempo de Concentragéo (%)
) Composto

retencao (min) OES F1 F2 F3
5,636 a - Pineno 2,62 ND 3,97 ND
6,834 B - Pineno 1,54 ND ND ND
8,362 o - Cimeno 4,95 7,89 18,27 ND
8,565 (-) -Limoneno 23,20 8,55 31,10 9,89
8,635 Eucaliptol 6,03 13,16 2,18 ND
11,099 Linalol 2,59 ND ND ND
12,471 Oxido de limoneno, cis 0,37 ND 4,12 ND
14,348 4 - Terpineol 1,29 ND ND ND

Continua



60

Continuacao

Tempo de Composto Concentragéo (%)
retencéo (min) OES F1 F2 F3
14,721 p — Cimen-8-ol 2,55 70,39 1590 2,16
14,944 a — Terpineol 1,22 ND ND ND
16,576 Nerol 1,70 ND ND ND
17,190 Neral 5,20 ND ND ND
17,809 Geraniol 5,16 ND ND ND
18,548 Geranial 7,98 ND 3,23 ND
19,828 Geranil formato 1,19 ND ND ND
20,836 Metil geranato 6,29 ND 21,26 ND
22,037 Acetato de citronelilo 0,43 ND ND ND
22,568 Acetato de neril 2,49 ND ND ND
23,448 Acetato de geranil 5,90 ND ND ND
Outros constituintes 17,28 ND ND ND

Onde: (ND) compostos néo detectados.

5.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

5.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A caracterizacdo estrutural obtida por espectroscopia FT-IR da goma

de cajueiro e das nanoparticulas € mostrada na Figura 18.

A goma de cajueiro apresentou uma banda larga em 3379 cm™

devido & vibracdo de estiramento O-H, uma banda em 2933 cm™ atribuida &

vibracdo de estiramento C-H, e de absorcdo a 1649 cm™ devido a vibracdes de

O-H de moléculas de agua. Bandas fortes em 1150, 1080 e 1030 cm™ s&o

devido as vibracbes de estiramento de C-O-C de ligacdes glicosidicas e
ramificagcbes O-H de alcoois (SILVA et al., 2009).
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Figura 18 - FT- IR da goma de cajueiro e das nanoparticulas de 6leo essencial
de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro.

Absorbancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
N° de onda(cm'1)

A presenca do 06leo essencial nas nanoparticulas pode ser observada
nos espectros das nanoparticulas através de modificacbes nas resolucdes.
Entre estas, as principais foram: Um aumento na intensidade em 2933 cm™ e
uma reducdo em 1080 cm™ particularmente para F.3, caracteristica do 6leo
essencial; O aparecimento de uma banda larga em 2852-2904 cm™. Uma
reducdo em 1150 e 1030 cm™; Observa-se o aparecimento de uma banda em
1735 cm™, atribuida ao estiramento C=0O de carbonila, com um aumento de
intensidade na F.3, formulacdo em que foi reduzido o teor de 6leo essencial com

consequente aumento da proporgéo de Tween 80.
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O espectro FT-IR do 6leo essencial apresentou uma banda larga em
3438 cm™ correspondente a vibracdes O-H de alcoois. Apresentou também
banda em 2969 cm™, que caracteriza vibracées de estiramento de grupos metil
(-CH3) e em 2929 cm™ que caracteriza vibracdes de grupos metileno (-CHy-);
banda em 1721 cm™ referente ao estiramento C=O de carbonila; banda em
1672 cm™ referente ao estiramento C=C de grupos aromaticos e em 1445 cm™

referente & deformacéo C-H (ESTEVES et al., 2013; SHEET, 2007).
5.2.2 Tamanho e distribui¢cdo de particula e potencial zeta

A Tabela 5 e a Figura 19 apresentam o tamanho e distribuicdo de
particula por volume para as trés formulagbes de nanoparticulas dopadas com
Oleo de E. staigeriana. Pode ser visto que as amostras F.1 e F.2 apresentaram
distribuicées unimodais, enquanto que F.3 bimodal.

Figura 19 - Tamanho e distribuicdo por volume de particula das formula¢cbes de

nanoparticulas de Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro.
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Tabela 5 — Tamanho e distribuicdo por volume e potencial zeta das
nanoparticulas de Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro.

Formulacio Tamanho de particula Distribui¢éao por Potencial zeta
¢ (nm) volume (%) (mv)
F1 153,80 £ 8,20 100 -24,5 + 0,45
F2 27,70 + 3,42 100 -14,47 £ 1,42
432,67 + 41,47 85,50
F3 -10,45 + 0,21
29,66 + 23,36 14,50

Analisando o resultado obtido em F.2, para o tamanho de particula,
observa-se que ocorreu uma reducdo em seu valor, em relacdo a F.1, de
153,80 £ 8,20 nm a 27,70 + 3,42 nm. Resultado semelhante foi obtido por Paula
et al. (2012) com valores que decresceram de 357+ 47 nm a 288 = 61 nm com o
aumento na proporcdo de goma de cajueiro. Alishahi et al. (2011) obtiveram
valores de 90 nm a 350 nm em nanoparticulas de quitosana carregadas com
vitamina C. De Britto et al. (2007) fizeram o estudo de nanoparticulas de N,N,N-
trimetil quitosana como um sistema carreador de vitaminas e obteve particulas
com tamanho variando de 196 + 8 nm a 606 £ 25 nm.

O potencial zeta € um parametro importante que caracteriza a carga
eléctrica global da superficie de uma particula. A Tabela 6 mostra os valores do
potencial zeta das nanoparticulas. Segundo Silva et al. (2009) o valor negativo é
devido aos grupos de acido carboxilico sob a forma carboxilada, (-COQO’) da GC
gue a tornam um polissacarideo ligeiramente acido. Moura Neto et al. (2011)
afirmam ser devido ao teor de acido glucurdnico, apesar do baixo conteudo (4,7-
6,3%).

O potencial zeta é um indicativo da estabilidade das nanoparticulas,
sendo considerado bom quando excede o valor de + 30 mV (SILVA et. al,,
2011). Observa-se que para as duas formulagbes F.2 e F.3 ocorreu um
decréscimo em seu valor de -24,5 + 0,45 mV (F.1) para -14,47 + 1,42 mV e -
10,45 + 0,21 mV, respectivamente, reduzindo a carga negativa da superficie e
diminuindo a estabilidade da dispersdo das nanoparticulas em &agua. A
explicacdo para a reducdo do tamanho de particula e potencial zeta em F.2

poderia esta relacionada com a capacidade da goma de cajueiro em enovelar-se



64

formando aglomerados pequenos e com cargas superficiais menores,
propriedade que ocorre em goma de angico, mas ndo existem dados
bibliograficos disponiveis que a suportem.

Alishahi et al. (2011) obtiveram potenciais zetas em torno de 49,3
1,6 mV — 62,3 £1,5 mV, enquanto Lv, Yang, Li, Zhang, Abbas, (2014)
obtiveram valores variando de -9,45 + 0,10 mV a -16,2 = 0,71 mV em
nanocapsulas de gelatina/goma arabica carregadas do 6leo essencial de in

jasmim em pH 7,0.

5.2.3 Teor de 6leo encapsulado (T.E) e eficiéncia de encapsulamento (E.E)

A Tabela 6 apresenta os resultados do teor de éleo encapsulado e
eficiéncia de encapsulamento para as diferentes formula¢gdes de nanoparticulas.
De acordo com o resultado obtido em F.3, observa-se que com a reducédo do
Oleo essencial e consequente aumento na proporcao de Tween 80 ocorreu um
aumento na E.E. de 24,89, valor obtido na formulacdo padréo F.1, para 26,80,

porém houve uma reducao no T.E. de 7,12 para 6,70.

Tabela 6 — Teor de 6leo encapsulado (T.E.) e eficiéncia de encapsulamento
(E.E) para as formulacdes de nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana em goma de cajueiro.

Formulacao E.E* T.E. ™
¢ (%) (%)
1 24,89 7,12
2 26,16 476
3 26,80 6,70

*erro: 0,56 — 1,90 %; ** erro: 0,42 - 1,94 %;

Na F.2 ocorreu também um aumento na E.E. para 26,16 e uma
reducdo no T.E. para 4,76. O aumento da propor¢cao do encapsulante parece
nao influenciar no aumento do conteudo de 6leo encapsulado, porém ocorreu
um incremento na E.E. Conclusdes semelhantes foram obtidas por Paula et al.
(2010).

Tang et al. (2013) obtiveram E.E na faixa de 13,8-23,5 % em

nanoparticulas de catequinas de cha verde preparadas com quitosana e um
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polipepetideo comestivel. Em outro estudo feito por Hosseini et al. (2013) foi
obtido E.E entre 5,45 £ 0,45 % e 24,72 + 4,39 % e T.E variando de 1,32 + 0,19
% a 2,12+0,17 % em nanoparticulas de quitosana carregadas com o 0Oleo
essencial de orégano. Paula et al. (2012) nanoencapsularam o extrato obtido de
Moringa oleifera utilizando goma de cajueiro como material de parede e
obtiveram valores de T.E entre 2,6 + 0,2 e 4,4 £ 0,4.

5.2.4 Anélise térmica

5241 TGAedTG

As curvas termogravimétricas da goma de cajueiro e das
nanoparticulas sédo apresentadas na Figura 20.

Figura 20 - (a) Curvas termogravimétricas obtidas através da anélise
termogravimétrica (TGA), sob atmosfera de nitrogénio, da goma de cajueiro e
das formulacfes de nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana

em goma de cajueiro. (b) Derivada primeira das curvas termogravimétricas em
fungéo da temperatura (dTG).
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Os dados de perda de massa e as temperaturas de pico para 0s
eventos térmicos estdo apresentados na Tabela 7. A decomposicdo da goma

em atmosfera de nitrogénio ocorre em trés estagios. O primeiro é referente a
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perda de umidade e os demais sdo associados a degradacdo de GC com a
despolimerizagcdo e consequente formacédo de agua, CO e CH,4 (SILVA et al.,
2009). Os eventos de decomposicdo da GC ocorreram nas temperaturas de 310
°C e 497 °C. Silva et al. (2009) encontraram valores mais baixos, de 256 °C e
320 °C, respectivamente. Essa diferengca deve ter ocorrido devido
provavelmente as diferentes taxas de aquecimento da analise. Para as
nanoparticulas, o primeiro evento de decomposicdo ocorreu na faixa de 313 °C
— 321 °C e o segundo evento no intervalo de 400 °C — 510 °C. Em temperaturas
de aproximadamente 500 °C, F. 2 e F.3 apresentaram uma maior estabilidade
térmica que F.1, formulacdo padrdo, com uma maior temperatura de pico no

segundo evento de decomposicao.

Tabela 7 — Eventos térmicos e temperaturas maximas de decomposicao obtidos
através da andlise termogravimétrica (TGA), sob atmosfera de nitrogénio, da
goma de cajueiro e das formulacbes de nanoparticulas de Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro.

Amostra Eventos Temperatura maxima (°C)  Perda de massa (%)
I 43 4,00
GC Il 310 46,50
11 497 34,80

Massa residual a 600 °C = 10,56 %

I 47 2,85
F1 Il 319 51,44
1] 400 29,36

Massa residual a 600 °C = 8,56 %

I 41 3,18

F2 Il 313 56,21
il 510 33,02

Massa residual a 600 °C = 3,52 %

I 39 1,42

F3 Il 321 59,58
il 510 30,60

Massa residual a 600 °C = 4,35 %




67

5.2.4.2 DSC

A Figura 21 e a Tabela 8 mostram os dados obtidos por DSC da GC e
das nanoparticulas dopadas de 6leo essencial de E. staigeriana.

Figura 21 — Curvas obtidas pela Andlise de Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), sob atmosfera de nitrogénio, da goma de cajueiro e das
formulacBes de nanoparticulas de 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em
goma de cajueiro.
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Tabela 8 — Eventos térmicos da analise de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), sob atmosfera de nitrogénio, da goma de cajueiro e das formulacdes de
nanoparticulas de Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro.

Transicdo exotérmica Transicdo endotérmica
Amostra
Temperatura AH Temperatura AH
) (J/9) °C) (J/9)
GC 307,3 141.8 152,6 -356,9
F1 300,1 101,9 167,0 -164,1
F2 303,2 125,0 137,9 -104,1
415,7 38,5
F3 305,1 111,0 147,6 -101,1

408,8 47,4
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GC apresentou um pico endotérmico em 152,6 °C, que corresponde a
perda de agua, e um pico exotérmico em 307,3 °C, devido ao processo de
decomposicéo. Estas temperaturas foram mais elevadas do que aquelas obtidas
por Okoye, Onyekweli e Kunle (2012) e Paula et al. (2012).

Os eventos de transicdo endotérmica das nanoparticulas variaram de
137,9 °C a 167,0 °C, sendo que F.1, formulacdo padrédo, apresentou maior
temperatura de pico em relacdo as outras. Ja para os eventos de transi¢ao
exotérmica, F.2 e F.3 mostraram-se mais resistentes termicamente que F.1 além
de apresentarem um evento de decomposi¢cdo a mais. Em relacdo ao segundo
evento de transicdo exotérmica, F.2 obteve maior temperatura de pico, isSso
provavelmente ocorreu devido ao aumento do teor de goma de cajueiro,
tornando-a mais estavel termicamente.

As nanoparticulas apresentaram uma pequena reducdo da
temperatura de degradacdo do primeiro evento exotérmico em comparacado a
goma de cajueiro pura, indicando que a presenca do O6leo levou a uma
diminuicdo na estabilidade térmica em temperaturas de aproximadamente 300
°C.

5.2.5 Cinética de liberacéo in vitro

Os resultados para o estudo da cinética de liberacdo estdo
apresentados na Figura 22. A formulacdo 3 obteve um perfil de liberacéo
semelhante a F.1, sendo rapido nas primeiras horas e gradual depois das 20
horas do experimento. F.1 apresentou um perfil de liberagdo mais prolongada,
com 67 % de Oleo liberado apds 144 horas, enquanto F.3 liberou cerca de 93 %
em 87 horas.

O aumento na proporcdo de goma do cajueiro na F.2 favoreceu uma
rapida liberacdo do O6leo devido ao aumento do carater hidrofilico das
nanoparticulas. Com apenas sete horas do experimento foi liberado em torno de
90 % do dleo.

Paula et. al. (2012) obtiveram uma liberacdo de quase 100 % do

principio ativo em aproximadamente 25 horas de experimento, em
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nanoparticulas de goma de cajueiro dopadas do extrato obtido de sementes de
Moringa oleifera.

Silva et al. (2011) avaliaram o efeito do nanoencapsulamento,
utilizando quitosana e alginato como material de parede, sobre a velocidade de
liberacdo do herbicida Paraquat, obtendo cerca de 100 % de liberacdo apos 8
horas de experimento.

Keawchaoon e Yoksan (2011) estudaram a liberacdo in vitro de
nanoparticulas de quitosana dopadas com carvacrol e obtiveram 22,5 % de

liberacdo em 60 dias em solugdo tampé&o pH ~ 7.

Figura 22 - Cinética de liberacéo in vitro em agua destilada para as formulacdes
de nanoparticulas de 0Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro - (a) F.1 e F.3 e (b) F.2.
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Foi determinado também o tipo de mecanismo cinético mais
adequado apresentado na liberacdo do 6leo. Os coeficientes de correlacéo para
diferentes modelos cinéticos estdo expressos na Tabela 9. Pode-se observar
gue, para todas as formulacdes, os modelos de Korsmeyer-Peppas e de Higuchi
apresentaram os melhores coeficientes, sendo seguidos pelo modelo de ordem
zero.

Tabela 9 — Coeficientes de correlacdo para diferentes modelos cinéticos obtidos

pela cinética de liberagdo in vitro das formulacdes de nanoparticulas de 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro.

Coeficiente de correlacéo (R?)

Formulacdo Ordem Primeira Segunda i : Korsmeyer
iguchi
zero ordem ordem — Peppas
F1 0,627 0,507 0,363 0,835 0,933
F2 1,000 0,860 0,530 0,968 1,000
F3 0,670 0,429 0,217 0,837 0,874

Um estudo mais detalhado sobre o modelo de Korsmeyer-Peppas foi
realizado e seus parametros cinéticos calculados, sendo expressos na Tabela
10. De acordo com a teoria cinética do modelo para geometria esférica
(RITGER; PEPPAS, 1987), quando o coeficiente “n” for igual a 0,43, se tem uma
liberacdo devida a difusdo molecular pura usual devido a um gradiente de
potencial quimico (difusdo Fickiana ou Caso 1). Quando o valor de “n” estiver
entre 0,43 e 0,85, se tem um comportamento nao-Fickiano (transporte anémalo),
onde a liberacdo ocorre por mecanismos conjuntos de difusdo e relaxamento
(transporte Caso Il). Quando n assume o valor de 0,85, a equacao corresponde
a cinética de liberacdo de ordem zero, sendo a liberacdo controlada por
mecanismo de transporte de Caso Il, ou seja, pelo fenbmeno de relaxamento do
polimero. Quando n for maior que 0,85 a difusdo é controlada pelos
mecanismos de inchamento e relaxamento do polimero (transporte super Caso
Il) (PRAJAPATI, et al., 2012).

As formulacdes 1 e 3 apresentaram coeficientes de liberagéo fora dos
limites do modelo de Korsmeyer-Peppas. Segundo Shoaib et al. (2006) esta lei
da apenas uma visdo limitada sobre o mecanismo de lancamento exato do

principio ativo. No entanto, Druzynska e Czubenko (2012) afirmam que esse
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caso é chamado de comportamento “Less Fickiano” e também pode ser
classificado como difusdo Fickiana.

F 2 apresentou o valor de n maior que 0,85 indicando um mecanismo
de liberacdo pelos mecanismos de inchamento e relaxamento do polimero

(transporte super Caso lI).

Tabela 10 - Parametros cinéticos para o modelo de Korsmeyer-Peppas obtidos
pela cinética de liberagdo in vitro das formulacdes de nanoparticulas de 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro.

Formulacao k n
F1 0,27 0,31
F2 0,14 1,00
F3 0,26 0,35

5.2.6 Estudo do teor de 6leo encapsulado nas nanoparticulas armazenadas
a temperatura ambiente

A partir dos resultados obtidos (FIGURA 23) pode-se deduzir que a
F.2 foi a formulacdo que melhor conteve o Oleo essencial nanoencapsulado,
com menores perdas no decorrer dos 365 dias de experimento. O 6leo manteve-
se contido nas nanoparticulas com uma reducdo de apenas 8 % em relacédo ao
teor de 6leo inicial, determinado pela analise de teor de 6leo encapsulado. O
aumento da proporcdo de goma de cajueiro provavelmente proporcionou a
formacao de um complexo mais estavel com o 6leo. J4 os resultados para F.1 e
F. 3 mostraram uma reducado maior ao longo do tempo, de 26,12 % e 14,20 %,
respectivamente. Ou seja, estas duas formulacdes foram menos capazes de
manter o 6leo preso no involucro polimérico com o decorrer do tempo.

O oOleo essencial com o decorrer do tempo provavelmente
desprendeu-se das nanoparticulas e manteve-se no head space dos recipientes
de acondicionamento até ser liberado. O acondicionamento a vacuo dessas
nanoparticulas poderia ser uma alternativa para que o Oleo essencial se

mantenha constante e instavel durante o periodo de armazenamento.
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Figura 23 — Teores do Oleo essencial encapsulado para as formulacdes de
nanoparticulas de Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro acondicionados em recipientes de vidro ambar sob temperatura
ambiente no decorrer de aproximadamente 365 dias.
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5.3 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das nanoparticulas, da goma
de cajueiro e do Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana

De acordo com a Tabela 11 e as Figuras 24 e 25, os resultados de
CBM para as nanoparticulas mostram que a CBM para S. Enteritidis foi de 4 g/L
enquanto que para L. monocytogenes foi de 3 g/L. O que significa que, foi
necessaria uma quantidade de 4 g/L e 3 g/L de limoneno (principio ativo do 6leo
essencial) nanoencapsulado para se obter uma auséncia de crescimento de S.
Enteritidis e L. monocytogenes, respectivamente.

A CBM segundo Onawunmi (1989) apud Burt (2004) é a menor
concentracdo do agente antimicrobiano na qual ndo ocorreu crescimento no
meio de cultura.

A Figura 24 mostra que houve auséncia de crescimento nas placas
de concentracdo 4 g/L e 5 g/L, sendo que 4 g/L é considerada a concentracédo
minima com crescimento, ou seja a CBM. As placas de concentracdo 3 g/L
mostraram o crescimento de bactérias que pode ser identificado pela mudanca
de coloracdo do meio de cultura (BHI), pois este contém um indicador acido-

base que altera a coloragdo do meio com o crescimento de microrganismos e
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consequente mudanca de pH. A placa correspondente ao controle, que consiste
no meio de cultura mais bactéria ocorreu bastante crescimento observado pela

coloracéo totalmente escura.

Tabela 11 — Concentracdo Bactericida Minima das nanoparticulas de oleo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro, do Oleo essencial de
Eucalyptus staigeriana contra as bactérias S. Enteritidis e L. monocytogenes.

Concentraces S. Enteritidis monocyl/_t-ogenes
testadas (g/L IAL 1132 ATCC 19115
de I-limoneno)
CBM CBM

2 Presenca Presenca
3 Presenca Auséncia
4 Auséncia Auséncia
g?;g?éﬁcmas ° Auséncia Auséncia
6 Auséncia Auséncia
7 Auséncia Auséncia
CTR Presenca Presenca
0,5 Presenca Presenca
1 Presenca Presenca
2 Presenca Auséncia
OES 3 Presenca Auséncia
4 Presenca Auséncia
5 Auséncia Auséncia
CTR Presenca Presenca

Onde: GC- goma de cajueiro; OES- 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana; CTR - controle.
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Figura 24 — Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima para as
nanoparticulas de O6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro contra a bactéria S. Enteritidis, em meio agar Entérico Hecktoen
(DIFCO).

Onde: CTR - controle.

A Figura 25 mostra auséncia de crescimento de L. monocytogenes
em todas as placas com excecao para as de concentracdo 2 g/L onde ocorreu
grande quantidade de crescimento. A concentracdo de 3 g/L foi a CBM para o
microrganismo testado, ou seja a concentracdo minima com auséncia de
crescimento.

Figura 25 — Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima para as
nanoparticulas de O6leo essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de
cajueiro contra a bactéria L. monocytogenes, em meio agar Oxford Listeria
(Oxoid).

Os resultados demonstraram uma acdo bactericida do oOleo
nanoencapsulado mais eficiente em L. monocytogenes (Gram-positiva) do que
em S. Enteritidis (Gram-negativa). Esses resultados estdo de acordo com o
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reportado na literatura. As bactérias Gram-positivas sdo normalmente mais
sensiveis a agentes antimicrobianos que as bactérias Gram-negativas.

A resisténcia das bactérias Gram-negativas deve-se a presenca de
uma parede celular em multicamadas e bastante complexa. Cerca de 90% é
formada por uma membrana externa composta de lipopolissacarideos e
proteinas, os 10 % restante € formada de peptideoglicano. Enquanto que a
parede celular das bactérias Gram-positivas € formada por uma camada
espessa e rigida de peptideoglicano (MADIGAN et al., 2009).

Resultado semelhante é observado em relagdo ao Oleo nao
nanoencapsulado, sendo o efeito bactericida mais eficiente para a bactéria
Gram-positiva. Ou seja, € necessaria uma concentracdo menor de 6leo para
eliminar a bactéria Gram-positiva (2 g/L) em comparacdo a bactéria Gram-
negativa (5 g/L) (TABELA 11 e FIGURAS 26 e 27).

Estes resultados estdo de acordo com Tyagi e Malik (2011). Os
autores determinaram a CBM para o 6leo essencial de Eucalyptus globulus
contra duas cepas de bactérias Gram-positivas (Bacillus subitilis e
Staphylococcus aureus) e quatro cepas de bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli aDH5, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
e Pseudomonas fluorescens). Os valores para a CBM contra bactérias Gram-
positivas foram todas 4,5 g/L, enquanto para as Gram-negativas variaram de 9 e
18 g/L.

Figura 26 — Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima para o 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro contra a bactéria S.
Enteritidis, em meio &gar Entérico Hecktoen (DIFCO).
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Figura 27 — Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima para o 6leo
essencial de Eucalyptus staigeriana em goma de cajueiro contra a bactéria
L. monocytogenes, em meio agar Oxford Listeria (Oxoid).

Onde: CTR - controle.

Os resultados obtidos também mostram que para S. Enteritidis o 6leo
nanoencapsulado mostrou-se mais eficiente que o 6leo puro. Ja para
L. monocytogenes o resultado contrario foi observado.

Cétions bivalentes atuam reduzindo a repulsdo entre as moléculas de
lipopolissacarideos (LPS) altamente aniénicos presente na membrana externa
da parede celular de bactérias Gram-negativas. Mg?* tem o importante papel de
formar complexos entre as proteinas da membrana externa e LPS. Tratamento
com agentes quelantes como o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) afeta
o funcionamento da membrana externa destas bactérias (COUGHLIN;
TONSAGER; MC GROARTY, 1983; GANZLE; WEBER; HAMMES, 1999).

A goma de cajueiro por conter grupamentos (-COQO), e
consequentemente uma carga superficial negativa, age como complexante dos
fons magnésio (Mg*?) do lipopolissacarideo presente na parede celular somente
de bactérias Gram-negativas, como a S. Enteritidis, fazendo com que se tornem
sensiveis. Esta hipotese pode ser uma justificativa para os diferentes resultados
citados no paragrafo anterior. O 6leo essencial nanoencapsulado em goma de
cajueiro teve um efeito sinérgico contra a bactéria Gram-negativa, enquanto que
0 Oleo ndo nanoencapsulado teve uma menor facilidade de penetrar na
membrana externa. Para L. monocytogenes, devido a ser uma bactéria Gram-
positiva e ndo possuir membrana externa, provavelmente o 0Oleo né&o

nanoencapsulado teve maior facilidade de penetrar na parede celular da
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bactéria e sensibilizar a bicamada fosfolipidica da membrana celular com
consequente aumento de permeabilidade e vazamento de compostos vitais
intracelulares.

Donsi et al. (2011) obtiveram valores da CBM de (+)-Limoneno para
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli e Lactobacillus delbrueckii maior
que 25 g/L enquanto que para 0 mesmo composto encapsulado em
nanoemulsdes obteve valores sempre iguais ou inferiores a 25 g/L.

Para as solucdes de goma de cajueiro todas as placas apresentaram
crescimento, demostrando nenhuma acdo sobre as bactérias estudadas
(FIGURA 28).

Campos et al. (2012) determinaram a CBM para a goma de cajueiro
purificada e para a goma de cajueiro crua. Para todas as bactérias testadas néo
foi possivel determinar a CBM para a goma de cajueiro purificada. No entanto,
para a goma crua foi determinada uma CBM de 5 g/L contra as bactérias Gram-
positivas Listeria innocua, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium. Os

autores atribuiram esse resultado ao processo de purificacdo da goma.

Figura 28 — Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima para as
solugBes de goma de cajueiro em diferentes concentragées contra as bactérias
L. monocytogenes, em meio agar Oxford Listeria (Oxoid) e S. Enteritidis, em
meio agar Entérico Hecktoen (DIFCO).
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostram que o (-)-limoneno € o principal constituinte
do Oleo essencial de Eucalyptus staigeriana. Foram observadas modificacfes
nas resolucdes dos espectros de FT-IR das nanoparticulas em relagdo ao
espectro da goma de cajueiro, evidenciando a presenca do Oleo essencial.

A formulacdo 1, obteve melhor potencial zeta, maior teor de 6leo
encapsulado e perfil de liberagdo mais prolongado. Enquanto que a formulagéo
2, apresentou maior estabilidade térmica, menor tamanho de particula, um perfil
de liberacdo rapido e melhor capacidade de reter o 6leo essencial com o
decorrer do tempo. Ja a formulacdo 3 obteve melhor eficiéncia de
encapsulamento.

A partir destes resultados, conclui-se que dependendo da
necessidade e da aplicacdo das nanoparticulas pode-se dar preferéncia a uma
determinada formulacéo.

O resultado da determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
indicou que a bactéria Gram-negativa (S. Enteritidis) € mais resistente a acéo
bactericida do 6leo essencial de Eucalyptus staigeriana do que a bactéria Gram-
positiva (L. monocytogenes). O nanoencapsulamento do 6leo em goma de
cajueiro foi essencial para uma melhor eficiéncia de sua acado sobre a bactéria
Gram-negativa. A goma de cajueiro (carga negativa), provavelmente, agiu
sinergisticamente com o 0Oleo essencial, atuando como um sequestrante dos
cations Mg*? presente na membrana externa da Gram-negativa, sensibilizando-
a. A goma de cajueiro ndo apresentou acdo antibacteriana sobre as bactérias
estudadas.

Conclui-se, de uma forma geral, que o Oleo essencial de Eucalyptus
staigeriana nanoencapsulado foi eficiente contra as bactérias estudadas e é
uma forma promissora para o desenvolvimento de novas tecnologias de

conservacgao de alimentos, em substituicdo a conservantes quimicos artificiais.
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