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RESUMO

O camarao € um alimento com alto valor nutricional, consumido em diversas partes do mundo.
Entretanto, apresenta rdpida degradacdo com surgimento da melanose que leva a rejeicao do
produto e grandes perdas para a carnicultura. A nanotecnologia tem-se mostrado promissora
para o desenvolvimento de carreadores de compostos naturais em alimentos. Diante disto,
buscou-se o desenvolvimento de um sistema nanoestruturado utilizando compostos naturais
para a inibicdo do surgimento da melanose e preservacdo da qualidade de camardes
refrigerados. Neste estudo, nanoemulsdes de 6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum e
goma do cajueiro (Anacardium occidentale) (GC) foram produzidas usando técnicas de baixa
e alta energia. Os principais constituintes do OE foram determinados por Cromatografia e
espectrometria de massas. O didmetro hidrodinamico, o indice de polidispersdo, o potencial
zeta e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foram utilizados para a avaliacdo da estabilidade da
nanoemulsdo durante o armazenamento. A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e
Microscopia do For¢ca Atdmica (AFM) foram utilizados para a determinagdo da distribuicao de
tamanhos das micelas e andlise morfologica das mesmas, respectivamente. Métodos
computacionais de dindmica molecular determinaram a interacdo entre os constituintes do
sistema na formacgao da nanoemulsao. Determinou-se a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para as espécies patogénicas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella enterica. A AFM evidenciou a interacdo entre a
nanoemulsdo e a superficie celular de S. enferica. A atividade antioxidante foi avaliada contra
os radicais ABTS e DPPH. O OE e a nanoemulsdao com GC foram utilizados para manter o
frescor e qualidade em Litopenaneus vannamei armazenados por 16 dias a 4 £ 0,5 °C. Os
parametros avaliados consistiram no aparecimento de melanose, crescimento de bactérias
psicrotroficas, pH, Nitrogénio das Bases Volateis Totais (N-BVT) e Substincias Reativas ao
Acido Tiobarbitdrico (SRATB). O OE apresentou o eugenol e o eucaliptol como constituintes
majoritdrios. As nanoemulsdes apresentaram didmetro médio de 108 - 180 nm e EE% de 88,81
- 94,19%. As nanoemulsdes apresentaram melhores resultados de CIM e CBM em relagdo ao
OE para S. aureus e E. coli, contudo, para a S. enterica somente a acdo bactericida foi
potencializada. A acdo antioxidante das nanoemulsdes também apresentaram melhores
resultados em relagdo ao OE. Observou-se que € possivel a utilizagdo de método auto-
emulsificagdo, capaz de manter o teor de OE estavel no sistema, melhorando e preservando sua
atividade antibacteriana e antioxidante. Os camardes tratados com a nanoemulsao apresentaram

maior inibi¢do da melanose do que os tratados com OE e sem tratamento (controle), o pH



apresentou aumento gradativo e sem diferenca (p >0,05) entre os tratamentos, a andlise de
bactérias psicrotroficas, N-BVT e SRATB, apresentaram melhores resultados para o OE e a
nanoemulsdo, nao diferindo entre si (p >0,05), demonstrando que ambos podem atuar na
prevencdo da oxidagdo lipidica, melhorando os parametros fisico-quimicos e proporcionando
maior vida util em relacdo a camardes in natura sem tratamento. Portanto, a nanoemulsao
apresenta-se promissora devido ao seu melhor desempenho contra bactérias patégenas

vinculadas ao consumo de pescado, contribuindo para a seguranca deste alimento.

Palavras-chave: antioxidante; antibacteriano; patégenos; nanotecnologia.



ABSTRACT

Shrimp is a food with high nutritional value, consumed in different parts of the world. However,
it degrades rapidly with the emergence of melanosis, which leads to rejection of the product
and great losses for meat production. Nanotechnology has shown promise for the development
of carriers of natural compounds in foods. Therefore, we sought to develop a nanostructured
system using natural compounds to inhibit the emergence of melanosis and preserve the quality
of refrigerated shrimp. In this study, essential oil (EO) nanoemulsions from Ocimum
gratissimum and cashew gum (Anacardium occidentale) (CG) were produced using low and
high energy techniques. The main constituents of EO were determined by chromatography and
mass spectrometry. The hydrodynamic diameter, polydispersion index, zeta potential and
encapsulation efficiency (EE%) were used to evaluate the stability of the nanoemulsion during
storage. Nanoparticle tracking analysis (NTA) and Atomic Force Microscopy (AFM) were used
to determine the size distribution of micelles and their morphological analysis, respectively.
Computational methods of molecular dynamics determined the interaction between the
constituents of the system in the formation of the nanoemulsion. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were determined
for the pathogenic species Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella enterica.
AFM showed the interaction between the nanoemulsion and the cell surface of S. enterica.
Antioxidant activity was evaluated against ABTS and DPPH radicals. EO and nanoemulsion
with CG were used to maintain freshness and quality in Litopenaeus vannamei stored for 16
days at 4 + 0.5 °C. The parameters evaluated consisted of the appearance of melanosis, growth
of psychrotrophic bacteria, pH, Total Volatile Base Nitrogen (T-BVN) and Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS). The EO presented eugenol and eucalyptol as major
constituents. The nanoemulsions had an average diameter of 108 - 180 nm and EE% of 88.81 -
94.19%. Nanoemulsions showed better MIC and MBC results compared to EO for S. aureus
and E. coli, however, for S. enterica only the bactericidal action was enhanced. The antioxidant
action of nanoemulsions also showed better results compared to EO. It was observed that it is
possible to use a self-emulsification method, capable of keeping the EO content stable in the
system, improving and preserving its antibacterial and antioxidant activity. Shrimp treated with
nanoemulsion showed greater inhibition of melanosis than those treated with EO and without
treatment (control). The pH showed a gradual increase and no difference (p >0.05) between
treatments. The analysis of psychrotrophic bacteria, T-BVN and TBARS, showed better results

for EO and nanoemulsion, not differing from each other (p >0.05). This demonstrates that both



can act to prevent lipid oxidation, improving physicochemical parameters and providing longer
shelf life in relation to untreated shrimp. Therefore, the nanoemulsion is promising due to its
better performance against pathogenic bacteria linked to fish consumption, contributing to the

safety of this food.

Keywords: antioxidant; anti-bacterial; pathogens; nanotechnology.
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1INTRODUCAO

A demanda global por alimentos seguros e sauddveis com reducdo no uso de
conservantes sintéticos estd aumentando continuamente. Com a crescente conscientizaciao e
conhecimento do consumidor, novas tecnologias na produgdo e processamento de alimentos
que apresentem menor impacto negativo no valor nutricional e na qualidade geral dos alimentos
tém atraido muita atencdo (GUO et al., 2020; LIAO et al., 2021). Os dois fatores mais
importantes que afetam a aceitacdo dos alimentos pelos consumidores sdo a qualidade e a
seguranca. A qualidade inclui caracteristicas organolépticas como aparéncia, odor, sabor e
textura. A aparéncia € a primeira caracteristica que os consumidores observam em seu
julgamento de qualidade (SHARIFIMEHR; SOLTANIZADEH; HOSSEIN GOLI, 2019). A
seguranca estd relacionada, principalmente, ao controle de patégenos de origem alimentar
(RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

O pescado atrai cada vez mais a aten¢do dos consumidores por causa do seu valor
nutritivo (proteinas e acidos graxos de cadeia longa) (SHARIFIMEHR; SOLTANIZADEH;
HOSSEIN GOLI, 2019). Os crustaceos, incluindo camarao, caranguejo e lagosta, estdo entre
os pescados mais comercializados, amplamente consumidos em todo o mundo devido ao seu
valor nutritivo e sabor suave (SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019). Entretando, os crusticeos
estdo sujeitos ao aparecimento de melanose ou manchas escuras, que em camardes ocorre de
forma rapida, e envolve perdas econdOmicas importantes para a industria pesqueira. O
aprimoramento dos métodos de controle deste escurecimento € uma chave importante para
aumentar o valor do produto e minimizar as perdas pds-colheita, pois, seu aparecimento reduz
drasticamente seu valor de mercado e sua aceitabilidade pelo consumidor (NIRMAL et al.,
2015; SHIEKH; BENJAKUL; SAE-LEAW, 2019).

Para evitar a melanose, atualmente, o inibidor mais empregado apds a despesca do
camardo € o metabissulfito de sédio, apesar de sua natureza prejudicial a saide humana e baixa
efetividade (GONCALVES; OLIVEIRA, 2016; ANDRADE; LACERDA; VENTURA, 2015).
Portanto, oferecer um camardo seguro e de alta qualidade, combinados ao desejo dos
consumidores por produtos naturais isentos de conservantes quimicos, representa um desafio
tecnoldgico e, portanto, o desenvolvimento de novas ferramentas mais eficazes (HASSOUN;
COBAN, 2017).

O manjericao cravo (Ocimum gratissimum L.) € uma erva perene e aromatica,
pertencente a familia Lamiaceae, cujo 6leo essencial ¢ uma fonte rica de eugenol. Planta

utilizada na preparagdo de chds e infusdes e utilizada na medicina tradicional para tratar diversas
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enfermidades, além de seu uso em alimentos (IBRAHIM et al., 2020; KUMAR; LAL, 2021).
Sabe-se que os 6leos essenciais (OEs) vegetais atuam como aditivos naturais, como agentes
antimicrobianos e antioxidantes (PATEL; GHOSH, 2020). Entretanto, os OEs podem
apresentar baixa estabilidade e solubilidade, perda de atividade antioxidante, sabor e odor
desagradéveis e sdo geralmente instdveis e facilmente degraddveis sob condi¢des comuns de
processamento € armazenamento. Investigacdes recentes indicaram que o processo de
encapsulamento pode ajudar a superar tais limitacdes (SMAQUI et al., 2021). Nanoparticulas
feitas de ingredientes de baixo custo com grau alimenticio, seguindo um protocolo de facil
preparo e aplicacOes sdo possiveis para o uso em industria de alimentos (LUO; WANG;
ZHANG, 2020).

Os biopolimeros como polissacarideos tém sido amplamente utilizados como
materiais carreadores para proteger 0leos essenciais de fatores ambientais e fisioldgicos durante
o encapsulamento (NAGARAIJU et al., 2021). A goma do cajueiro (GC), € um biopolimero
obtido do exsudato de Anacardium occidentale Linn, planta de considerdvel valor econdmico
e medicinal (SILVA et al., 2018). GC foi citada como uma possivel alternativa para substituir
a goma arabica na industria alimenticia (PORTO; CRISTIANINI, 2014), por ser de fcil acesso
e menor custo, além de apresentar diversos elementos fisico-quimicos importantes e com
propriedades semelhantes a goma ardbica (NAYAK et al., 2019).

O camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) € uma das espécies mais
cultivada no mundo. Originalmente capturados no Oceano Pacifico, mas agora cultivados
comercialmente como um recurso economicamente importante nos paises asidticos € na
América do Sul. Tanto os produtos refrigerados, como os congelados, sao exportados para os
principais mercados globais (Estados Unidos da América, Unido Europeia e Japao)
(KIMBUATHONG; LEELAPHIWAT; HARNKARNSUJARIT, 2020).

Diante disto, a fim de evitar perdas econdmicas em um produto comercial, como o
camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei). Avaliou-se a atividade antibacteriana e
antioxidante da goma do cajueiro e do 6leo essencial de Ocimum gratissimum e sua capacidade
de formar uma nanoemulsdo com menor tamanho de particula, alta eficiéncia de
encapsulamento, com estabilidade durante o armazenamento refrigerado e com maior atividade
in vitro, com potencial utilizacdo preservacdo de alimentos. A avaliacdo da nanoemulsio
formulada na conservagao e inibicao da melanose em L. vannamei armazenados a 4 + 0,5°C por

16 dias, foi verificada através dos pardmetros microbioldgico e fisico-quimicos.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Avaliar a atividade antibacteriana e antioxidante da goma do cajueiro e do dleo

essencial de Ocimum gratissimum e sua capacidade de formar uma nanoemulsdo, com potencial

utilizagdo na conservacdo e inibi¢do da melanose em Litopenaeus vannamei armazenados

refrigerados a 4 + 0,5°C.

2.2 Especificos

Caracterizar o 6leo essencial de Ocimum gratissimum e avaliar sua composi¢ao em
termos de compostos antibacteriano e antioxidante;

Isolar e avaliar a composi¢cdo da goma obtida do exsudato do cajueiro (Anacardium
occidentale);

Desenvolver uma nanoemulsdo com o 6leo essencial e a goma do cajueiro com
estabilidade durante o armazenamento refrigerado;

Verificar a atividade antibacteriana e antioxidante da nanoemulsao;

Determinar a morfologia da nanoemulsdo desenvolvida;

Avaliar como ocorre a interacdo quimica dos compostos na formacdo da
nanoemulsao;

Avaliar a a¢ao da nanoemulsdo na conservagao e inibi¢do da melanose em camarao

branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) armazenados por 16 dias a 4 + 0,5°C.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Carcinicultura

A produgdo da aquicultura mundial em 2018 foi de 82,1 milhdes de toneladas,
sendo que os crustdceos correspondem com 9,38 milhdes de toneladas. Dentre as espécie de
crustaceos cultivadas, o Litopenaeus vannamei conhecido como camarao branco do Pacifico ou
camardo perna branca, representa a maior produg¢do em espécies de crusticeos, correspondendo
a 52,9% da producdo total, pouco mais da metade, com 4.966,2 mil toneladas (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2020). O camarao
de perna branca € nativo da costa do Pacifico oriental de Sonora, México no norte, através da
América Central e do Sul até o sul de Tumbes no Peru, vivendo em habitats marinhos tropicais.
Os principais paises produtores sao China, Tailandia, Indonésia, Brasil, Equador, México,
Venezuela, Honduras, Guatemala, Nicardgua, Belize, Vietnam, Malésia, Taiwan PC, Pacifico
Ilhas, Peru, Colombia, Costa Rica, Panama, El Salvador, Estados Unidos da América, fndia,
Filipinas, Camboja, Suriname, Sdo Cristévao, Jamaica, Cuba, Republica Dominicana, Bahamas
(FAO, 2021).

A carcinicultura brasileira € liderada pela Regidao Nordeste, em 2020 a producdo
aumentou 14,1% em relag¢do ao ano anterior, totalizando 62,9 mil toneladas de camario, o que
corresponde 99,6% do total nacional. Os destaques couberam aos Estados do Rio Grande do
Norte e Ceard, com 34,8% e 33,2% do volume total produzido, respectivamente (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2020). Praticamente toda a
producdo nordestina de camarao cultivado € comercializada a na forma in natura no mercado
interno. Um pequeno grupo de empresas de maior porte comercializa o produto com marca
propria, diretamente para supermercados e restaurantes. A producdo de camariao dos pequenos
e médios produtores é comercializada in natura para intermediérios que vendem o produto nos
grandes centros urbanos do Pais (XIMENES, 2021). Toda via, os camardes devem enquadrar-
se nas caracteristicas sensoriais determinadas pela Instrucdo Normativa n° 23/2019 do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA que sdo aplicdveis ao camardo
cru fresco e resfriado e, no que couber, ao camardo congelado os quais devem caracterizar-se
como aspecto geral brilhante e imido, corpo em curvatura natural, rigida, articulos firmes e
resistentes, carapaga bem aderente ao corpo, coloracdo préopria da espécie, sem qualquer
pigmentagdo estranha, olhos vivos, proeminentes e auséncia de odor amoniacal, sulfidrico,

rango ou indicativo de putrefacdo (BRASIL, 2019a).
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Os camardes também devem atender aos padrdes microbioldgicos para patogenos
que causam doencas transmitidas por alimentos (DTAs), as quais sdo geralmente de natureza
infecciosa ou téxica e causadas por bactérias, virus ou parasitas (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE - OMS, 2020). As bactérias patogénicas comuns que levam a intoxicacio alimentar
bacteriana sdo Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella, Vibrio e Staphylococcus aureus (JU
et al., 2019). Salmonella spp. e Escherichia coli enterohemorrigica estdo entre os patdgenos
alimentares mais comuns que afetam milhdes de pessoas anualmente, as vezes com resultados
graves e fatais (OMS, 2020). No Brasil a Instrucio Normativa da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria - ANVISA n° 60/2019 determina o limite de bactérias patogenicas
vinculadas a sua comercializacdo de camardes frescos, resfriados ou congelados que devem ser:
auséncia para Salmonella spp., 10° UFC/g para Staphylococcus coagulase positiva e para a
Eschericia coli de até 10> UFC/g se o camario que for consumido cru ou 5x10? UFC/g para o

camarao nao consumido cru (BRASIL, 2019b).

3.1.1 Melanose

O camario proporciona inimeros beneficios a saide dos consumidores, por tratar-
se de um produto aquatico com alto teor de proteina, além de ser considerado um alimento
delicioso e requintado (LI; YANG; LI, 2016; SHARIFIAN et al., 2019). Como todos os
produtos pesqueiros, o camarao € altamente suscetivel a deterioracdo, devido ao seu alto teor
de 4gua e componentes nutricionais. O processo de deterioracdo comega imediatamente apds o
abate, fator agravado pela possibilidade de oxidacdo de compostos do tipo amino-fenol,
provocando a melanose ou “black spot”, pela formacdo de melanina (SIRENO et al., 2010;
WU, 2014). A melanose ocorre de forma natural, os pigmentos escuros ocorrem principalmente
na regido do cefalotérax e articulacdes, causada pela oxidagdo enzimdtica de compostos
fendlicos. Apesar de parecer inofensiva para os consumidores e ndo esta diretamente associada
a deteriora¢do microbiana, a melanose é um dos problemas mais sérios em crusticeos, pois
afeta suas caracteristicas sensoriais, causando impacto na sua aceitacdo pelo consumidor,
reduzindo sua vida til e sua qualidade, o que reduz drasticamente seu valor de mercado,
levando a prejuizos econdmicos (GONCALVES; OLIVEIRA, 2016; SAE-LEAW;
BENJAKUL, 2019).

A biossintese da melanina ou melanose, ocorre através de uma reagdo enzimética
oxidativa da tirosina, presente na hemolinfa e na carapaca do camarao (VALENCA; MENDES,

2004). A Figura 1 ilustra o desenvolvimento da melanose, a rea¢do € iniciada pela enzima
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polifenoloxidase (PPO), a qual ocorre naturalmente nos crusticeos. Na presenca de oxigénio,
ocorre a hidroxilagdo de um monofenol em o-difenol, seguida por uma oxidagdo em o-quinona.
Eles podem polimerizar espontaneamente para formar compostos de alto peso molecular ou
pigmentos marrons (melanina), ou reagir com aminodcidos e proteinas que aumentam a cor
marrom produzida (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 1997; GONCALVES; OLIVEIRA,
2016).

Figura 1 — Desenvolvimento da melanose
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Fonte: Gongalves e Oliveira (2016, com adaptagdes).

A melanose na superficie dos crusticeos eventualmente se expande da casca em
direcdo ao musculo. Por causa da intensa irrigacdo do cefalotdrax, € aqui que a PPO € mais
comumente encontrada. A retirada do cefalotérax minimiza os problemas relacionados com a
melanose, uma vez que a maior concentragdo da enzima estd presente nesta por¢do. Porém, a
maior parte do camardo cultivado, apds a despesca, é comercializado inteiro. Além disto, a
refrigeracdo (com ou sem gelo) em baixa temperatura ndo previne ou interrompe
completamente a reacdo de melanose indesejavel, porque a PPO permanece ativa sob esta
condic¢do (Figura 2). Durante o congelamento, a PPO em crustdceos torna-se inativa. Ativando-
se novamente nos produtos descongelados. Portanto, a melanose pode ser um indicador da falta
de boas priticas de manuseio e armazenamento, o que também pode estar relacionado
ao crescimento microbiano. Para prevenir este fendmeno, tanto quanto possivel, uma variedade
de compostos tém sido usados para atuar como inibidores (MONTERO; LOPEZ-
CABALLERO; PEREZ-MATEOS, 2001; ANDRADE; LACERDA; VENTURA, 2015; SAE-
LEAW; BENJAKUL, 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microbial-growth
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Figura 2 — Fotografia de camardo branco do Pacifico
(Litopenaeus vannamei) (A) fresco e (B) armazenado
refrigerado (escurecimento do exoesqueleto)

Fonte: elaborada pelo autor.

De acordo com a Instru¢do Normativa n° 23/2019 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2019a), os lotes de camardes sao considerados
defeituosos quando hd alteracdes evidentes na coloracdo prépria da espécie, que afetem mais
de 10% da érea superficial do individuo e que afetem mais de 25% da unidade amostral. Pode-
se observar o impacto econdmico das reagdes de escurecimento em produtos importados e
exportados para paises de todo o mundo, pois sua ocorréncia é considerada um processo de
deterioragdo que deve ser controlado e/ou eliminado (GONCALVES; OLIVEIRA, 2016).

Para evitar grandes perdas econdmicas, diferentes métodos de preservacdo siao
utilizados e estudados para inibir a melanose (GONCALVES; OLIVEIRA, 2016). Portanto, a
aplicacdo de métodos conservantes € uma etapa crucial para estender o prazo de validade e
manter sua qualidade e seguranca, retardando as alteragdes microbianas, quimicas e fisicas
durante o armazenamento (REZAEI et al., 2021).

Para estender a vida util de camardes ou crustiaceos, inibidores de melanose tém
sido usados. Os produtos quimicos mais amplamente usados na prevencao do escurecimento
enzimatico sdo agentes redutores, como agente sulfitante, dcido ascorbico, cisteina e glutationa.
Os sulfitos e seus derivados sdo amplamente utilizados como inibidores de PPO, atuam evitando
a polimerizacdo das quinonas, combinando-se irreversivelmente com elas e formando
compostos incolores, ou mesmo reduzindo o-quinonas a difendis incolores (Figura 3)
(MONTERO; LOPEZ-CABALLERO; PEREZ-MATEOS, 2001; NIRMAL; BENJAKUL,
2009; NIRMAL et al., 2015; GONCALVES; OLIVEIRA,2016). Os agentes sulfitantes sao
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adicionados aos alimentos para muitas finalidades técnicas importantes, incluindo o controle
do escurecimento enzimdtico € ndo enzimdtico, a¢do antimicrobiana, acdo antioxidantes e
agentes redutores, uso de agente branqueador e uma variedade de usos de auxiliar de

processamento (TAYLOR; HIGLEY; BUSH, 1986).

Figura 3 - O papel principal dos agentes redutores, como os agentes sulfitantes, na inibi¢ao
do escurecimento enzimdtico para reduzir os precursores do pigmento (quinonas)
a difendis incolores e menos reativos
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Fonte: Gongalves e Oliveira (2016, com adaptagdes).

Muitos individuos s@o sensiveis aos aditivos de sulfito e podem apresentar uma
série de reacdes, incluindo efeitos dermatolégicos, gastrointestinais e respiratérios. E
importante notar que vdrios individuos experimentam uma série de sintomas apds a exposi¢ao
aos sufitos; assim, as reagdes cutaneas, intestinais e respiratorias podem ocorrer
simultaneamente e combinados, em diferentes niveis de gravidades, podendo ser fatais
(VALLY; MISSO, 2012). Nas fazendas de camario, o procedimento usual é a imersao dos
camardes despescados, em dgua com gelo contendo metabissulfito de sddio, para provocar uma
morte rapida e inibir o processo da melanose. Entretanto, o metabissulfito de s6dio em contato
com &cidos, dgua e/ou gelo libera o gis didxido de enxofre (SO.), corrosivo, e que pode ser
mortal se inalado. Podendo causar reacdes alérgicas severas em pessoas asmdticas ou sensiveis
a sulfitos (VALENCA; MENDES, 2004). A Resolucdo n°® 329/2019 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria — ANVISA (BRASIL, 2019c), estabelece o padrdo para o uso de
conservante de sulfitos, como o metabissulfito de sédio, através da quantificacao de didxido de
enxofre residual (SO»), sendo o limite maximo permitido de 0,01 g a cada 100 g de sulfito,
somente para crustdceos, exclusivamente na matéria-prima apds a captura.

O 4-hexilresorcinol (4-HR) € utilizado para aliviar a melanose, embora seja uma
boa alternativa (ndo apresenta danos comprovados ao bem-estar de pescadores e consumidores

e tem demonstrado eficdcia como agente antimelandsico), pode causar alteragdes sensoriais


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/enzymatic-browning
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desagraddveis ao produto, e ainda tem o custo elevado, apesar de sua seguranca
(GONCALVES; OLIVEIRA, 2016; SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019). O uso de compostos
sintéticos na preservacdo de alimentos e aplicacdes de seguranca alimentar tem levantado
preocupacdes do consumidor devido aos efeitos adversos a sadde percebidos, o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e polui¢do ambiental (MCCLEMENTS et al.,
2021). H4 uma preocupacao crescente com 0S riscos potenciais carcinogénicos e mutagénicos
associados aos conservantes quimicos, sendo exigidos alimentos “mais frescos”, “mais
naturais” e “minimamente processados” (LIAO et al., 2021).

Para superar a melanose em crusticeos, compostos novos e seguros, especialmente
de fontes seguras e naturais, tém sido usados na busca por técnicas vidveis, indcuas e eficazes
para prevenir ou inibir a formag¢do da melanose, visando a necessidade da producdo de
crustdceos com maior vida util e de maior qualidade, com foco nas tendéncias do mercado e
investindo em produtos sauddveis, livres de aditivos quimicos perigosos (GONCALVES;
OLIVEIRA, 2016; SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019).

O uso de compostos fendlicos de extrato vegetal parece ser uma alternativa natural
aos sulfitos convencionais para prevencao da formacao de melanose. A ag¢do inibitéria do PPO
do composto fendlico € devida a sua atividade quelante de metais e semelhanca estrutural com
o substrato (NIRMAL et al., 2015). A eficicia desses agentes depende de sua capacidade de
prevenir a oxidagdo, portanto, eles devem ter atividade eliminadora de radicais livres e
propriedades quelantes de ions metalicos (GONCALVES; OLIVEIRA, 2016). O uso de agentes
antimelanose em crustiaceos € limitado por muitas consideracdes relevantes a seguranca,
salubridade, custo e seus efeitos nas propriedades organolépticas, como sabor, sabor e textura
(SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019).

Neste sentido, compostos seguros de origem natural, como revestimento de
quitosana combinada com extrato de cha verde (YUAN et al., 2016), extrato da alga Porphyra
yvezoensis (LI; YANG; LI, 2016), extrato da casca da laranja (VAKILI; YASINI ARDAKANI,
2018), catequina e seus derivados isolados, epicatequina, galato de epicatequina,
epigalocatequina e galato de epigalocatequina (SAE-LEAW; BENJAKUL; SIMPSON, 2017),
goma de semente de Lepidium sativum contendo carvacrol (KARAMKHANI; ANVAR;
ATAEE, 2018), alginato e quitosana com extrato de semente de toranja (KIM; HONG; OH,
2018), florotaninos de algas pardas (SHARIFIAN et al., 2019), aloe vera e eugenol
(SHARIFIMEHR; SOLTANIZADEH; HOSSEIN GOLI, 2019) extrato de semente de manga
(BADEE et al., 2020), extrato da alga Sargassum horneri (FANG et al., 2021), extratos de
casca de limao (Citrus limon) e pomelo (Citrus maxima) (PANDIYAN; SONI; ELUMALALI,
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2021), alginato com extrato de semente de toranja (BAEK; LEE; OH, 2021), tém sido propostos
como substitutos de agentes sulfitantes.

A abundancia de matérias-primas devido ao crescimento exuberante das plantas e
sua natureza renovdvel faz com que o uso de dleos essenciais sejam econdmicos para aplicagao
pratica (PRAKASH et al., 2012). Comparados com outros tipos de conservantes de alimentos,
os Oleos essenciais chamam atencdo porque atendem a atual tendéncia de desenvolvimento de

aditivos alimentares sobre "verde", "seguranca" e "saide"(JU et al., 2019).

3.2 Oleos Essenciais

Os ¢6leos essenciais (OEs) sdo misturas liquidas complexas de compostos volateis,
aromdticos, altamente lipofilicos e sujeitos a degradacdo oxidativa e fototérmica. Sado
biossintetizados como metabolitos secundarios por organismos vivos, predominantemente
plantas aromdticas. Quimicamente, os OEs sdo compostos de aldeidos, monoterpenos,
sesquiterpenos, flavondides, isoflavonas, carotendides, alcaldides e acidos fendlicos, podendo
ser obtidos das sementes, frutas, cascas de frutas, flores, raizes, rizomas, botdes, galhos, folhas,
madeira, casca e resinas (PAUL; HMAR; ZOTHANTLUANGA et al., 2020; SRIVASTAVA;
FATIMA, 2021; ANIS; PAL; AL- ZAHRANI, 2021). Entretanto, dentro da mesma planta, hé
variagdes nas composi¢cdes e rendimentos de 6leos essenciais obtidos de diferentes partes
(DUNG et al., 2021).

As principais familias de plantas das quais os OEs sdo extraidos incluem
Asteraceae, Myrtaceae, Lauraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae e Zingiberaceae, as
familias de plantas angiospermas dicotiledoneas. Sdo metabdlitos secundérios produzidos no
citoplasma e plastidios de células vegetais e armazenados em células secretoras, cavidades,
canais, c€lulas epidémicas ou tricomas glandulares (SRIVASTAVA; FATIMA, 2021).

Os OEs sao geralmente extraidos por processos de destilagao a vapor, extracao em
fase solida, prensagem a frio, extragdo por solvente, extracdo com fluido supercritico,
hidrodestilacdo ou destilacdo-extragdo simultanea (PAUL; HMAR; ZOTHANTLUANGA,
2020). A hidrodestilag@o tornou-se o método padrio de extracdo de OE de material vegetal, o
qual € frequentemente usado para isolar produtos naturais nao soliveis em dgua com alto ponto
de ebulicado (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). Além de ser um método simples, traz
inimeras vantagens, incluindo facilidade de controle de pardmetros, reduzido tempo de
producdo e custos mais baixos (DUNG et al., 2021). O processo envolve a imersdo completa

de materiais vegetais em dgua, seguida de fervura. Este método protege os 6leos extraidos até
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um certo grau, pois a 4gua ao redor atua como uma barreira para impedir o superaquecimento.
O vapor e o vapor do 6leo essencial sdo condensados originando duas fracdes liquidas: uma
aquosa (hidrolato ou hidrossol) e a fase organica (6leo essencial) (TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

Os OEs sdo muito utilizados pelas industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética
(DUNG et al., 2021). A inddstria alimenticia usa principalmente 6leos essenciais como
aromatizantes; eles representam uma fonte interessante de antimicrobianos naturais para
preservagdo de alimentos (SRIVASTAVA; FATIMA, 2021). Quando aplicados aos alimentos,
os OEs podem desempenhar funcdes antimicrobianas, antioxidantes ou aromatizantes
(RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Os o6leos essenciais apresentam alto potencial para serem utilizados como agentes
antimicrobianos e antioxidantes naturais (FALLEH et al., 2020). A explorag¢do dessas misturas
bioativas, fornecendo evidéncias cientificas adequadas, como o 6leo essencial de folha de
laranja (ALPARSLAN et al., 2016), 6leos essenciais de canela, limdo e alho (NOORDINI et
al., 2018) e 6leo de alho (NOORDIN et al., 2021), contribuindo para aumentar as chances de
desenvolver agentes conservantes de alimentos potentes, ecolégicos € mais seguros que possam

ser boas alternativas aos produtos quimicos sintéticos (FALLEH et al., 2020).

3.2.1 Ocimum gratissimum

A planta Ocimum gratissimum nativa do Sri Lanka, fndia, Ira, Africae Madagascar
€ naturalizada em todo o mundo, por possuir uma vasta amplitude ecoldgica, podendo adaptar-
se a climas tropicais quentes e imidos, bem como regides subtropicais (AKBAR, 2020; DUNG
etal., 2021). No Brasil, a planta também é chama de “alfavaca”, “manjericao cravo”, “alfavaca-
branco” ou “quioid”. A altura da planta pode variar de 0,5 a 1,5 m, em altitudes acima de 1.000
m a planta apresenta o crescimento lento. As folhas sdo denteadas (Figura 4), opostas, inteiras,
pecioladas e de cor verde, as flores sdo pequenas, dispostas em numerosas inflorescéncias
eretas, geralmente em grupo de trés e se aglomeram no 4pice, o fruto ou semente resulta em

sementes muito pequenas, esféricas e de cor preta (CRUZ; BEZERRA, 2017; DUNG et al.,
2021).
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Figura 4 — Ocimum gratissimum

Fonte: elaborada pelo autor.

A andlise fitoquimica nas folhas frescas e secas da planta revelou a presenca de
terpenos, flavondéides, taninos, alcal6ides, esterdides, proteinas, carboidratos, gorduras e 6leos
com as amostras secas apresentando concentracdes mais elevadas (NJOKU ez al., 2011). Além
de minerais como Célcio, Cloreto, Manganés, Magnésio, Zinco e Potdssio (MBEGBU;
NWAIJINKA; AMAEFULE, 2021).

Virias espécies e variedades de plantas do género Ocimum produzem Oleos de
natureza diversa, comumente conhecidos como 6leos basilicos (UEDA-NAKAMURA et al.,
2006). Entretanto, a composi¢do quimica (quimiotipo) e a atividade bioldgica dos 6leos
essenciais destilados de plantas pertencentes a mesma espécie podem variar significativamente,
dependendo de fatores intrinsecos relacionados a planta e interacdo com o ambiente (tipo de
solo e clima, etc.) e maturidade da planta, época e hordrio da colheita e fatores extrinsecos
relacionados ao método de extracdo e ao meio ambiente (DHIFI et al., 2016; OLIVEIRA
BARBOSA et al.,, 2021). Apesar de poderem conter entre 20 e 60 componentes em
concentracdes bastante diferentes, os OEs sdo geralmente caracterizados por dois ou trés
componentes principais em concentracoes razoavelmente altas (20-70%) em comparacio a
outros componentes secunddrios presentes em quantidades vestigiais (ZINOVIADOU;
KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2016).

O ¢6leo essencial extraido de O. gratissimum pode apresentar diferentes quimiotipos
que sao classificados de acordo com seu componente principal, como o timol, geraniol, eugenol,

1,8-cineol e cinamato de metila (VIEIRA; SIMON, 2000; PRAKASH et al., 2011; BRUM et
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al., 2017; JOSHI, 2021). Uma vez que os OEs sdo extraidos de fontes naturais, € muitos dos
quais, geralmente sdo seguros para consumo humano. Por esse motivo, muitos dos OEs foram
classificados como Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS) pela Food and Drug
Administration dos Estados Unidos (US-FDA).

O. gratissimum € uma planta muito importante na Nigéria, especialmente na parte
sudeste do pafs, seus extratos sdo usados como uma cura para a maldria, febre, inflamacao, gota
e outros sintomas (IBRAHIM et al., 2020). Chas e infusdes sao utilizados para o tratamento de
infeccdes flingicas, febre, resfriado e tosse (KUMAR; LAL, 2021). No Nordeste do Brasil as
folhas sdao utilizadas popularmente para tratamento estomacal, digestivo, purgativo,
expectorante e emenagogo, usado como decocg¢do ou xarope (AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007), além de ser usado para tratamento de gripe, tosse, coceira, calmante, estresse,
dor de cabeca e fadiga (ALBUQUERQUE et al, 2007). Na comunidade de Inhama em
Pernambuco, no estudo etnobotanico, a espécie alcancou o valor maximo de importincia
relativa entre as espécies citadas como medicinais para tratamentos de transtornos dos sistemas
respiratorio, digestério e nervoso (RODRIGUES; ANDRADE, 2014). Sendo é amplamente
utilizada como condimento (NJOKU et al,, 2011). Além disso o OE de O. gratissimum
apresentou estabilidade em termos de alteracdes quimicas durante o armazenamento a -20°C
(LISBOA et al., 2020).

A Ocimum gratissimum por ser uma planta de uso etno medicamentosa em diversos
paises, possui suas diversas aplicacdes empiricas apoiadas em investigacdes cientificas.
Pesquisas acerca do seu Oleo essencial comprovaram sua atividade antifingica contra as
espécies de fungo Fusarim moniliforme, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus que sao
considerados na deterioracdo dos alimentos e produtores de micotoxinas (NGUEFACK et al.,
2004). Também contra diversas espécies de Candida (NAKAMURA et al., 2004; OLIVEIRA
et al., 2016), Cryptococcus neoformans (LEMOS et al., 2005), Fusarium verticillioides
(DAMBOLENA et al., 2010), além de apresentar atividade contra isolados de fungos de
algumas especiarias e apresentando melhor eficicia como fungitoxicante do que o
predominante fungicida Wettasul-80 (PRAKASH et al., 2011) e contra fungos isolados de
peixes defumados (ATREVY et al., 2020).

Além disso, sua atividade antibacteriana foi comprovada contra as bactérias
patogénicas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Shigella
flexneri relacionadas a gastroenterites (CHIMNOI ez al., 2018). Apresentando atividade
antioxidante (DAMBOLENA et al., 2010; PRAKASH et al., 2011; HZOUNDA et al., 2016;
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VASCONCELOS et al., 2021) e baixa toxicidade para glébulos vermelhos humanos
(OLIVEIRA et al., 2016).

O oleo essencial de O. gratissimum apresenta um papel proeminente no
desenvolvimento de um aditivo alimentar ideal a base de plantas, sendo proposto na preservacao
do tomate (Lycopersicon esculentum Mill) atuando como biopreservativo na perspectiva de
reduzir as perdas p6és-colheita (HOUINSOU et al., 2012). Quando incorporado a revestimento
comestivel de Manihot esculenta aumentou a vida ttil de mangas (Mangifera indica) em até 18
e 27 dias de armazenamento em temperatura ambiente (25 + 2°C) e baixa temperatura (4 +
2°C), respectivamente (NYANGENA; WANGILA; CHERUTOI, 2021). Sua utiliza¢do
também é proposta como aromatizante de iorgute (IBRAHIM et al., 2020).

O OE 0. gratissimum foi eficiente na preservacao da qualidade da cavala (Scomber
scombrus) diminuindo o nivel de bactérias psicrotroficas, enterobacterias, bases volateis totais
e produtos de oxidacgdo lipidica durante a estocagem por um més a -18°C (NDASI et al., 2021).
O OE em questdo e a mesma espécie de peixe, mas em filés, mostrou que sua aplicacao
prolongou em 3-5 dias a vida util dos filés armazenados a 2°C por até 15 dias (KAROUI,;
HASSOUN, 2017). Na conservacao de peixe defumando o OE de O. gratissimum prolongou
substancialmente a vida ttil em 10 dias, contudo, os resultados indicam que apesar das
atividades bioativas e protetoras pronunciadas destes OEs, a bioprotecao proporcionada foi
diminuida gradativamente. Esta diminuicao da atividade deve-se ao efeito da persisténcia dos
Oleos essenciais que sao substincias muito volateis e a sua exposi¢ao provoca a partida gradual
de moléculas volateis que se misturam com o ar (DEGNON et al., 2013).

Liao et al. (2021) afirmam que apesar da excelente eficicia dos OEs, eles ndo t€ém
sido amplamente utilizados na industria de alimentos devido a algumas barreiras intrinsecas
importantes, como baixa solubilidade em dgua, biodisponibilidade, volatilidade e estabilidade
em sistemas alimentares. Avancos recentes em nanotecnologia tém o potencial de abordar essas
barreiras existentes, a fim de usar OE como conservantes em sistemas alimentares em baixas

doses.

3.3 Goma do Cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale), membro da familia Anacardiaceae, possui
uma considerdvel capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade, a temperaturas elevadas e

ao estresse hidrico, € uma darvore rustica que pode crescer até 3,6 metros de altura, com

arquitetura de copa tortuosa e de diferentes portes e pode ser facilmente encontrada em paises
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tropicais, no Brasil € principalmente encontrada nas regides Norte e Nordeste como Piaui, Ceara
e Rio Grande do Norte (CUNHA; SILVA, 2013; RIBEIRO et al., 2016; SERRANO; PESSOA,
2017; SILVA et al., 2018). Devido a essas caracteristicas, 0 cajueiro se tornou uma importante
fonte de renda para os estados do Nordeste, principalmente para aqueles que possuem regides
semidridas. Ademais, por produzir em pleno periodo seco, na entressafra das culturas anuais,
0 cajueiro se torna importante para a geracao de empregos tanto no campo quanto nas industrias.
Dada a importancia econdmica desta cultura no Nordeste brasileiro no ano de 2021 a area
cultivada da planta foi de 428.311 hectares (SERRANO; PESSOA, 2017; CONAB -
COMPANHIA DE NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2021).

Para a comercializagdo, Carneiro da Cunha et al. (2020) afirmam que o principal
produto do cajueiro é a améndoa da castanha-de-caju, localizada no interior da castanha,
entretanto, praticamente todas as partes da planta podem ser aproveitadas, da castanha também
pode ser extraida a pelicula que reveste a améndoa, rica em taninos utilizados na industria
quimica de tintas e vernizes. J4 o pedinculo do caju (pseudofruto) é processado por industrias
para a obtenc¢do do suco ou da polpa congelada, a ser utilizada na fabricagdo de sucos, cajuinas
e outras bebidas, na fabrica¢do de doces e na alimentagdo animal, além disso, o caju inteiro
(pedinculo com castanha) é comercializado in natura em feiras e supermercados. Outras partes
dessa planta também sao utilizadas, as cascas das drvores e as folhas, sdo fontes de tanino e sua
goma € de interesse biotecnoldgico. A goma do cajueiro (GC) é um coproduto do agronegdcio
do caju com potencial de aplicagcdo industrial; entretanto, ainda ndo é explorada sob o ponto de
vista comercial (PORTO; FURTADO; CRISTIANINI, 2017).

A goma do cajueiro € obtida do exsudato da planta que pode ocorrer no tronco ou
em seus ramos. Sob certas condi¢des (agressao de microrganismos, ataque quimico ou fisico),
a casca do cajueiro exsuda um material viscoso, o exsudado fresco € geralmente de cor leitosa,
mas em contato com o ar, a cor muda para marrom claro ou escuro (Figura 5), também
conhecida como resina, de consisténcia dura, regularmente solivel em 4gua e insolivel no
alcool e nos demais solventes organicos (PAULA PESSOA; BANDEIRA, 1993; ZAKARIA;
RAHMAN; MAHMOOD, 1997; OKOYE; ONYEKWELI; FATOKI, 2012).
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Figura 5- (A) Exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale)
(B) goma do cajueiro

Fonte: elaborada pelo autor.

As gomas sao polimeros naturais, formados por unidades de monossacarideos em
arranjos lineares ou ramificados, pertencentes a classe dos carboidratos (ANDRADE;
CARVALHO; TAKEITI, 2013). A GC é um complexo de heteropolissacarideo que apods
hidrdlise apresenta um alto teor de monossacarideos com uma variada composi¢do dependendo
de sua origem (MOTHE et al., 2017). A forma isolada da GC possui como seu principal agticar
a B-D-galactose (72%), seguido da a-D-glicose (14%), a-L-arabinose (4-6%), B-D-acido
glucurénico (4-5%) e a-L-ramnose (3-2%) (PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998). A estrutura
molecular da goma do cajueiro € composta por estrutura heteropolissacaridica altamente
ramificada, um fragmento € verificado na Figura 6, a GC composta por galactose em sua cadeia
principal com ligagdes (1 — 3) e cadeias laterais com ligacdes (1 — 6), a glicose, arabinose,
ramnose, e o 4cido glucurdnico estio presentes como grupos terminais (MOTHE ez al., 2008;
MOURA NETO et al., 2011).

O exsudato da Anacardia ocidentale é utilizado a décadas com base no
conhecimento popular em vérias regides do Nordeste brasileiro, onde € utilizada comumente
pela populacdo como anti-inflamatério, agente cicatrizante de feridas, contra verrugas e tosse,
antidiarreico, gastroprotetor, dentre outros usos, o seu uso popular vem estimulando pesquisas
cientificas com objetivo de confirmar tais propriedades atribuidas (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007; CARNEIRO DA CUNHA et al., 2020). Carvalho et al. (2015)
comprovaram o efeito gastroprotetor da GC, através da inibi¢ao da inflamacdo e o aumento da
quantidade de muco aderente na mucosa, além da protecdo topica a mucosa esofagica e perfil
anti-inflamatério (NICOLAU et al., 2019), atividade antibacteriana (40-30 mg/mL) (CAMPOS

et al., 2012), citotoxicidade contra as linhas tumorais testadas, apresentando maior escore



35

citotéxico para as linhas leucémicas, ndo exibindo citotoxicidade para linhas ndo-tumorais
(RIBEIRO et al., 2020) atividade antitumoral foi verificada por Barros er al. (2020) nao

havendo indug¢do da toxicidade para os 6rgdos e com poucas altera¢des hematoldgicas.

Figura 6- Fragmento estrutural de goma do cajueiro

Fonte: Ribeiro et al. (2016, com adaptacdes).

O uso de materiais biodegraddveis e provenientes de fontes renovaveis € uma
tendéncia da atualidade. Paises tropicais como o Brasil sdo detentores de uma grande variedade
de fontes conhecidas e de outras ainda desconhecidas de polissacarideos de origem vegetal,
com grande potencial em aplicagdes industriais (CUNHA; SILVA, 2013).

A GC tem sido citada como uma possivel alternativa para substituir a goma arabica

(GA) na industria de alimentos, varias propriedades fisico-quimicas importantes semelhantes
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entre as gomas. A goma do cajueiro, além da semelhanga estrutural (ramifica¢des) e quimica
(agdcares componentes) com a GA, tem um importante diferencial: sua alta disponibilidade na
regido Nordeste do territério brasileiro, podendo gerar lucros no periodo da entressafra e
agregando mais valor ao agronegécio do caju. A goma ardbica além do elevado custo,
ocasionalmente tem sua importacdo comprometida pela dificuldade de fornecimento,
relacionada a problemas climdticos, econdmicos e politicos da regidao africana produtora.
Eventualmente, a consolidag@o da substituicdo da goma ardbica pela goma do cajueiro e sua
padronizacao comercial, elevaria Brasil a exportador no mercado internacional. Deste modo, o
Brasil livrar-se-ia da dependéncia de importacdo e contaria com um produto altamente
competitivo em sua pauta de exportacdes (ANDRADE; CARVALHO; TAKEITI, 2013;
PORTO; CRISTIANINI, 2014; MOTHE et al., 2017; NAYAK et al., 2019).

A GC foi identificado como um excelente material formador de filme com potencial
aplicacdo em dispositivos nanobiomédicos (ARAUJO et al., 2012). Devido a sua origem
bioldgica, a capacidade de formar géis e o fato de ter propriedades semelhantes aos polimeros
sintéticos, € uma Otima opg¢do para aplicacdo em diversos setores da industria, na industria
alimenticia como emulsionante ou estabilizante, pois ndo € toxico e nio apresenta odor ou sabor
(MOTHE et al., 2017). Além disso apresenta vantagem como produto farmacéutico excipiente,
pela facil disponibilidade e menor custo quando comparado com outro excipiente para os usos
semelhantes (NAYAK et al., 2019).

As informagdes acumuladas sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas
superiores dos polissacarideos levaram ao reconhecimento desses polimeros naturais como um
material promissor para a preparacdo de micro/nanoparticulas (YANG et al., 2015). O estudo
de novos polimeros naturais como agentes encapsulantes € uma necessidade para atender
exigéncias do mercado mundial e garantir a disponibilidade de materiais alternativos aqueles ja
utilizados, preferencialmente de baixo custo, baixa toxicidade, ampla disponibilidade e
biodegradabilidade (CARNEIRO DA CUNHA et al., 2020). Os polissacarideos sao
encontrados recentemente como estabilizadores eficazes para substituir pequenos surfactantes
moleculares sintéticos na preparacido de nanoemulsdes de 6leo vegetal, reduzindo assim o risco
de toxicidade potencial e melhorando a aplicabilidade das nanoemulsdes para aplicacdes em

alimentos (LUO; WANG; ZHANG, 2020).
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3.4 Nanotecnologia

Nanotecnologia é uma tecnologia emergente que pode ser usada em uma ampla
gama de produtos, incluindo produtos médicos, alimentos e cosméticos abrangendo questdes
de escala atbmica ou molecular. Assim sendo, a aplicacdo da nanotecnologia pode resultar em
atributos do produto que diferem daqueles dos produtos fabricados convencionalmente. Em
termos de propriedades e transporte, as nanoparticulas sdo consideradas pequenas entidades que
agem como uma unidade completa (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2014;
BOVERHOF et al., 2015).

De acordo com a FDA (2014) produtos que contém ou sdo fabricados com materiais
na faixa da nanoescala s3o considerados “produtos que envolvem a aplicacdo de
nanotecnologia" ou "produtos nanotecnolégicos". Sendo o termo "nanomaterial”" geralmente
utilizados para referir-se a ambos os materiais na faixa da nanoescala e certos materiais que, de
outra forma, exibem propriedades ou fendmenos dependentes da dimensdo relacionados. A
Organizac¢do Internacional de Padronizacdo (ISO) definiu nanomaterial como um material com
qualquer dimensdo externa na nanoescala ou tendo estrutura interna ou estrutura de superficie
na nanoescala, incluindo nano-objeto e material nano-estruturado (ISO, 2015).

As principais propriedades de um nanossistema dependem do tamanho da matéria.
O tamanho das nanoparticulas (NPs) exibem propriedades diferentes daquelas encontradas na
nivel macro de escala, uma vez que seu tamanho lhes permitiria se mover pelo corpo (tecidos,
estruturas da membrana celular) mais livremente do que particulas maiores, enquanto sua alta
drea de superficie aumenta sua reatividade e permite uma maior contato com membranas
celulares ou organelas celulares, bem como maior capacidade de absorcdo e migracdo
(ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2016; SHARMA et al., 2019).

De acordo com Sharma et al. (2019) as nanoparticulas podem ser incorporadas na
inddstria de alimentos em qualquer setor, como processamento, embalagem, armazenamento,
transporte, seguranca e melhoria da qualidade. Os nanomateriais testados na industria de
alimentos incluem inorganicos (NPs de metal e 6xido de metal), organicos (principalmente NPs
de produtos naturais) e combinados (ou seja, argila) (HE; DENG; HWANG, 2019).

Os NPs de produtos naturais sdao normalmente concebidos como um sistema de
entrega e também envolvidos como ingredientes ou suplementos na inddstria alimentar (HE;
DENG; HWANG, 2019). A interacdo de NPs com o ambiente alimentar é definida pelo
tamanho das NPs, estado de aglomeragdo/agregacdo, composi¢ado, distribuicdo de tamanho de

particula, forma, solubilidade, dispersibilidade, area de superficie, quimica de superficie
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(incluindo revestimento/funcionalizacdo de superficie), densidade de carga de superficie,
hidrofobia de superficie, permeabilidade a dgua, etc. (SHARMA et al., 2019). A aplicacdo da
nanotecnologia no setor de alimentos estd voltada principalmente em emulsio, encapsulamento
e tecnologias de embalagem. Entre vdrios nanotecnoldgicos em aplicacOes alimentares, a
nanoemulsdo encontrou um enorme mercado e aplicacio na induistria alimentar (DASGUPTA;

RANJAN; GANDHI, 2019).

3.4.1 Nanoemulsdo

Emulsao € definida basicamente como a mistura de uma fase liquida em outra, total
ou parcialmente imiscivel, por meio da utilizacdo de moléculas tensoativas (surfactantes) que
reduzem a tensdo interfacial entre os dois liquidos para obter estabilidade As nanoemulsdes
(NEs) sao emulsdes de tamanho nano, fabricadas para melhorar a distribui¢do de ingredientes
ativos, trata-se do sistema isotrépico termodinamicamente estavel. A principal diferenca entre
emulsdo e nanoemulsdo estd no tamanho e na forma das particulas dispersas na fase continua.
Além disto, das NEs serem sistemas coloidais cineticamente estdveis, apresentando
propriedades funcionais aprimoradas em comparacdo com as emulsdes convencionais
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2014; CRUCHO; BARROS, 2017;
ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019).

As emulsoes sao classificadas em trés categorias, do tipo 6leo em dgua O/A (o dleo
€ disperso na fase aquosa), tipo dgua em Oleo A/O (a agua € dispersa na fase oleosa) e bi-
continuo (microdominios de dgua e 6leo sdo interdispersos no sistema). A transformacgado entre
esses trés tipos pode ser alcangada alterando os componentes das emulsdes (GURPREET;
SINGH, 2018).

A maneira mais comum de estabilizar emulsdes é pelo surfactante adsorvido na
interface entre goticulas e meio de dispersdo. As camadas de adsor¢do de surfactantes nao
apenas reduzem a tensao interfacial e evitando a agregacao de goticulas, pois, também podem
fornecer uma carga elétrica as goticulas de emulsdo (surfactantes i6nicos) ou criar uma forte
barreira estérica por meio de grupos moleculares volumosos direcionados ao meio de dispersao
(surfactantes ndo idnicos), podendo assim fornecer estabiliza¢do estérica ou eletrostatica ou
eletrostatica dupla (GRIGORIEV; MILLER, 2009; SINGH et al., 2017).

As NEs tem ganhado crescente interesse dos pesquisadores ao longo dos anos, por
apresentar gota de pequeno tamanho com uma grande area de superficie, com diametros na

faixa de 10 a 500 nm (AZMI et al., 2019; ABDELRASOUL; EID; BADAWY, 2020). O
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7z

tamanho das goticulas de nanoemulsdo é influenciado pelo tipo e porcentagem de dleo,
surfactantes e co-surfactantes (TAYEL et al., 2013)

Existem muitas maneiras de produzir NEs originando pequenas particulas com
distribuicdo estreita de tamanho, alguns métodos requerem pouca ou nenhuma energia (calor
ou mistura) e maior quantidade de surfactantes para promover uma maior reducdo da tensao
interfacial entre os compostos imisciveis, com a ajuda de um surfactante em suas formulagcdes
(baixa energia). No entanto, também existem métodos que precisam de dispositivos mecanicos
especializados para quebrar as gotas em um tamanho menor, necessitando de uma grande
quantidade de energia (alta energia) ou a combinacdo de ambos (PENG et al., 2015; AZMI et
al., 2019).

Os métodos de alta energia requerem dispositivos mecanicos especializados
capazes de gerar forcas mecanicas intensas que podem interferir e interromper as fases de 6leo
e d4gua, como sonicadores, homogeneizadores de valvulas de alta pressdo ou microfluidizadores
(LANDRY et al., 2014; KAUR et al., 2017). Os métodos de alta energia requerem quantidades
menores de surfactante do que os métodos de baixa energia. Embora sejam industrialmente
escaldveis, consomem grande quantidade de energia levando a altos custos de producao
(KUMAR et al., 2019; SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). As principais desvantagens incluem
custo instrumental e geracdo de altas temperaturas operacionais, o que as vezes exclui a
utilizacdo de compostos termoldbeis (SINGH et al., 2017).

Enquanto que no método de baixa energia as nanoemulsdes sdo preparadas
utilizando a energia interna do produto quimico (ou potencial quimico dos componentes),
apenas uma pequena quantidade de entrada de energia mecanica € necessdria para a mistura
suave dos componentes pelo agitador (PATHAK, 2017; SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).
Envolvendo baixa variacdo de temperatura no sistema e, portanto, evitam a degradagdo de
compostos termoldbeis (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019). Porém geralmente
precisam de uma alta concentracao de surfactante (DOOST et al., 2019).

A utilizagdo de baixa energia é vantajosa devido a facilidade de implementagao
utilizando métodos simples de produ¢do, menores custos de equipamentos € operacao, nao
exigindo instrumentos sofisticados, menores custos de fabricacdo e maior eficiéncia energética
(KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2014; WALKER; DECKER; MCCLEMENTS, 2015;
KUMAR et al., 2019). A principal desvantagem da abordagem de baixa energia € a limitacao
dos tipos de Oleos e emulsificantes que podem ser usados (WALKER; DECKER;
MCCLEMENTS, 2015).
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Nos métodos de baixa energia as formula¢des sdo preparadas por processos de
Inversao de Fase por Temperatura (PIT), Inversio da Fase de Composi¢do (PIC) e
Emulsificagdo Esponténea, através da mistura de todos os ingredientes (6leo, 4gua, surfactante
e/ou co-surfactante). Usando esses processos, o tamanho das goticulas pode ser reduzido
variando a composicdo da emulsdo e alterando os fatores ambientais como a temperatura
(GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2014; SUGUMAR et al., 2016; KUMAR
et al., 2019; PONGSUMPUN; IWAMOTO; SIRIPATRAWAN, 2020).

O método PIT, que sé é possivel em sistemas com surfactantes que sao
termorresponsivos (por exemplo, alquiletoxilatos), o método PIC pode ser usado, em principio,
com todos os tipos de surfactantes e com moléculas termoldbeis (FENG et al, 2020). O
procedimento de emulsificacdo pelo método PIC ocorre pela adicdo, a temperatura constante,
da fase da aquosa (A) em uma mistura surfactante-6leo (SO) [(A) — SO], formando
inicialmente uma emulsdo de 4gua em 6leo (A/O) quando a dgua acrescida na mistura de SO,
quando maiores quantidades de dgua sdo injetadas, o sistema converte-se em uma emulsao de
0leo em dgua em 6leo (O/A/O) que, em seguida, se decompde em um sistema 6leo em dgua
(O/A) ap6s a maior adi¢do de dgua no sistema (FIGURA 7). Em suma, o comportamento
hidrofilico e lipofilico do emulsificante € alterado pela alteracio da composicdo dos
constituintes sem variagdo de temperatura, ao alterar-se a composi¢ao e volume da fase continua
e a composicdo do emulsificante (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2014; PATHAK, 2017;
FENG et al., 2020).

Figura 7- Método de Inversdo de Fase para formulacao de nanoemulsao

Nanoemulsao O/A

\

Fonte: Feng et al. (2020, com adaptagdes).

O método PIC € considerado como tendo um potencial maior para uma producao

em larga escala que o PIT, porque é experimentalmente mais facil adicionar um componente a
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um grande volume de emulsdo do que produzir uma mudanca repentina de temperatura
(SOLANS; SOLE, 2012).

As nanoemulsdes alimentares O/A parecem ser candidatas ideais para a entrega de
compostos bioativos lipofilicos, como os 6leos essenciais. Em particular, os compostos
bioativos sdo normalmente necessdrios apenas em baixas concentragdes para exibir suas
atividades de promocdo da satide, podendo melhorar significativamente a estabilidade quimica,
a liberacdo e a atividade bioldgica dos compostos bioativos. O método de baixa energia é
particularmente adequadas para o desenvolvimento de sistemas de distribuicdo de Oleos
essenciais (CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2013; DONSI, 201 8).

As nanoemulsdes O/A sdo sistemas de entrega simples, mas altamente eficazes, que
podem ser formulados a partir de ingredientes naturais ou derivados de forma natural e
produzidos em alto rendimento usando processos facilmente escaldveis, constituidas por um
nucleo lipofilico (fase oleosa) em que o composto bioativo lipofilico estd preso e a camada
hidrofilica (fase aquosa) e wuma camada interfacial anfifilica composta pelo
emulsionante/surfactante (OZTURK, 2017; DONSi, 2018). No entanto, tanto o 6leo como a
dgua podem conter varios outros componentes, € podem ser utilizados mais de um tipo de
emulsionante. As caracteristicas € a concentracdo dos principais componentes em uma
nanoemulsdo determinam suas propriedades finais (SALVIA-TRUJILLO et al., 2017).

Acevedo-Fani, Soliva-Fortuny e Martin-Belloso (2017) afirmam que o tipo de
surfactante, a concentracao de surfactante, a viscosidade do meio aquoso, a concentragdo de
biopolimero, o pH, a for¢a i0nica estdo entre os fatores mais importantes que afetam a formagao
e a estabilidade das goticulas. A utilizacdo de polissacarideos como emulsionantes, tem sido
proposta, por atuarem na reducdo da tensdo interfacial entre as fases aquosas e o 6leo, o que
eventualmente diminui o tamanho das gotas. A utilizacdo da goma do cajueiro tem ganhado
popularidade como candidato a estabilizador, sendo capaz de estabilizar as nanoemulsdes por
longo periodo de tempo, gerando emulsdes de menor tamanho com destruicdo estreita de
tamanho (REHMAN et al., 2020; PAULA et al., 2011; HERCULANO et al., 2015).

Aswathanarayan e Vittal (2019) afirmam que a composi¢do e estrutura das
nanoemulsdes podem ser controladas para o encapsulamento e entrega eficaz de compostos
lipofilicos bioativos no aumento da sua biodisponibilidade, possuindo potencial aplicacdo na
inddstria de alimentos para o fornecimento de nutrac€uticos, agentes corantes e aromatizantes
e antimicrobianos.

As nanoemulsdes podem ser adicionadas diretamente as matrizes alimentares no

estado liquido ou, em vez disso, podem ser aplicadas como revestimentos comestiveis nas
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superficies dos alimentos (estado sélido) se um biopolimero for incorporado na fase aquosa das

nanoemulsdes (ARTIGA-ARTIGAS; ACEVEDO-FANI; MARTfN—BELLOSO, 2017). Nos

ultimos anos diversos estudos foram feitos para aplicacdo de nanoemulsdes na conservagao de

pescado na preservagao e extensao da vida de prateleira (Tabela 1).

Tabela 1- Nanoemulsdes desenvolvidas e seus efeitos na preservacao de pescado

Pescado Nanoemulsao Efeitos Referéncias
Melhorou parametros quimicos,
Filés de Oleos de microbianos e parametros de qualidade )
robalo girassol, canola, organoléptica; Ozogul et
(Dicentrarchu milho, oliva, Extensdo da vida util em relacao com o al. (2016)
s labrax) soja e avela controle em: 2 dias;
Armazenados por 12 dias a 2 + 2°C.
Filés de
robalo Diminui os pardmetros quimicos e
(Dicentrarchu inibiu o crescimento bacteriano; Yazoan ef
s labrax) e Oleo de girassol ~ Extensdo da vida util em relacdo com o &
} 2 al. (2017)
Dourada controle: 1 ou 2 dias;
(Sparus Armazenados por 10 dias a 2 + 2°C.
aurata)
OE de Urtiga _
Filés de (Urtica Elel}l IHGHENES ST €10 58 @ Gharibzahe
o divicalL)le cozimento, mudancas de pH, die
e deterioracgdo textural e de cor, oxidacao
Beluga (Huso, goma de Jujuba o . . . Mohammad
. de lipidios e crescimento microbiano; .
Beluga) (Zizyphus . o nabi (2017)
U CINHIINIS Armazenados por 15 dias a 4°C
Filés de truta  Oleo de girassol  Protegeu contra oxidagio, aumentou a
arco-iris e O0leo essencial  aceitabilidade de sabor, odor e textura;  Shadman et
(Oncorhynchu de Zataria Extensdo da vida util em: 15 dias; al. (2017)
s mykiss) multiflora Boiss Armazenados por 15 dias a4 + 1°C.
I:_l(:ﬁsaﬁ) ¢ Sleo de sirassol Perdeu mais lentamente os acidos
. ©s ’ graxos, também houve diferenca na
(Dicentrarchu aveld, canola, . h Ozogul et
. . composi¢do dos mesmos, além da
s labrax) soja, milho, 3 e al. (2017a)
embalados a T prevengdo da oxidagdo lipidica;
VACUO Armazenados por 18 dias a 2 + 2°C.
Aumentou da qualidade organoléptica,
Filés de truta Oleos essenciais reducdo dos valores dos parametros
arco-iris de alecrim bioquimicos e redugdo no crescimento Ozoeul ef
(Oncorhynchu tomilho ’ de bactérias; al (2%1 7b)
s mykiss) ’ Extensdo da vida ttil em relagdo com o '

louro e salvia

controle: 3 dias;
Armazenados por 24 dias a 2 + 2°C

Continua
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Continuagao
Pescado Nanoemulsao Efeitos Referéncias
Filés de Oleos de Atrasou as reacdes de auto-oxidacdo de
. .. : Durmus e
robalo girassol, canola, acidos graxos insaturados e retardo na
. . . R Ozogul
(Dicentrarchu milho, oliva, oxidacao lipidica; (2018)
s labrax) soja e avela Armazenados por 24 dias a 2 £ 2°C.
Apresentou efeito positivo na qualidade
Filés de truta 08 dle i orgfilnoleptlcg, red/uzm os valores dos Durmus
.. . parametros bioquimicos e retardou o (2020)
arco-1ris toranja, c 2 Sre
. crescimento de bactérias;
(Oncorhynchu tangerina e - R ~
& ) limdo Extensdo da vida util em relacdo com o
controle: 4-6 dias;
Armazenados por 16 dias a 4 + 2°C.
Efeito inibidor sobre o crescimento
Truta arco- microbiano, melhor controle dos indices
P OE de Ferulago de deterioracdo quimica, melhor textura, .
iris o o Shokri et al.
angulata e a cor e a aceitabilidade geral dos filés;
(Oncorhynchu . - e ) (2020)
. quitosana Extensdo da vida util em pelo menos: 8
s mykiss) .
dias;
Armazenados por 16 dias a 4°C.
Filés de truta . A
o . Reduziu os valores dos parametros
arco-iris OE de alecrim e BiogUmIEos: Ceylan et
(Oncorh).)nchu curcumina Aviisrrzsnadios o ® dins a4l 190, al., 2020
s mykiss)
Filés de truta ' Aprese~nt0u efel.to supressor na
.. OE:s de laranja, formacgdo de aminas biogénicas,
arco-iris o X R Kosker
limao, tangerina  mantendo as mesmas em niveis baixos
(Oncorhynchu i L. 1 . P (2020)
s mykiss) e toranja no Indice de Qualidade, baixos niveis
Y de histamina também foram verificados;
Filés de truta Retardou o crescimento de bactérias Lahidjani,
arco-iris OE de deteriorante € menor valor nos Abhari e
(Oncorhynchu curcumina parametro fisico-quimicos; Sharifan
s mykiss) Armazenados por 15 dias a 4°C. (2020)
-y OE de funcho
Filés de truta . e o
. com goma de Evitou a oxidagao lipidica do filé e .
arco-iris - : . Sayyari et
manjericao e retardou o crescimento bacteriano;
(Oncorhynchu . . o al. (2021)
. Lepidium Armazenados por 28 dias a 4°C.
s mykiss) :
perfoliatum
Inibiu a oxidacao, hidrdlise de lipidios,
o crescimendo de bactérias mesofilicas,
o psicrofilicas e Enterobacteriaceae. Além
Filés de
. de apresentarem melhor cor, odor e
tainha chata OE deuvae o Ameur et
. aceitacdo geral, melhorando a textura, o
(Mugil canela . . al. (2021)
odor e o sabor do peixe cozido;
cephalus)

Extensdo da vida util em relacdo com o
controle: 2-4 dias;
Armazenados por 14 dias a 2°C.

Continua
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Continuagdo
Pescado Nanoemulsao Efeitos Referéncias
~ Protegeu dos camardes e de suas
Camarao L. ) )
Crumrs Ol i asaiific caracteristicas antibacterianas e Aboutorab
antioxidantes; et al. (2021)

sativus L.) Armazenados por 14 dias a 4 e 8°C.

Melhorou nos parametro fisico-quimico

Camarao . ~ .
(Litopenaeus OE de cravo e na ql}alldade do camardo quanto as Rezaei et al.
yannamei) propriedades texturais e sensoriais; (2021)
Armazenados por 10 dias a 4°C.
Filés de OE de canela- Inibiu a oxidacdo lipidica e o
dourada perila em filmes crescimento de microrganismos Zhao et al.,
(Pagrus quitosana com  Extensdo da vida util dos filés: 6-8 dias; (2022)
major) antocianidina Armazenados por 14 dias a 4°C.

Fonte: elaborada pelo autor.

A aplicacdo de nanoemulsdes na qualidade do pescado vem ganhando cada vez

mais importancia, tendo em vista que os nanomateriais fornecem alta drea de superficie

associada a sua maior resisténcia, estabilidade em atividades quimicas e bioldgicas em

comparacdo com as aplicagdes de materiais alimenticios em micro e macroescala (CEYLAN et

al., 2020). Enquanto isso, proteinas e polissacarideos sdo incluidos na composi¢cdo como

emulsificantes/estabilizadores e revestimentos de superficie, respectivamente, para melhorar a

estabilidade coloidal geral durante o armazenamento (LUO; WANG; ZHANG, 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

O exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale) foi coletado no municipio de Ilha
Grande (2°45'58,68" S; 41°50'59,94" O), Piaui, Brasil. As folhas de Ocimum gratissimum
foram coletas no Nordeste do Brasil nos estados do (1) Piaui, na Embrapa Meio-Norte/UEP em
Parnaiba (herbdrio da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia sob o nimero de registro
92497), no (2) Ceard, na Embrapa Agroindistria Tropical em Fortaleza. As espécies foram
cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SisGen), sob o numero de registro ADSEDDD. Os reagentes

quimicos usados foram analiticos (PA) ou grau de HPLC, conforme necessario.

4.2 Obtencao do dleo essencial

O procedimento de obtencao do 6leo essencial dos Estados do Piaui e Ceara foram
realizados na Embrapa Meio-Norte, Parnaiba, Piaui, Brasil. A extracdo do 6leo foi realizada
por hidrodestilacao de acordo com a metodologia de Castro et al. (2018), com adaptacdes, onde
400 g das folhas secas e colhidas em hordrio pre-estabelecido de 8:00, foram imersas em 3,5 L
de 4gua e destilada em um aparelho tipo Clevenger adaptado a um baldo de fundo redondo de
5 L (FIGURA 8), o tempo de extrag@o foi estabelecido em 3 horas e 30 minutos, a partir do
ponto de ebulicio da dgua, transcorrido este tempo o 6leo essencial foi recolhido.

O rendimento médio do 6leo essencial das folhas foi 1,33 + 0,08 calculado de

acordo com Cruz e Bezerra (2017), através da equacdo 1:

Rendimento (%) = (V (mL)/ m (g)) x 100 (D)

Onde, V = volume de 6leo extraido e m = matéria vegetal.
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Figura 8 - Esquema da hidrodestilagdo do 6leo
essencial em aparelho tipo Clevenger

<« < Agua resfriada

Condensador
(dedo fii0)

Oleo essencial —»
¥

ey Agua + material vegetal
Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 Caracterizaciao do 6leo essencial

4.3.1 Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (GC-MS)

O método utilizado para a identificagcdo dos compostos quimicos do dleo essencial
foi Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) com ionizacao por
impacto de elétrons (GC-MS-QP210 SE, Shimadzu, Japao). O equipamento foi operado nas
seguintes condigdes de andlise: coluna capilar Equity TM™!, equivalente a 60 m x 0,25 mm x 1
um HP! (Supelco); temperatura do injetor de 220°C; temperatura do detector de 250°C;
programacao da coluna: temperatura inicial de 40°C, seguida de aquecimento de 40-240°C, com
taxa de aquecimento de 3°C/min; fluxo de gas transportador (He) de 1 mL/minuto; propor¢ao
de divisao de 1:10 e volume de inje¢do de 1 uL. No espectrometro de massa, a temperatura da
fonte de fons utilizada foi de 240°C; temperatura da interface: 250°C; tempo de corte com
solvente: 10 min; Modo de andlise: varredura (35-500 m/z).

Os componentes do 6leo essencial foram identificados comparando os perfis de
fragmentacdo espectral de massa com os da base de dados Wiley229 e Nist08. A quantificagdo

de cada composto voldtil foi realizada com base na érea relativa do pico do cromatograma de
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ion total (TIC) dos compostos volateis (RAJIVGANDHI et al., 2020; CEBI; ARICI; SAGDIC,
2021).

4.3.2 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo de Chamas (GC-FID)

A andlise por cromatografia gasosa acoplada com detector de ionizacdo de chama
(GC-FID) foi realizada num instrumento Shimadzu QP-2010 Plus (Kioto, Japao), com detector
de ionizagdo por chama (FID), coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Restek), modo de
injecdo com divisdo de fluxo de 1:30, gas de arraste hidrogénio com fluxo constante de 1,5
mL-min"'. A temperatura do forno foi elevada de acordo com 2 rapas: 1* de 70 a 180°C a 4°C
min! e a 2* de 180 a 250°C a 10°C min!. As temperaturas do injetor e do detector foram,
respectivamente, 250°C e 280°C. Os espectros de massa foram registrados em uma faixa de
razdo massa-carga (m/c) entre 30 e 450. Os indices de reten¢do foram determinados pela injecao
de uma mistura de C7 -C3p homdlogos de n-alcanos (Sigma, St. Louis, MO).

A 1identificacdo dos compostos voldteis foi obtida através da comparacdo dos
espectros de massa registrados com aqueles fornecidos pelo banco de dados do espectrometro
(NIST 02-287.324 compostos) juntamente com os indices de retencao e espectros de massa da
literatura (ADAMS, 2017; NIST, 2011) O conteddo relativo de cada constituinte foi
quantificado como a drea de pico normalizada detectada no cromatograma GC-FID e expresso

como uma porcentagem.

4.4 Obtencao da Goma do Cajueiro (GC)

O polissacarideo foi isolado a partir do exsudato da 4rvore. O método para o
isolamento consistiu no descrito por Paula e Rodrigues (1995), com modifica¢des. O exsudato
foi dissolvido em dgua destilada a temperatura ambiente numa concentracdo 10% (m/v) de
solugd@o. Na solucdo adicionou-se 2 g de NaCl e submeteu-se a agitacdo durante 1 hora. O pH
da solucdo foi ajustado para 7,0 com adi¢gdo de NaOH (1 M). A solucdo foi filtrada e o
polissacarideo precipitado em etanol (1:4 v/v), sendo lavado com etanol e acetona e seco ao ar

quente (FIGURA 9).
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Figura 9 — Fluxograma de obtencdo da goma do cajueiro

B | Trituragio »} Dissolugdo | mp| 1* Filtragdo »‘ Ajuste de pH M| Precipitagio | etanol/goma

Filtrado ‘

— ——| 2* Filtraggo
P d Decantado
( ~ ‘
@ Descartado
A 4
Lavagem etanol/acetona
10% em agua
Mili-Q .'
Secagem

Fonte: elaborada pelo autor.

4.4.1 Caracterizagdo da GC por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Para obter os espectros de ressonincia magnética nuclear, 20 mg da GC foi
dissolvido em 6xido de deutério (D,0). Os espectros de 'H e '*C foram obtidos usando um

espectrometro Agilent NMR a 400 MHz a 50°C.

4.5 Formulac¢iao das nanoemulsoes

As nanoemulsdes 6leo-em-dgua (O/A) consistiram de uma fase aquosa contendo
GC (1 mgmL') dissolvida em &4gua destilada. A fase orginica consistiu de OE (O.
gratissimum) e surfactante nao idnico Tween 80, a relacdo OE/surfactante utilizada foi de 2:1
vv).

Dois métodos foram propostos para a sintese das nanoemulsdes Figura 10. O
primeiro utilizando baixa energia (NaGC), consistindo na utilizagdo de agitador magnético
analégico multiplo (ROS, IKA) a 1.000 rpm por 30 minutos. O segundo utilizando alta energia
(NbGC) com um misturador ultra-turrax T10 (IKA, Staufen, Alemanha) a 15.000 rpm por 5
minutos. Apds a sintese, as amostras obtidas foram armazenadas sob refrigeracao (4 £ 1°C) até
que todas as proximas etapas do trabalho fossem realizadas. O pH das formula¢des foram

determinados: NaGC foi de 3,8 £ 0,12 e para a NbGC de 3,51 £0,11.
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Figura 10 — Fluxograma da formulagdo
das nanoemulsdes

 Goma do cajueiro

j Tween® 80
Il Oleo essencial

2:1 (viv)
1.000 rpm/ 30 min !
NaGC 30.000 rpm/ 5 min
NbGC

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6 Caracterizacao das nanoemulsoes

4.6.1 Determinagio Didmetro, Indice de Polidispersdo e Potencial Zeta

O didmetro hidrodinadmico da particula (nm) e o indice de polidispersidade (PDI)
foram determinados com 1, 14 e 37 dias apds a sintese por espalhamento dindmico de luz
(DLS), com laser a 633 nm e angulos de espalhamento de 173° a 25°C, usando um Malvern
Nano Zetasizer. O potencial Zeta (mV) foi determinado com 1 e 37 dias. Para as medigdes, as
amostras foram diluidas em agua Milli-Q (1:10; v/v), conforme sugerido por Salvia-Trujillo et

al. (2015). Os parametros foram estimados pela média de trés medigdes.

4.6.2 Eficiéncia de incorporagdo do oleo na nanoemulsdo

A quantidade de 6leo nas nanoemulsdes foi determinada por espectrofotometria
UV-visivel (Shimadzu UV-1800), segundo Rodrigues et al. (2018), com adaptacdes. As
amostras foram solubilizadas em cloroférmio (CHCI3), na propor¢do de 1:10 (v/v) e submetidas

a agitacdo por 1 minuto em vortice Kasvi (K45-2820). Posteriormente, as amostras foram
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centrifugadas a 7.000 rpm por 10 minutos em uma mini centrifuga UniSpin (UNI-E0711). Apds
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o contetido diluido analisado a 316 nm.

Para determinar a quantidade de 6leo no sistema, uma curva de calibragao foi
construida com diferentes concentragdes de OE em cloroférmio. A andlise de regressdo foi
realizada para os dados (y=0,1923x - 0,002; R?=0,997). Todas as anélises espectrofotométricas
obedeceram a lei de Beer. As andlises foram realizadas em triplicata, e a eficiéncia de
encapsulamento (EE%) do OE na nanoemulsdo foi calculada com base em Kujur et al. (2017),

por meio da equagdo 2:

EE (%) = (QtOEv / QtOEi) x 100 2)

Onde: QtOEv corresponde a quantidade de 6leo essencial verificada; QtOEi € a

quantidade inicial de 6leo essencial.

4.6.3 Anadlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

As nanoparticulas foram analisadas em equipamento Malvern Panaltyical
NanoSight NS300, equipado com modulo laser de 642 nm (Malvern, UK) e software NTA 3.3
para obtencdo de dados de tamanho e concentracdo de particulas suspensas no meio, segundo
Vasconcelos et al. (2020). As amostras foram diluidas 50.000 vezes, usando dgua ultrapura, e
uma aliquota da suspensao diluida foi retirada com uma seringa de pléstico e injetada na célula
de fluxo do equipamento. Para obter uma melhor visdo das particulas, o foco e o nivel da cAmera
foram ajustados apds conferir que nao havia bolhas de ar e nenhuma particula aderida as paredes
das células. Cinco videos de 1 min foram capturados, enquanto a amostra avancava através da
célula de fluxo a uma taxa de 2 uL/min, permitindo a medicdo de um ndmero maior de
particulas de tamanhos variados através da aliquota.

As configuracdes de andlise, em particular o limiar de deteccao, foram definidas
dependendo da intensidade de luz dispersa que foi observada nos videos capturados. As
medidas foram realizadas a 25°C, e para andlise dos dados, o valor de viscosidade considerado
foi o da 4gua. Cada video foi analisado independentemente e os resultados foram

automaticamente mesclados em um gréfico de distribui¢do de tamanho de particula.
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4.6.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise infravermelha (FTIR) foi obtida com Shimadzu IR Affinity-1S, na regido
do infravermelho e faixa espectral de 4000 a 700 cm’!, utilizando o médulo ATR (Refletancia
Total Atenuada). Todas as andlises foram realizadas com 45 varreduras em um cristal de
seleneto de zinco para identificar os grupos funcionais presentes no 6leo essencial, na goma do

cajueiro e nanoemulsdes.

4.6.5 Microscopia de Forca Atomica

A nanoemulsdo NaGC foi diluido na propor¢dao de 1:100 e deixado em banho
ultrassonico por 15 minutos. Posteriormente, uma aliquota de 10 puL foi retirada de cada amostra
e depositada sobre uma superficie de mica. Antes da anélise, a amostra foi deixada secar por 15
minutos em estufa a 36°C. As imagens foram obtidas com TT-AFM (AFM Workshop - USA),
no modo de contato intermitente, com ponta TED PELLA (TAP300-G10), com amplitude de
frequéncia de aproximadamente 238 kHz. As imagens foram processadas com o software
Gwyddion 2.45, que também foi utilizado para obter o tamanho (nanOmetros) das

nanoparticulas.

4.7 Estudo computacional

A Modelagem Molecular é uma ferramenta importante que prové uma maneira de
correlacionar os conceitos tedricos com os dados experimentais, auxiliando na compreensao de
principios fundamentais relacionados aos conceitos de dtomo e molécula na descricdo de
estrutura e propriedades de interesse em quimica, através da mecanica molecular e parametros
fisico-quimicos (OLIVEIRA CORDEIRO et al., 2013).

Para uma melhor compreensdo das interagdes presentes nos sistema que levam a
formacdo das nanoparticulas métodos computacionais foram empregados. Inicialmente as
moléculas de eugenol, 1,8-cineol, surfactante (Tween 80) e goma do cajueiro tiveram suas
geometrias otimizadas sendo ainda submetidos a cdlculos de frequéncia harmonica. A auséncia
de uma frequéncia negativa observada apontou que as geometrias calculadas correspondem aos
respectivos pontos de minima energia. Esta primeira etapa foi realizada através do programa

Gaussian v.9 (FRISCH et al., 2009).
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Em uma segunda etapa as moléculas foram utilizadas para a realizac¢do de cdlculos
por dindmica molecular com o programa GROMACS parametrizado com campo de forca 53A6
(OOSTENBRINK et al., 2004; OOSTENBRINK et al, 2005). A quantidade de cada
componente aos sistemas foi adicionada obedecendo a propor¢cdo experimental. As analises
realizadas foram baseadas nas observacdes das disposicdes moleculares antes e apds os

respectivos calculos.

4.8 Avaliacao da atividade antibacteriana dos compostos

A atividade antimicrobiana foi determinada contra trés bactérias patogénicas
comuns de origem alimentar: a cepa Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e as
cepas Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enterica (ATCC 14028).
Os experimentos foram realizados de acordo com as determinagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (2015). Para tanto, as cepas foram semeadas, incubadas e suspensas
em solucdo salina estéril (NaCl 0,9%; p/v) para obtencao de absorbancia entre 0,08 € 0,13 a 625
nm, que corresponde 2 escala 0,5 de McFarland (1-2 x 108 UFC/mL), a partir dessa suspensio
foi feita a diluicdo para alcancar o inéculo de concentracdo 10° UFC/mL.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada em uma microplaca de
96 pocos contendo caldo Mueller-Hinton onde as amostras foram sucessivamente diluidas até
atingir uma concentragdo incapaz de inibir o crescimento das cepas utilizadas, na concentragdo
de 5x10° UFC/mL. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 24 h em condigdes
aerébias. O OE, os polimeros e os surfactantes foram testados na mesma concentracdo usada
para formular as nanoemulsdes. Apds a determinacdo da CIM, a Concentragdo Bactericida
Minima (CBM) também foi avaliada. Para isso, 10 pL foram retirados dos pocos onde foi
observada a inibicao do crescimento e transferidos para placas de Petri contendo dgar Mueller
Hinton. As aliquotas que permitiram o crescimento bacteriano foram consideradas
bacteriostaticas, enquanto as que ndo apresentaram crescimento foram consideradas
bactericidas. As placas foram incubadas conforme descrito anteriormente. As determinacdes de
CIM e CBM foram realizadas em triplicata, e as analises foram realizadas 1 e 37 dias apos o
armazenamento das nanoemulsdes. Os resultados foram analisados por inspe¢do visual, de

acordo com as diretrizes do CLSI (2015).
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4.9 Avaliacao da atividade antioxidante

4.9.1 ABTS

A atividade antioxidante das nanoparticulas foi determinada avaliando o seu
potencial para eliminar o radical ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (dcido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), de acordo com Giao et al. (2007), com modificacdes. A andlise utilizou 40 uL das
amostras diluidas na propor¢do de 1:200 (v/v) e 2 mL de solugdo ABTS, que foi deixada reagir
por 6 minutos no escuro. Depois disso, capacidade das nanoemulsdes, OE, goma e surfactante
para eliminacdo do radical ABTS foi verificada. A média de trés repeti¢des foi utilizada como
ponto de referéncia. A capacidade antioxidante total foi expressa em porcentagem de inibi¢dao

(PI), de acordo com a equagdo 3:

PI = ((Abs ABTS - Abs Amostra) / AbsABTS ) x 100 3)

Onde: AbsABTS corresponde a absorbancia inicial do ABTS diluido e AbsAmostra

€ a absorbancia da amostra apds a reacao.

4.9.2 DPPH

A atividade antioxidante determinada in vitro por meio do método da atividade
sequestradora de radicais livres, utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi
realizada de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com adapta¢cdes. Aliquotas
de 50uL das amostras, em diferentes concentracdes, foram adicionadas a 150 uL de solucdo
metanolica de DPPH, em microplacas de 96 pocos. O DPPH foi preparado a 100 uM, conforme
Scherer e Godoy (2009) encontra-se dentro da faixa de linearidade para as solugdes de DPPH,
a absorbancia foi aferida utilizando-se o comprimento de onda de 517nm. O trolox e eugenol
foram testados em concentragdes entre 62,5 - 0,49 ug-mL“, 0 OE e a nanoemulsdo de 281,25 a
0,49 ng'mL’!, todas as amostras diluidas de forma seriada de razio 2.

A atividade antioxidante foi expressa em ICso (concentracdo que fornece 50% de
inibicdo), calculada plotando a concentragdo da amostra em relagdo ao efeito de eliminacdo
correspondente dose resposta utilizando-se o software GraphPad Prism 6. O indice de atividade
antioxidante (IAA), foi calculado de acordo com Scherer e Godoy (2009), de acordo com a

equagdo 4:
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IAA = Concentragio final do DPPH® (ug.mL™) / ICso (ug.mL™) 4)

Onde, considerando a massa do DPPH e a massa do composto testado na reagao,
resultando em uma constante para cada composto, independente da concentracio de DPPH
ponto radical e da amostra utilizada. Os autores em seu trabalho consideraram que os extratos
vegetais testados por eles apresentam atividade antioxidante baixa quando IAA<O0,5, atividade
antioxidante moderada quando IAA entre 0,5 e 1,0, forte atividade antioxidante quando TAA

entre 1,0 e 2,0 e muito forte quando TAA >2.0.

4.10 Preparo dos tratamento nos camaroes

Os camardes brancos do Pacifico (L. vannamei) foram adquiridos de um fornecedor
local em Fortaleza, Ceard, Brasil. Apresentando todos os atributos de camardo fresco e nao
continham nenhum conservante. Apds a despesca foram imediatamente armazenados em uma
caixa isotérmica com gelo e transportados para o Laboratério de Tecnologia do Pescado
(LATEPE) na Universidade Federal do Ceard. Ao chegarem ao laboratério os camardes foram
imediatamente lavados com dgua fria (1-3°C) e armazenados em gelo na proporc¢ao de 1:2 (gelo
para camardo) para o proximo estdgio. O processo de preparacdao durou 2h.

Os camardes foram divididos aleatoriamente em trés grupos: controle (grupo sem
tratamento), emulsdao controle com Oleo essencial (Ocimum gratissimum) nas mesmas
concentracdes de NaGC com auséncia de GC e a nanoemulsdao com goma de cajueiro (NaGC).
A aplicacdo do OE e da nanoemulsdo foi realizada por aspersdo utilizando-se 1 mL de
revestimento para 100g de camardo, posteriormente os camardes foram armazenados em
bandejas cobertos com filme de polietileno, armazenados sob refrigeracdo a 4 + 0,5°C em uma
estufa incubadora BOD por 16 dias. A amostragem foi realizada a cada 4 dias de

armazenamento.

4.11 Avaliacao da melanose

A andlise da melanose foi realizada por 15 avaliadores em um painel de 6 camardes,
a pesquisa foi realizada através de formulério eletronico no qual as fotografias dos camardes
imediatamente apds a captura (tempo inicial) com e sem tratamento, a cada 4 dias em um total

de 16 dias de armazenamento refrigerado, eram fotografados e apresentados aos avaliadores via
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Google Formulério, tais medidas foram adotadas diante do distanciamento social causado pela
pandemia da Covid-19.

A escala visual que verificava manifestacao de manchas pretas nos camardes, foi
utilizada de acordo com Montero, Lopez-Caballero e Perez-Mateos (2001) (com modifica¢do
da escala desenvolvida por Otwell e Marshall, 1986), onde a intensidade da melanose de
camardo apresentou uma escala de pontuacdo de 10 pontos (0—10), onde a pontuacdo 0
correspondia a nenhuma melanose (ausente). Os painelistas foram solicitados a dar a pontuacao
da melanose (0-10), onde 0= ausente; 2= leve (até 20% da superficie dos camardes afetada);
4= moderado (20—40% da superficie dos camardes afetada); 6 = notdvel (40-60% da superficie
dos camardes afetada); 8= severo (60-80% da superficie dos camardes afetada); 10=

extremamente pesado (80—100% da superficie dos camardes afetada).

4.12 Analise microbiolédgica

A quantificacdo de bactérias psicrotroficas seguiu as recomendagdes da American
Public Health Association (APHA), na sua quarta edi¢gdo do Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001). Amostras de 25 g de cada
tratamento foram maceradas e homogeneizados em 225 mL de soluc¢ao salina a 0,85% (m/v) de
NaCl, correspondendo a diluicdo de 107!. Deste homogenato, foi retirada uma aliquota de 1 mL
e diluida em 9 mL de solugdo salina 0,85%, correspondendo a diluicdo 1072, e assim
sucessivamente até a dilui¢io 10°°.

Os tubos de cada diluicdo, das amostras, foram homogeneizados com auxilio de um
agitador de tubos (Vortex modelo QL-901). De cada dilui¢ao foi retirada uma aliquota de 1 mL
e inoculada em placas de Petri, em duplicata, na qual foram colocados 15 mL de Agar Padrao
para Contagem (PCA) pela técnica de pour plate. As placas para contagem de bactérias
psicrotréficas foram invertidas e incubadas a temperatura de 7°C por 10 dias em Estufa de
incubag¢do do tipo DBO (QUIMIS modelo Q315M26). Os dados microbiolégicos foram

convertidos em logaritmos do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/g).

4.13 Analises fisico-quimicas dos camaroes
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4.13.1 Determinacao do pH

O potencial hidrogenidnico foi determinado de acordo com as Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (2008), 10 g dos camardes foram macerados e homogeneizados em
100 mL de 4gua destilada por 30 segundos, posteriormente filtrados em papel filtro n° 1, o pH

foi aferido na amostra filtrada com o auxilio do pHmetro digital (Kasvi modelo K39-1014B).

4.13.2 Analise do nitrogénio das bases voldteis totais (N-BVT)

A andlise do N-BVT foi realizada por destilagdo a vapor de extrato dos camardes
em TCA, de acordo com o método relatado por Malle e Tao (1987), com modificacdes. O
extrato foi preparado homogeneizando-se 10 g da amostra do camarao previamente trituradas
em um multiprocessador, com 90 mL de solucio de 4cido tricloroacético (TCA) 7,5% (v/v),
ficando em repouso por 5 minutos. Posteriormente o homogeneizado foi filtrado em papel de
filtro n° 1 para obtenc¢do do extrato. No tubo de destilagdo foram adicionados 25 mL do extrato
filtrado com 5 mL de hidréxido de s6dio 10% (m/v). Utilizou-se, ainda, dcido bérico 4% (m/v)
com 0,04 mL de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol) no erlenmeyer
para a destilacao.

A destilagao foi realizada no destilador de Nitrogénio (TECNAL modelo TE-036/1)
até obter o volume total de 50 mL de solucdo no erlenmeyer. As quantidades de N-BVT foram
calculadas a partir do volume de 4cido sulfurico 0,05 M utilizado para a titulacdo. Os valores
foram expressos em miligramas (mg) de nitrogénio por 100 g de musculo, calculado através da

equacgdo 5, a seguir:

N-BVT = (14 g/mol x a x b x 300) / 25 mL 5)

Onde: a= mL de 4cido sulfirico gasto na titulacdo; b= normalidade do acido

sulftdrico (0,1).

4.13.3 Anadlise das substdncias reativas ao dcido tiobarbitirico (SRATB)

A oxidagdo dos lipidios das amostras foi medida por meio das substincias reativas
ao acido tiobarbitirico (SRATB), conforme por Vyncke (1970). O extrato foi preparado

homogeneizando-se 10 g da amostra do camardo previamente ftrituradas em um


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713520302450?casa_token=V36RTEu7Oe4AAAAA:ceorZkH8JCV-HIt8I7VE142UAGdJAuqyr880-X8d8JKUYecwvhg2bUsgcOAWxONh8IJjyffef53G#bib46

57

multiprocessador, com 50 mL de solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) 7,5% (v/v), ficando
em repouso por 5 minutos. Posteriormente o homogeneizado foi filtrado em papel de filtro n°® 1
para obtencdo do extrato. Foram entdo adicionados 5 mL de homogeneizado e 5 mL de dcido
tiobarbitdrico a 0,02 M, sendo homogeneizados com auxilio de um agitador de tubos (Vortex
modelo QL-901). Para o branco utilizou-se 5 mL 4cido tiobarbitdrico e 5 mL de dgua destilada.
Em seguida os tubos foram aquecidos a 90°C em banho-maria (Microproce SSADO, modelo
0215M2, Quimis) por 10 min e posteriormente foram resfriado em 4dgua com gelo para o
desenvolvimento de uma coloragao rosa.

A absorbancia do sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro a 532 nm. Para
encontrar o valor de SRATB em mg de malonaldeido (MDA) equivalentes/kg de musculo do
camardo (mg de MDA eq/kg de misculo), utilizou-se a curva padrdo a partir de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP). A evolucio da oxidacdo da gordura foi acompanhada pela alteracao

da concentragdo de substancias reativas com o 4cido tiobarbitdrico.

4.14 Analises estatisticas

ANOVA Two-way foi usada para analisar o didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersidade, potencial Zeta, eficiéncia de encapsulagdo, avaliacdo da melanose, analise
microbioldgica dos camardes, determinacdo do pH, andlise do nitrogénio das bases volateis
totais (N-BVT) e Andlise das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (SRATB). Para a
andlise de AFM, ABTS e DPPH ANOVA One-way foi aplicada. As compara¢des multiplas
foram realizadas pelo teste de Tukey e, para a andlise da rugosidade por AFM. Para a andlise
do diametro médio de particulas de AFM, o teste t foi aplicado. A andlise estatistica foi realizada

com o software GraphPad Prism 6. Diferencas significativas foram consideradas para p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise do é6leo essencial

A andlise da composicdo do OE de Ocimum gratissimum por GC-MS das folhas
colhidas no Estado do Piaui revelou 8 componentes diferentes (FIGURA 11), os compostos
identificados sd@o mostrados na Tabela 2. Mostrou-se predominantemente composto por
Fenilpropanoide (Eugenol), monoterpenos (L-B-Pineno, cis-B-Ocimeno, 1,8-Cineol, o-
terpineol) e sequesterpenos (B-cariofileno, B-Selineno, a-Selineno). Eugenol (51,19%) e 1,8-

cineol (29,55%), foram os componentes mais representativos.

Figura 11 - Cromatograma GC-MS do 6leo essencial de Ocimum gratissimum. Os nimeros
sobre o0s picos sdo referentes aos compostos da Tabela 2
(x1.000,000)
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Fonte: Araujo et al. (2021).

Para a folhas de O. gratissimum colhidas no Estado do Ceard para andlise da
composi¢cdo do OE por GC-FID revelou 13 componentes diferentes (FIGURA 12), os
compostos identificados sdo mostrados na Tabela 3. Os constituintes predominantes do OE
também consistiu no eugenol (47,31%) em menor quantidade e no 1,8-cineol (30,74%) em
maior quantidade, em relacdo ao OE do Estado do Piaui. Corroborando com Castro et al. (2018)
e Oliveira Barbosa et al. (2021) que determinaram 52,99% e 47,03% de eugenol e 24,68% e
22,10% de 1,8-cineol, para os Estados do Piaui e Cear4, respectivamente, para OE da mesma

espécie de planta. A composi¢do quimica dos 6leos essenciais de plantas pertencentes 2 mesma

'ARAUIJO, Thais Danyelle Santos et al. Nanoemulsion of cashew gum and clove essential oil (Ocimum
gratissimum Linn) potentiating antioxidant and antimicrobial activity. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 193, p. 100-108, 2021. ANEXO A.
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espécie pode variar significativamente dependendo da variedade de cultivares, ambiente,
altitude, métodos de cultivo, tipos de solo, temporada e época de colheita (OLIVEIRA
BARBOSA et al., 2021; DUNG et al., 2021).

Tabela 2 - Composi¢do quimica do 6leo essencial Ocimum
gratissimum obtido pela extracdo de plantas do Estado do
Piaui e analisado por GC-MS

N° Componentes TR IS (%)

1 L-B-Pineno 36,86 96 1,62 +0,42
2 cis-f-Ocimeno 39,40 98 4,46 + 0,10
3 1,8-Cineol 3992 95  29,55+0,17
4 a-terpineol 48,95 91 0,73 £0,14
5
6
7

Eugenol 57,12 97 51,19 + 0,30
B-Cariofileno 62,54 96 4,35 +0,10
B-Selineno 65,56 93 5,63 +0,10

8 o-Selineno 65,89 89 1,57 +£0,11

Fonte: Araujo et al. (2021).
TR = tempo de retengdo (min); IS = Indice de similaridade (%);
(%) = porcentagem de compostos no 6leo essencial.

Eugenol € um hidroxifenilpropeno naturalmente presente em 6leos essenciais de
varias plantas pertencentes as familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Myristicacea
(MARCHESE et al., 2017). Este composto € um acido fraco solivel em solventes organicos e
extraido principalmente do 6leo de cravo-da-india, noz-moscada, canela, manjericdo e louro
(NEJAD; OZGUNES; BASARAN, 2017). Do ponto de vista nutracéutico, o eugenol é um
componente interessante dos 6leos essenciais devido ao seu alto potencial antioxidante e
antibacteriano (KOROCH; SIMON; JULIANI, 2017).

O eucaliptol (1,8-cineol) estd presente em 6leos essenciais de plantas como alecrim
e louro, constituindo o principal componente do 6leo essencial de eucalipto (RODENAK-
KLADNIEW et al., 2021). O uso de 1,8-cineol, um componente natural clinicamente preparado
como um ingrediente anti-inflamatdrio ativo, estd bem estabelecido para a terapia de doengas
das vias aéreas, como sinusite cronica e bronquite, doenga pulmonar obstrutiva cronica e asma

bronquica (GREINER et al., 2013), em além de demonstrar a capacidade de prevenir lesao

'ARAUIJO, Thais Danyelle Santos et al. Nanoemulsion of cashew gum and clove essential oil (Ocimum
gratissimum Linn) potentiating antioxidant and antimicrobial activity. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 193, p. 100-108, 2021. ANEXO A.
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pulmonar aguda, podendo ser utilizado como recurso preventivo ou nutricional contra doengas
respiratdrias agudas (GONDIM; SERRA; CAVALCANTE, 2019).

Figura 12 - Cromatograma GC-FID do 6leo essencial de Ocimum gratissimum. Os nimeros
sobre o0s picos sdo referentes aos compostos da Tabela 3
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 3 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum do
Estado do Ceara e analisado por GC-FID

Pico Componente? IRCP IRLS Area (%)¢
1 o-Pineno® 936 943 0,93
2 Sabineno® 976 982 0,57
3 PB-Pineno® 981 986 2,90
4  Mirceno® 995 995 -

5  1,8-Cineol" 1033 1040 30,74
6  Linalool" 1107 1103 0,97
7  a-Terpineol® 1200 1196 1,20
8  Eugenol® 1361 1365 47,31
9 E-Cariofileno" 1421 1427 4,23
10  oa-Humuleno” 1463 1461 0,46
11 y—Muurulenoh 1483 1488 0,55
12 B-Selineno® 1488 1493 6,22
13 a-Selineno” 1497 1501 1,97
“Monoterpeno hidrocarboneto 2,43
"Monoterpeno oxigenado 27,66
£Fenilpropanoide 55,23
hSesquiterpeno hidrocarboneto 12,96
Total identificado 98,29

Fonte: dados da pesquisa.

*Compostos identificados por correspondéncia espectral com a literatura (ADAMS, 2017).
*Indice de retengdo calculado em coluna HP5-MS.

“[ndice de reten¢ao da literatura (MELO et al., 2019a).

dAreas relativas determinadas por GC-FID.
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Eugenol e eucaliptol (1,8-cineol) s@o substincias classificadas como reconhecidas
como seguras (GRAS) pela Food and Drug Administration, sendo amplamente utilizadas para
diversos fins em diversos setores, como farmacéutico, alimenticio e cosmético, agricola e outros
(NEJAD; OZGUNES; BASARAN, 2017; LIMA et al, 2021). No entanto, as atividades
anteriores para os OEs sdo limitadas devido a sua baixa solubilidade e estabilidade aquosa, sdo
substancias altamente voldteis com baixa estabilidade quimica, sendo sensiveis a oxidacdo e
interacdes quimicas (MARCHESE et al., 2017; SHAO et al., 2018), a estabilizacdo em um

sistema nanoestruturado é proposta para melhorar os aspectos acima mencionados.

5.2 Caracterizacio da Goma do Cajueiro (GC)

A Figura 13A mostra os espectros de RMN de 'H de GC. O sinal a 1,3 ppm est4
relacionado ao CH3 da ramnose. Os deslocamentos quimicos de 3,5 a 4,0 ppm correspondem a
H-2 a H-5. Os sinais em 4,3 e 4,8 indicam o H-1 de B-D-galactose (1 — 6) e a-L-ramnose,
respectivamente. Os sinais atribuiveis aos prétons anoméricos sdo vistos em 4,6-5 ppm. A

Figura 13B mostra os espectros de *C RMN de GC.

Figura 13 - Espectro de RMN de 'H (A) e °C (B) da goma do cajueiro em D>O
A
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Fonte: Araujo et al. (2021)".

'ARAUJO, Thais Danyelle Santos et al. Nanoemulsion of cashew gum and clove essential oil (Ocimum
gratissimum Linn) potentiating antioxidant and antimicrobial activity. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 193, p. 100-108, 2021. ANEXO A.



62

O deslocamento quimico a 16,7 ppm indica a presenca de ramnose CH3. Os desvios
quimicos nas regides de 60,3-81,1 ppm podem ser atribuidos aos sinais C-2 e C-6. Sinais de
carbono anomérico indicam a presenca de B-D-galactose (1—3) (103 ppm), B-D-galactose
(1—6) (104 ppm), a-L-ramnose (100,9 ppm) e a-L -arabinose (107 ppm). O deslocamento
quimico em 175,2 ppm ¢é caracteristico de carbonila (PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998;
QUELEMES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019).

5.3 Caracterizaciao das nanoemulsoes

Na Figura 14 verifica-se a imagem fotografica das nanoemulsdes formuladas. As
vdrias técnicas de caracterizagdo para as nanoemulsdes incluem determinacdo do tamanho de
particula, indice de polidispersividade, potencial zeta, determinacdo da eficiéncia de
encapsulamento, bem como caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho por

transformada de Fourier e microscopia eletronica (GURPREET; SINGH, 2018).

Figura 14 — Fotografia das
nanoemulsdes formuladas

NbGC

NaGC

~—

I

Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.1 Diametro hidrodinamico, indice de polidispersividade, potencial zeta e eficiéncia de

encapsulamento e estabilidade temporal

Em aplicagdes priticas, é importante que as nanoemulsdes tenham um prazo de
validade suficientemente longo apds a sua formacgdo, que € verificado por sua estabilidade de
armazenamento (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2014). A estabilidade das nanoemulsdes estao
relacionadas a sua composi¢do, concentragdo, tamanho, estado fisico, encapsulamento e

propriedades interfaciais das particulas (BORTHAKUR et al., 2016).
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O diametro hidrodindmico médio encontrado para as formulacdes foram 180,87 +
2,44 (NaGC) e 108,17 + 1,69 (NbGC) (GRAFICO 1A). Esses valores foram estatisticamente
diferentes (p <0,001). O menor didmetro foi verificado para o método de alta energia, que
promove maior agitacdo durante a sintese, demonstra que o tamanho das gotas formadas
depende da velocidade de agitacdo, o mesmo foi verificado por Sugumar et al. (2016). Os
valores encontrados concordam com o tamanho médio de goticulas de nanoemulsdes O/A, que

variam entre 10 e 500 nm (ABDELRASOUL; EID; BADAWY, 2020).

Grafico 1 - Analise da estabili,dade das nanoemulsdes durante 37 dias de armazenamento. (A)
Diametro hidrodinamico; (B) Indice de polidispersidade; (C) potencial Zeta; (D) Eficiéncia de
encapsulamento
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Fonte: Araujo et al. (2021)".
Valores expressos em média + desvio padrdo.

Os diametros hidrodinamicos verificados apds a sintese estdo de acordo com os

resultados evidenciado por Silva Giindel et al. (2018) ao utilizarem alta agitagdo pelo
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equipamento Ultra-Turrax para incorporacdo de OE de O. basilicum, o didametro médio foi de
119 £ 1,13 nm e por Onyebuchi e Kavaz (2019) ao utilizarem baixa energia para nanoemulsao
quitosana com OE de O. gratissimum. 134,9 £ 6,73 - 135,5 + 10,48 nm. Na presente pesquisa
a formulacdo sintetizada na auséncia de goma do cajueiro através da metodologia de baixa
energia, apresentou didmetro médio de 475,30 + 15,10 nm, observando-se melhores resultados
quando a GC ¢ inserida no sistema, com diminui¢do do tamanho em até trés vezes.

As nanoemulsdes apresentaram variacao no didmetro hidrodinamico médio durante
os 37 dias (GRAFICO 1A) de avaliacdo, com aumento de tamanho. Tayel er al. (2013)
atribuiram tal comportamento a uma agregacdo transitéria que pode ocorrer durante o
movimento browniano. No entanto, uma diminui¢do € evidente entre o 14° e 37° dia (p
<0,0001). De acordo com Li et al. (2016), durante o armazenamento, os emulsificantes podem
interagir com as goticulas de 6leo de forma mais compacta, reduzindo o tamanho das micelas.

Além disso, a variacdo do potencial zeta, pode estar correlacionada com o tamanho
da nanoparticula no sistema (LI; LU, 2016). Observou-se que quando hd uma diminui¢do no
diametro da particula (GRAFICO 1A), ha um aumento no potencial zeta (GRAFICO 10).
Quanto maior o potencial zeta, mais forte € a repulsdo entre as particulas e mais fraca é a
tendéncia de agregacdo, conforme sugerido por Wu et al. (2018). Além de que, nenhuma
separacdo de fases foi observada durante os dias de armazenamento, demonstrando fortemente
a boa estabilidade a longo prazo das amostras.

No caso do DLS, além do tamanho, a distribui¢do da forma da particula também &
determinada. O indice de polidispersidade (IPD) indica a uniformidade do tamanho da gota na
nanoemulsdo. Essa medida de homogeneidade das particulas que varia de 0 a 1. Quanto mais
proximo de zero o valor do IPD, mais homogéneas sdo as particulas (PATEL et al., 2011;
JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015). No presente estudo, foram encontrados valores
proximos a zero para a formulagao NbGC, que foi sintetizada pelo método de alta energia (0,15
+ 0,01). A formulacdo obtida pelo método de baixa energia (NaGC), por sua vez, apresentou
valor intermediério (0,51 £ 0,01). Quando as formula¢des foram analisadas na auséncia de GC,
foi observado um valor superior mais proximo de 1 (0,74 +0,10).

A formulagio NaGC apresentou diminui¢do no IPD (GRAFICO 1B) e permaneceu
estavel até o final do experimento, o que também € evidenciado na distribui¢do de tamanho.
Esses dados sdo apresentados na Figura 15B, onde € possivel observar uma distribuicio
monomodal no 37° dia para ambos os métodos de sintese. De acordo com El-Sayed et al. (2017),

uma distribuicdo monomodal leva a uma dispersdo fisicamente mais estavel.
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Figura 15 - Distribuicdo de tamanho das nanoemulsdes por
espalhamento dindmico de luz (DLS) com 1 e 37 dias de
armazenamento. (A) NaGC e (B) NbGC
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Fonte: Araujo et al. (2021).

O potencial zeta ({) ¢ determinado em mV e informa a carga elétrica superficial na
interface da gota (WU et al.,, 2018). A GC apresentou potencial { negativo (-22,10 = 1,76),
corroborando com Quelemes et al. (2017) e Amorim et al. (2019). Valores negativos de (
também foram encontrados para as nanoemulsdes (GRAFICO 1C), que podem estar associados
a sitios carboxilados presentes no GC (OLIVEIRA; PAULA; DE PAULA, 2014). Uma carga
superficial negativa é considerada uma vantagem, uma vez que nanoparticulas com superficies
carregadas negativamente reduzem a bioadesdo das proteinas plasmdticas e uma baixa taxa de
captacdo de células inespecificas (ZHANG et al., 2012). Além disto, atividade bactericidas
prolongadas foram verificados em nanoemulsoes carregada negativamente (SHARIF et al,,
2017).

O potencial zeta das nanoemulsdes apds 37 dias de armazenamento foi maior (em
valor absoluto) que os iniciais -19,10 + 1,28 para NaGC e -16,60 + 1,47 mV para NbGC,
correspondendo a -31,60 + 0,57 e -26,80 + 0,28 mV, respectivamente, apresentando diferenca

estatistica em relacdo ao inicial (p <0,001). O valor absoluto do potencial zeta >30 mV pode
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inferir a estabilidade coloidal da nanoemulsdo (GURPREET; SINGH, 2018), perfil observado
para o NaGC.

A quantidade de OE no sistema nanoemulsificado foi determinada pela eficiéncia
de encapsulamento (EE%) (GRAFICO 1D). Os valores de EE% para as formulacdes nao foram
estatisticamente diferentes, correspondendo a 88,81 + 6,61% para NaGC e 94,19 + 0,33% para
NbGC. Valores elevados de EE% sdo uma caracteristica desejdvel para o sistema (HASANI;
OJAGH; GHORBANI, 2018), contudo, no 37° dia de armazenamento, a NbGC apresentou uma
diminui¢cdo em 31,55% do teor inicial de OE, o que pode estar relacionado com a
desestabilizacdo do sistema e volatilizagao do OE. A nanoemulsdao NaGC manteve os niveis de
OE, sem diferenca estatistica durante o periodo avaliado. Esses resultados sugerem que esta
amostra tem melhor estabilidade para uma aplicacio de longo prazo.

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) € a microscopia de
espalhamento de luz a laser com uma camera de dispositivo de carga acoplada, que permite a
visualizagdo e registro de nanoparticulas individuais se movendo sob 0 movimento browniano
em solucdo (CRUCHO; BARROS, 2017).

A andlise de NTA foi realizada para a nanoemulsio NaGC devido a sua maior
estabilidade temporal e corrobora com a andlise DLS, mostrando uma amostra polidispersa com

didmetro hidrodinamico médio de 166,90 + 0,20 nm (FIGURA 16).

Figura 16- Distribui¢do do didmetro hidrodinamico do NaGC
obtido por medidas de NTA. As amostras foram diluidas na
propor¢ao 1/50.000 e analisadas na célula de fluxo a 2 uL/min
com a captura de cinco videos de 1 min de duracio cada
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Fonte: Araujo et al. (2021)".
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5.3.2 Analise de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) fornece as
informacdes dos diferentes grupos funcionais presentes em uma amostra (DASGUPTA;
RANJAN; GANDHI, 2019). O espectro OE, representado na Figura 17, mostrou absorgdes
caracteristicas para o eugenol na regido de 1639 cm™! correspondendo a C=C, para 1267, 1236
e 1036 cm™! atribuiu-se a C-O, 993, 914 e 796 cm™ ao CH fora do plano. Para 1,8-cineol na
regido de 1379, 1215 e 842 cm™! foram atribuidas a ligagdo CH3(CO), C-O-C e dobramento C-
H fora do plano, respectivamente (BARANSKA et al., 2005; SCHULZ et al., 2005; HASANI;
OJAGH; GHORBANI, 2018; HZOUNDA et al., 2016), corroborando com a analise de
caracterizacdo do OE GC-MS.

Figura 17 - Espectros FTIR das nanoemulsdes e seus precursores. Oleo
essencial (OE), nanoemulsdo formulada com goma do cajueiro e 6leo
essencial de Ocimum gratissimum pelos métodos de baixa (NaGC) e alta
(NbGC) energia, goma do cajueiro (GC)

Caracteristico do 6leo essencial | Caracteristico da goma do cajueiro

OE

T A

% Transmitancia

— + 1 - T  T1 - T T T 7 — 1 1
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Numero de onda (cm™)
Fonte: Araujo et al. (2021, com adaptagdes)’.

O espectro de GC mostra picos fortes em 1150 cm™, atribuidos a CO (carbono

anomérico) (RIBEIRO et al., 2020), vibragdes entre 1072-1077cm’! sdo atribuidas a vibragdes
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de alongamento C-O-C (Ligacdo glicosidica) e 1031-1036 cm™ a flexio OH de 4lcoois
(PITOMBEIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020). Tais resultados corroboram os obtidos
por Amorim et al. (2019) para GC isolado.

No espectro das nanoemulsdes, as bandas caracteristicas do OE e do GC estao presentes,
mas apresentaram intensidade diminuida, o que sugere que as nanoemulsdes sdo formadas pelo
polimero e pelo oOleo essencial. Nao foi observada diferenca entre os espectros das
nanoemulsdes formuladas, indicando que ambas as amostras possuem basicamente a mesma

constitui¢do (polissacarideo e OE).

5.3.3 Morfologia das micelas da nanoemulsdo

A técnica de microscopia de forca atdbmica (AFM) € usada para investigar a forma
e o tamanho, as propriedades fisicas de nanoparticulas, como rugosidade, tamanho de gota e
morfologia da superficie (BORTHAKUR ez al., 2016). A morfologia das micelas da
nanoemulsdo de NaGC obtida por AFM € mostrada nas Figura 18A, B e C. A Figura 18A,
mostra que as particulas sdo esféricas e massivas, sem muita variagdo em sua distribui¢do de
tamanho, além de apresentarem uma superficie lisa. Particulas em formatos esféricos também
foram verificadas para nanoemulsdes por Silva Giindel er al. (2018). Pavoni et al. (2020)
relatam que as estruturas nas NEs sdo geralmente esféricas, pois sdo o resultado da reducao da
area interfacial como consequéncia do pequeno raio e da alta tensao interfacial.

A AFM ¢ particularmente ttil para verificar-se quando hd duas ou mais fases em
uma nanoestrutura, como as nanoparticulas de lipidio-biopolimero (LUO; WANG; ZHANG,
2020). Nas Figuras 18B e 18C, em relacdo a imagem de fase, os NaGCs exibem diferentes
contrastes em sua superficie e nucleo. Com a imagem de fase, € possivel monitorar as possiveis
transicdes entre diferentes materiais (MAGONOV; ELINGS; WHANGBO, 1997), que neste
caso corresponde ao polissacarideo: OE. A micela é composta por um nicleo de 6leo
circundado por monocamadas de surfactante, ou multicamadas, direcionado com as caudas
apolares em direcdo ao nucleo lipofilico e as cabecas polares em direcio a fase aquosa

(PAVONI et al., 2020).
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Figura 18 - Imagens AFM de NaGC: imagem 3D Height - 15 x 15 um (A); Imagem de
fase 2D - 15 x 15 um (B); Imagem de fase 2D - 3 x 3 um (C) e grafico de distribuicao
do didmetro de particula (D). Imagens com resolug¢do de 512 x 512 pixels
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Fonte: Araujo et al. (2021)".

A AFM ¢ particularmente ttil para verificar-se quando ha duas ou mais fases em
uma nanoestrutura, como as nanoparticulas de lipidio-biopolimero (LUO; WANG; ZHANG,
2020). Nas Figuras 18B e 18C, em relacdo a imagem de fase, os NaGCs exibem diferentes
contrastes em sua superficie e nicleo. Com a imagem de fase, € possivel monitorar as possiveis
transi¢Oes entre diferentes materiais (MAGONOV; ELINGS; WHANGBO, 1997), que neste
caso corresponde ao polissacarideo: OE. A micela € composta por um nucleo de odleo
circundado por monocamadas de surfactante, ou multicamadas, direcionado com as caudas
apolares em direcdo ao nucleo lipofilico e as cabecas polares em direcdo a fase aquosa
(PAVONI et al., 2020).

Na Figura 18D € possivel observar os diametros obtidos para o NaGC,

demonstrando que a nanoemulsdo possui particulas com tamanho minimo de 14,98 nm e

tamanho maximo de 54,46 nm. A maioria das particulas tem tamanhos entre 14-30 nm, com
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um didmetro médio de 22,70 + 8,27 nm. Os didmetros obtidos por AFM s3o bem menores
quando comparados aos obtidos por DLS e NTA, o que pode estar relacionado a possivel
aglomeracdo de particulas em meio liquido, quando analisado por técnicas de espalhamento de
luz (BRAR; VERMA, 2011; EATON et al., 2017). Deve-se notar também que esses métodos
sdo baseados em mecanismos totalmente diferentes e empregam diferentes processos de

preparacdo de amostras, o que pode levar a discrepancia dos resultados (LIU ez al., 2007).

5.4 Estudo computacional

A diferenca observada no tamanho das nanoparticulas em presenca da goma do
cajueiro foram melhor avaliadas através de métodos computacionais de dindmica molecular. O
processos foram realizados inicialmente mantendo os componentes do sistemas de forma bem
dispersa, conforme apresentado na Figura 19A e 19B. Ao final das simulagdes, a formagao de

nanoparticula pdde ser observada para ambos os sistemas Figuras 19C e 19D.

Figura 19 — Sistemas simulados por dindmica molecular; sistemas iniciais (tempo zero)
(A) sem e (B) com goma do cajueiro; sistemas finais (C) sem e (D) com goma do
cajueiro

Fonte: dados da pesquisa.
e cinza — tween 80, e verde — 1,8 cineol (eucaliptol), »laranja — eugenol, ® azul — goma do cajueiro.
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Uma caracteristica comum nos dois casos, com (FIGURAS 19C e 19D) e sem
(FIGURAS 19A e 19B) a goma do cajueiro foi a permanéncia do 1,8-cineol em torno da
superficie da nanoparticula, enquanto que o eugenol manteve-se mais emaranhado no interior
do sistema. Além disso, na simulacdo em que ha presenca de GC observou-se uma nao adesao
de todos os componentes do sistema na nanoparticula, o que nao foi observado para o outro
sistema. No sistema em que nao hé presenca da goma, verificamos uma totalidade de todos os
residuos pertencentes ao sistema na geracao da estrutura final.

A presenca da GC agrupa uma menor quantidade tanto de 1,8-cineol, eugenol e
surfactante na estrutura final da nanoparticula formada. Provavelmente, uma menor quantidade
de residuos na formagdo da nanoparticula na presenca da goma do cajueiro leve a uma menor
estrutura, o que ndo significa menor efetividade da sua atividade em relacao a auséncia de GC.
Corroborando com a andlise do didmetro hidrodindmico do sistema por DLS onde o diametro
médio sem a goma foi de até 3x superior (475,30 nm) do que o verificado na presenca da goma
(108 nm — 180 nm), independente do sistema utilizado.

Os didmetros para medidos para as nanopariculas nos sistemas sem € com a goma
foram de 37 nm e 28 nm, respectivamente. O fato de estas medidas terem sido realizados a
partir de um processo cldssico computacional deve ser considerando, uma vez que a quantidade
molecular dos componentes ndo conferem as mesmas experimentas, sao apenas equivalentes,
ou proporcionalmente molares. O didmetro da nanoparticula com a goma estd de acordo com

didmetro médio verificada por AFM que corresponde a 22,70 + 8,27 nm (FIGURA 18D).

5.5 Atividade antibacteriana

A concentragdo mais baixa de agente antimicrobiano que inibe completamente o
crescimento do organismo em pocos ou tubos de microdilui¢do, detectada a olho nu, é chamada
de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). A estimativa mais comum da atividade bactericida
¢ a determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), que é definida como a
concentragdo que mata 99,9% ou mais dos indcuos iniciais, enquanto os agentes bacteriostaticos
simplesmente inibem o crescimento bacteriano (SRIVASTAVA; FATIMA, 2021).

As concentragdes inibitérias minimas das bactérias foram analisadas com 1 e 37
dias de armazenamento (TABELA 4). A CIM do OE de O. gratissimum foi de 1,30 mg-mL™",
sem diferenca entre as trés bactérias testadas. No entanto, a CBM foi menor para as bactérias
Gram-negativas E. coli (2,59 mg:mL ") e S. enterica (2,59 mg'mL ') quando comparada com

a Gram-positiva S. aureus (20,72 mg-mL ). No estudo realizado por Chimnoi et al. (2018) para
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OE O. gratissimum, os valores de CIM obtidos para E. coli (2,0 mg:mL™) e S. aureus (2,0
mg-mL™") também ndo diferiram entre si, a CBM também foi inferior para E. coli (2,0 mg-mL~
1) em relagdo ao S. aureus (4,0 mg'mL™ '), que por sua vez foi inferior ao do presentes estudo.
O efeito diferente para OE da mesma espécie € atribuido as diferencas nos constituintes
quimicos do 6leo essencial. Embora, Chiminoi et al. (2018) tenha encontrado o eugenol
(55,6%) em concentracdes proximas ao do presente estudo, o segundo componente mais
abundante foi o cis-ocimeno (13,9%), no presente estudo, o 1,8-cineol (29,55%) apresenta baixa
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (LI et al., 2014), fato este, que pode

estar relacionado ao elevado valor da CBM encontrada para S. aureus.

Tabela 4 - Valores de CIM e CBM das nanoemulsdes e 6leo essencial de O.
gratissimum contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella

enterica
CIM - CBM (mg-mL™)
Amostras S. aureus E. coli S. enterica
ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 14028
1 Dia
NaGC 0,65-5,18 0,65-1,30 1,30-1,30
NbGC 0,65-0,65 0,65-5,18 1,30-1,30
37 Dias
NaGC 0,65-5,18 0,65-1,30 1,30-1,30
NbGC 1,30-1,30 1,30-5,18 2,59-2,59
OE 1,30-20,72 1,30-2,59 1,30-2,59
GC - - -

Fonte: Araujo et al. (2021, com adaptagdes)’.
OE - 6leo essencial. GC — Goma do cajueiro + Tween 80. Nanoemulsdo formulada com goma
do cajueiro e dleo essencial por métodos de baixa (NaGC) e alta (NbGC) de energia.

Como substancias lipofilicas tipicas, os OEs s@o capazes de atravessar a parede
celular e a membrana citoplasmatica, tendo um efeito diferente nas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018). Prevé-se que as
bactérias Gram-negativas tenham maior tolerancia aos OEs do que as Gram-positivas, devido

a barreira fisica criada pela camada de lipopolissacarideo na membrana da parede celular

'ARAUJO, Thais Danyelle Santos et al. Nanoemulsion of cashew gum and clove essential oil (Ocimum
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externa que limitaria assim a difusdo de compostos hidrofébicos através dela, enquanto esta
membrana extra complexa estd ausente nas bactérias Gram-positivas, que sdo circundadas por
uma parede de peptidoglicano espessa e ndo densa o suficiente para resistir a pequenas
moléculas antimicrobianas, o que facilita o acesso a membrana celular. Além disso, as bactérias
Gram-positivas podem facilitar a infiltragdo de compostos hidrofébicos de OE devido as
extremidades lipofilicas do 4cido lipoteicdico presente na membrana celular (RAO et al., 2019;
SRIVASTAVA; FATIMA, 2021).

As andlises antibacterianas para o OE de O. gratissimum quimitipo eugenol,
verificou-se maior atividade antibacteriana dos OEs para espécies Gram-negativas (JOSHI,
2013; MELO et al., 2019b; VASCONCELQOS et al., 2021). De acordo com Srivastava e Fatima
(2021), geralmente, as propriedades biolégicas dos 6leos essenciais sdo determinadas por seus
componentes principais. O que estaria de acordo com a ac@o do eugenol de forma isolada que
apresentou maior atividade antibacteriana contra Gram-negativas, conforme verificado por
Joshi (2013), Zhang et al. (2017), Jeyakumar e Lawrence (2021) sugerindo que o OE de O.
gratissimum do quimiotipo eugenol, tem maior atividade bactericida contra bactérias Gram-
negativas.

As nanoemulsOes apresentaram melhores resultados em relacdo ao OE para S.
aureus e E. coli, obtendo menores valores de CIM e CBM. Para S. enterica, o valor de CIM
nio foi diferente do observado para o OE, mas a acdo bactericida foi potencializada nas
nanoemulsdes, o que pode ser verificado nos menores valores da CBM. A eficicia
antimicrobiana da nanoemulsido em relacdo ao OE também foi verificada por outros estudos
como Ozogul et al. (2020) para OE de tomilho, onde, os efeitos antimicrobianos das
nanoemulsdes de tomilho contra patégenos de origem alimentar foram significativamente
maiores (p <0,05) do que OE. Moghimi et al. (2016) ao converterem o 6leo essencial de Salvia
(Salvia officinalis) em uma nanoemulsdo, observaram melhor atividade antibacteriana em
relacdo ao OE ndo nanoestruturado. A nanoencapsulacdo do 6leo de manjericdo (Ocimum
basilicum) aumentou seu potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli (SILVA GUNDEL et al., 2018). Yazgan, Ozogul e Kuley (2019) ao convertetem o 6leo
essencial de limao em nanoemulsdo, observaram que houve melhor atividade antimicrobiana
contra patégenos de origem alimentar em relacdo ao OE, contudo, as nanoemulsdes foram

menos eficazes contra bactérias deteriorantes de peixes.
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A reduzida propriedade hidrofébica do 6leo essencial na nanoemulsdo poderia
permitir que suas moléculas tivessem maior contato com a superficie das membranas celulares
da bactéria, permitindo sua ruptura e o vazamento de constituintes celulares, aumentando o
efeito antimicrobiano dos dleos essenciais contra bactérias Gram-negativos (MOGHIMI et al.,
2016). Em geral, a eficécia da transferéncia de compostos lipofilicos bioativos para certos locais
de acdo é promovida devido a maior solubilidade em dgua das nanoemulsdes (WAN et al.,
2018).

A goma do cajueiro e o surfactante ndo apresentaram efeito antibacteriano na
concentracdo utilizada para a formulacao das nanoemulsdes, corroborando com Quelemes et
al. (2017) e Araruna et al. (2020) para GC e Ozogul et al. (2020) e Moghimi et al. (2016) para
Tween 80 nas concentragdes da formulacdo proposta. Vale salientar que a GC purificada
apresenta atividade antibacteriana com CIM de 30 mg/mL, apresentando maior atividade para
bactérias Gram-positivas (CAMPOS et al., 2012). Portanto, podemos inferir que a atividade
antibacteriana das nanoemulsdes estd relacionada aos constituintes presentes no OE. Além
disso, o encapsulamento do O6leo essencial em nanoemulsdo aumentou sua atividade
antimicrobiana, conforme demonstrado pelo menor valor de CIM e CBM obtido para as
nanoemulsdes. Apds 37 dias de armazenamento, houve diminui¢cdo da atividade antibacteriana
da formulacdo NbGC, o que pode estar relacionado a reducdo do OE no sistema, conforme
mostrado no Grafico 1C. Assim, podemos concluir que a concentracdo de OE no sistema
influencia diretamente no CIM e no CBM.

A microscopia de alta resolu¢gdo, como a Microscopia de For¢a Atomica (AFM),
pode revelar as consequéncias mais extremas da exposi¢do a um composto antimicrobiano, ou
seja, deformacdo das células que ocorrem por lise ou danos a parede celular (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012). Na Figura 20 através das imagens obtidas por AFM para S. enterica
€ possivel observar que o perfil morfolégico da bactéria mudou.

As Figuras 20A e 20C mostram o controle morfolégico da célula, com as estruturas
extracelulares caracteristicas da bactéria. Devido a sua capacidade de formar biofilmes, a
producdo exacerbada de polissacarideos capsulares, como o LPS (ANRIANY et al., 2006;
MALCOVA et al., 2008), é comumente observada. Estruturas semelhantes também foram
observadas apds o tratamento com NaGC em concentragao subCIM (FIGURA 20B e 20D).
Porém, a morfologia da célula tratada mostra algumas elevacdes superficiais, bem como uma
leve desorganizagdo celular, apresentando 680 um de altura, enquanto a testemunha apresenta

apenas 430 pm.
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As Figuras 20E e 20F mostram os padrdes de ondulacdo da superficie das células
bacterianas, provavelmente relacionados a arquitetura do peptidoglicano da parede celular
bacteriana. Esses resultados demonstram que, apds tratamento com NaGC, os perfis de
ondulagdo da superficie celular aumentaram, refletindo a rugosidade da membrana

(BEAUSSART; EL-KIRAT-CHATEL,2019).

Figura 20 - Imagens AFM de S. enterica: Controle (bactéria ndo tratada) - imagem 3D (A);
concentracdo sub-CIM - imagem 3D (B); controle (bactérias ndo tratadas) - imagem 2D (C);
concentracdo sub-CIM - imagem 2D (D); (E) indica o histograma de rugosidade da superficie
da célula bacteriana ndo tratada e (F) indica o histograma de rugosidade da superficie da célula
bacteriana tratada na concentracdo sub-CIM. Imagens com resolugdo de 512 x 512 pixels
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Fonte: Araujo et al. (2021)".
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Na Gréfico 2 € possivel observar as medidas de rugosidade média (Ra) para
bactérias tratadas e ndo tratadas (controle). O grafico indica uma mudanga significativa no Ra
apds o tratamento com NaGC, onde os valores de Ra foram 15,96 + 1,17 nm para o grupo
controle e 29,57 + 1,89 nm para o grupo tratado na concentra¢do subCIM. De acordo com Seow
et al. (2014) os OEs podem reagir com lipidios na membrana celular bacteriana, aumentando a
permeabilidade da membrana e perturbando as estruturas celulares originais.
Consequentemente, ocorre um colapso da homeostase, conhecido como estado de constantes

condicdes fisicas e quimicas internas, responsavel pela manutenc¢ao dos sistemas vivos.

Grafico 2 - Grafico da rugosidade média de S. enterica: nao
tratada (controle) e tratada com NaGC (SubCIM)
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Fonte: Araujo et al. (2021)".
Resultados expressos em média + desvio padrdo. Significincia
estatistica foi considerada quando p <0,0001 (*).

A acdo do O. gratissimum OE em bactérias corrobora estudos anteriores. Chimnoi
et al. (2018) observaram que o OE causava ruptura da membrana celular, aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmética e eventual morte bacteriana. O mesmo fato foi
evidenciado por Ghosh, Mukherjee e Chandrasekaran (2014) e Devi et al. (2010) para o eugenol
(constituinte principal do OE). Devi et al. (2010) no estudo realizado contra Salmonella
typhi, observaram a formacdo de poros na membrana plasmdtica, a perda da integridade da
membrana e da superficie celular danificada, apoiando que o modo de agdo bactericida do

eugenol ¢é através da ruptura da membrana e bloqueio adicional do crescimento celular. Esse
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efeito foi atribuido a sua capacidade de desnaturar proteinas e reagir com os fosfolipidios da
membrana celular, alterando sua permeabilidade (BRIOZZO et al., 1989).

A perturbacdo na permeabilidade da membrana celular desativa as bactérias,
permitindo a permeacio de fons e moléculas orginicas de fora da célula e, eventualmente, leva
a perda da integridade da membrana, o que é fundamental para a sobrevivéncia microbiana.
Quando a membrana celular € rompida, parte do contetddo intracelular € liberada, o que pode
ser usado para detectar a eficdcia de um agente antimicrobiano. Além disso, o tamanho
nanométrico das micelas tem a vantagem de aumentar as interacdes do composto ativo com a
membrana celular das bactérias, esse mecanismo de a¢do pode contribuir para diminui¢dao do
desenvolvimento de cepas microbianas resistentes (BLANCO-PADILLA et al., 2014; RAO;
CHEN; MCCLEMENTS, 2019; FALLEH et al., 2020).

5.6 Atividade antioxidante

A capacidade de eliminar os radicais livres é uma das propriedades bioldgicas mais
desejaveis das substancias naturais (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2019). Um radical livre
pode ser definido como qualquer espécie molecular capaz de existéncia independente que
contém um elétron desemparelhado em um orbital atdmico. A presenga de um elétron
desemparelhado resulta em certas propriedades comuns que sdo compartilhadas pela maioria
dos radicais. Eles podem doar um elétron ou aceitar um elétron de outras moléculas,
comportando-se, portanto, como oxidantes ou redutores (OLIVEIRA BARBOSA et al., 2021).
Os compostos antioxidantes podem prevenir, alterar e até acabar com reacdes oxidativas em
concentracdes relativamente baixas. A esse respeito, os OEs e seus constituintes desempenham
um papel fundamental no exercicio da atividade antioxidante (FALLEH et al., 2020)

O ensaio de descoloracdo ABTS fornece uma boa estimativa da capacidade
antioxidante, € aplicavel a ambos os antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (AMINJAFARI et
al.,2016). Na Grafico 3, a capacidade de elimina¢do do radical ABTS das nanoemulsdes e OE
€ mostrada. O potencial antioxidante das nanoemulsdes nao foi estatisticamente diferente entre
as amostras, mas foram superiores e estatisticamente diferentes do OE livre (p = 0,0095) na
concentracdo. Corroborando com Doost et al. (2019), em seu estudo verificaram que a

nanoemulsdo melhorou a atividade antioxidante do timol em comparagdo ao timol livre.
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Grafico 3 - Atividade antioxidante das nanoemulsoes e
do 6leo essencial de Ocimum gratissimum contra o
radical ABTS (%)
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Fonte: Araujo et al. (2021)".
Resultados expressos em média + desvio padrdo. Significancia
estatistica foi considerada quando p <0,05 (*).

A NaGC manteve a atividade antioxidante por até 37 dias de armazenamento
(GRAFICO 4) nio apresentando diferenca significativa entre os dias analisados (p= 0,2168), o
que corrobora com a EE% (GRAFICO 1D) no qual o OE manteve-se estivel na nanoemulsio,

bem como sua atividade antioxidante permanecendo estdvel durante o armazenamento.

Grifico 4 - Atividade antioxidante da nanoemulsio
de Ocimum gratissimum (NaGC) com 1 e 37 dias
apos a sintese contra o radical ABTS (%).
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Fonte: dados da pesquisa.

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Significincia
estatistica foi considerada quando p <0,05 (*).
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O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um radical livre, estdvel em temperatura
ambiente, que produz uma solucdo violeta. Na presenca de componentes antioxidantes, com
um doador de dtomo de hidrogénio, DPPH € reduzido e sua cor violeta desaparece, produzindo
uma solug@o amarelo/transparente. No teste de DPPH, a habilidade do dleo essencial agir como
doador de 4tomos de hidrogénio ou elétrons na transformag¢do de DPPH na forma reduzida de
DPPH — H (difenilpicrilhidrazina) é medida espectrofotometricamente (CANSIAN et al., 2010;
DOOST et al., 2019).

As concentragdes do OE de Ocimum gratissimum, da nanoemulsdo e do eugenol
que € necessdria para inibir 50% do radical DPPH ¢ verificada na Tabela 5, o ICso do menor

pro maior correspondeu: 6leo essencial < nanoemulsao(NaGC) < eugenol.

Tabela 5 — ICso (ug'mL") e indice de atividade antioxidante

frente radical DPPH
Amostras ICso IAA
Nanoemulsio (NaGC) 2.86 + 1,30 13,78
Oleo essencial 5,12 % 1,30° 7,69
Eugenol 1,37 £ 0,40P 28,82
Trolox 4,54 +(0,82? 8,68

Fonte: dados da pesquisa.

ICso - Concentracio da solucdo necessdria para inibir 50% do radical;

IAA - indice de atividade antioxidante. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (p <0,05).

O ICso do OE de O. gratissimum foi 5,12 + 1,30 pg'mL"!, apresentando melhor
atividade em relacdo ao verificado por Oliveira Barbosa et al. (2021), onde o OE (O.
gratissimum) com o mesmo teor de eugenol (47,03%) apresentou menor atividade antioxidante
(ICso = 6,53 pug'mL"), entretanto os autores verificaram menor expressio do eucaliptol
(22,10%) em relacdao ao presente estudo (30,74%), sugerindo que o sinergismo entre os
consitintes do OE (eugenol e eucaliptol) melhorou expressivamente a atividade do OE.
Corroborando com Joshi (2021), os quais observaram que embora o eugenol estivesse presente
em 85,71 + 0,55% no OE, a atividade antioxidante do mesmo ndo foi melhor do que os de
menores concentracdes de eugenol, neste sentido, a divergéncia quantitativa de outras classes
de constituintes dos 6leos essenciais influénciam na atividade antioxidante.

O ICso do eugenol (1,37 ug-mL™!) apresentou melhor atividade em relaco ao trolox
(padrio utilizado), e em relagdo ao encontrado por Oliveira Barbosa et al. (2021) e Joshi (2021),

para OE de O. gratissimum correspondendo a ICso 1,91 e 1,49 ug'mL.


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/hydrogen-atom
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O eugenol apresentou o ICso de 1,37 pg'mL!, a nanoemulsio de 2,86 pgmL'e o
OE de 5,12 pg'mL"", verifricou-se menor ICso para a nanoemulsdo em relagido ao OE, contudo
ndo foram estatisticamente difernte (p >0,05). O eugenol diferiu estatisticamente (p <0,05) do
OE do trolox, entretanto ndo diferiu da nanoemulsio.

De acordo com indice de atividade antioxidante (IAA) temos: eugenol
>nanoemulsdo >trolox >6leo essencial, todos apresentaram atividade antioxidante muito forte
pois encontravam-se maiores que 2, conforme determinado por Scherer e Godoy (2009).

A atividade melhorada de OE na eliminacdo de radicais dos antioxidantes através
do sistema nanoestruturado também foi observada por muitos outros pesquisadores
(SUNDARARAIJAN et al., 2018; ONYEBUCHI; KAVAZ, 2019; DOOST et al., 2019). Doost
et al. (2019) atribuiram a maior atividade para nanoemulsdo em relagc@o ao timol, as moléculas
de timol encapsuladas nas nanoemulsdes que seriam colocadas na interface para que sejam mais
prontamente expostas ao ambiente continuo. Outra razdo que pode ser proposta € a adi¢do de
dgua a qual interrompe a ligacdo e facilita a transferéncia de dtomos de hidrogénio, levando a
uma maior taxa de reacdo de DPPH e, portanto, a uma maior capacidade de eliminagdo de

radicais (SCHAICH; TIAN; XIE, 2015).

5.7 Avaliacao da melanose

Os efeitos dos tratamentos na inibicdo da melanose dos camardes brancos do
Pacifico refrigerados a 4°C sdo mostrados na Figura 21. As pontuacdes de todos os grupos
aumentaram significativamente (p <0,05) junto com o tempo de armazenamento, no entanto,
variou entre os grupos. No inicio do armazenamento (dia 0), nenhuma melanose foi evidente
nos camardes em todos os grupos.

Para os grupos tratados com a emulsdo controle com 6leo essencial (ECOE) e a
nanoemulsao (NaGC) a melanose foi evidenciada no 12° dia (FIGURA 21) e nao foram
estatisticamente diferentes entre si, contudo, apresentaram-se inferiores e significativamente
diferentes do grupo controle (p <0,05). No 16° dia todos os grupos diferiram estatisticamente
entre si, sendo a melanose observada no grupo tratado com nanoemulsio avaliada como leve,

a ECOE como moderado e o grupo ndo tratado (controle) como severo.
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Figura 21 — (A) A pontuacdo e (B) a evolu¢do da melanose em camardes brancos do
Pacifico (Litopenaeus vannamei) tratados com emulsdo controle com o6leo essencial
(Ocimum gratissimum) (ECOE) e nanoemulsdo durante 16 dias de armazenamento a 4 +
0,5°C
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Fonte: dados da pesquisa.

ECOE — emulséo controle do dleo essencial.

Letras mindsculas (a-c) diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos dentro do mesmo
tempo e letras maidsculas (A-D) diferentes indicam diferenga significativa do tratamento em diferentes
tempos de armazenamento teste de Tukey (p <0,05).

A melanose também tornou-se evidente com 4 dias de armazenamento no estudo

realizado por Sharifian et al. (2019) em L. vannamei armazenados em gelo, sem qualquer


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/litopenaeus-vannamei
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/litopenaeus-vannamei
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tratamento e tratados com metabissulfito de sédio (1,25%), os camardes tratados com
metabissulfito de sédio no 16° dia apresentaram a avaliacio da melanose como moderada,
entretanto, recebeu maior pontuagao do que o verificado no presentendo estudo para a ECOE
(FIGURA 21).

Senapati et al. (2017) ao avaliarem a vida de prateleira de Litopenaeus vannamei
refrigerados a 2°C, os autores observaram maiores escores de melanose apds 6 dias de
armazenamento, neste ponto, a superficie do camarao foi severamente afetada pela melanose
(60%-80%) e o produto nao foi apreciado pelos avaliadores.

Alparslan ef al. (2016) verificaram que durante o estudo de armazenamento,
qualidade e vida util de camardo rosa (Parapenaeus longirostris) de &aguas profundas
armazenado a frio, o filme de gelatina comestivel foi eficaz para manter as caracteristicas
sensoriais dos camarOes e a incorporagdao de Oleo essencial de folha de laranja (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) potencializou as caracteristicas protetoras dos revestimentos de gelatina,
mostrando-se eficazes na preven¢do da melanose.

Para o camardo branco do Pacifico (L. vannamei) Laorenza e Harnkarnsujarit
(2021) constataram que o grau de melanose aumentou acentuadamente em camardes embalados
em filmes de controle, enquanto os filmes contendo OEs de citral e carvacrol mostraram
melanose significativamente limitada. Maior concentracdo de OE resultou em menor grau de
melanose, indicando eficiéncia do OE na inibi¢do da melanose em camardes embalados, os
autores correlacionam com o limitado crescimento microbiano pelos filmes contendo OE:s e,
portanto, reduziu o pr6-PPO produzido por bactérias. A enzima PPO ocorre naturalmente sob
as cascas de camardes e outros crustidceos, enquanto o pro-PPO se apresenta como zimdgenos

(GONCALVES; OLIVEIRA, 2016).

5.8 Analise microbioldogica dos camardées

A contagem inicial de bactérias psicrotroficas aerébicas dos camardes foi de 3,17 +
0,07 log UFC/g durante o armazenamento a 4°C + 0,5°C, as bactérias apresentaram um
crescimento lento até o 4° dia de armazenamento e sem diferenga estatistica significativa entre
os tratamentos (p >0,05) com 0 e 4 dias (GRAFICO 5). Entretanto, em relacdo ao dia de

armazenamento, apenas a nanoemulsdo ndo apresentou diferenca entre o dia 0 e 4.
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Grafico 5 — Contagem de bactérias psicrotréficas (log
UFC/g de miusculo) de camardo branco do Pacifico
(Litopenaeus  vannamei) durante 16 dias de
armazenamento a 4 + 0,5°C. As barras representam o
desvio padrao
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Fonte: dados da pesquisa.

ECOE — emulsdo controle do dleo essencial.

Letras mindsculas (a-c) diferentes indicam diferenca significativa
entre os tratamentos dentro do mesmo tempo e letras maidsculas (A-
E) diferentes indicam diferenga significativa do tratamento em
diferentes tempos de armazenamento teste de Tukey (p <0,05).

No 8° dia de armazenamento houve uma elevacdo no crescimento bacteriano em
todos os tratamentos, o grupo controle (sem tratamento) diferiu (p <0,05) do grupo tratado com
a nanoemulsdo, ja o grupo tratado com a emulsdo controle com 6leo essencial (ECOE) nao
diferiu do grupo controle e nem do grupo tratado com a nanoemulsao.

No tempo de 12 e 16 dias de armazenamento a ECOE e a nanoemulsdo
apresentaram menor e significativa (p <0,05) contagem bacteriana em relacdo ao grupo sem
tratamento (controle), dentro de um mesmo intervalo de tempo. Todavia, os grupos tratados
com a ECOE e a nanoemulsao ndo apresentaram diferenca entre si (p >0,05).

No 16° dia o grupo controle apresentou contagem bacteriana de 7,03 log UFC/g,
enquanto, os grupos tratados com a ECOE e nanoemulsdo foram 6,68 e 6,65 log UFC/g,
respectivamente (GRAFICO 5). Ao utilizarmos o critério de deterioragdo do camardo até o
limite de 7,0 log UFC/g, seguindo os limites microbiolégicos recomendados pela Comissao
Internacional de Especificacdes Microbioldgicas para Alimentos - ICMSF (2002), verificamos
que o controle atingiu o limite com 16 dias de armazenamento, enquanto a ECOE e a

nanoemulsdo mantiveram-se abaixo do limite preconizado, correspondendo a niveis aceitaveis.
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O processo de crescimento bacteriano nos camardes acentua-se apos o abate. Isso
ocorre porque a carga bacteriana do animal vivo estd sob controle do sistema imunolégico,
quando ocorre a morte, o sistema imunoldgico entra em colapso e as bactérias se proliferam
rapidamente (OKPALA; CHOO; DYKES, 2014). Os principais fatores de contaminagao
bacteriana do pescado estd relacionada a contaminacao da matéria-prima pelo meio ambiente e
pelo processamento, e as condi¢gdes de crescimento bacteriano (temperatura, aw, pH, interacdes
microbianas, etc.) (LOVDAL, 2015).

Embora os grupos tratados com a ECOE e a nanoemulsao nao apresentem diferenga
na inibi¢@o do crescimento das bactérias deteriorantes, os tratamentos mostram-se promissores
antimicrobianos naturais. Haja vista, que os antimicrobianos naturais de alimentos sao
compostos bioativos que inibem o crescimento de microrganismos envolvidos na deterioracao
dos alimentos ou em doengas transmitidas por alimentos (DTAs) (BLANCO-PADILLA et al.,
2014), podendo destruir e inibir o crescimento destes microrganismos e, consequentemente,
melhorar a seguranga do alimento para os consumidores, além de prolongar a vida util dos
produtos (LIAO et al., 2021).

Sharifian et al. (2019) ao utilizarem florotaninos no estudo da qualidade de L.
vannamei, verificaram que com 16 dias de armazenamento a maior contagem de bactérias
psicrotréficas também evidenciada no tratamento controle 9,55 log UFC/g, os tratamentos com
floratanino (5%) e metabilssulfito (1,25%) também atingiram o limite méximo, correspondendo
a 7,40 e 7,22 log UFC/g, respectivamente.

No estudo de Kim, Hong e Oh (2018) em L. vannamei, o grupo sem tratamento
atingiu 7,80 log UFC/g ap6s 6 dias, enquanto que os camardes tratados com alginato-quitosana
e com extrato de toranja s6 excederam os critérios microbioldgicos no dia 12. Para o camarao
Parapenaeus longirostris o grupo ndo tratado aumentou significativamente ao longo do
armazenamento e atingiu 7,4 log UFC/g ap6s 8 dias de armazenamento, toda via, o tratamento
com gelatina e OE de laranja ndo excedeu o limite ao final dos 14 dias de armazenamento (6,4
log UFC/g). A utilizagdo de produtos naturais tem apresentado resultados promissores na

qualidade de camaroes refrigerados (ALPARSLAN et al., 2016)
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5.9 Analises fisico-quimicas dos camaroées
5.9.1 pH

A andlise de pH do camarao branco do Pacifico sdo apresentados no Gréfico 6, no
inicio do armazenamento (tempo 0) o pH médio dos camardes frescos eram 7,0 £ 0,2, nao
apresentando diferenca (p >0,05) entre os tratamentos. Um aumento continuo no pH foi
observado em todos os grupos, os quais ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p >0,05)
em quase todos os dias de armazenamento, com excec¢do do 8° dia, no qual a grupo tratado com
nanoemulsdo apresentou valor de pH inferior ao grupo controle (sem tratamento) e ao grupo
tratado com a ECOE, diferindo estatisticamente (p <0,05) apenas do grupo nido tratado. Tal

diferenca também foi evidenciada na contagem de bactérias psicrotréficas (GRAFICO 5).

Grafico 6 — Determinacdo de pH do camardo branco do
Pacifico (Litopenaeus vannamei) durante 16 dias de
armazenamento a 4 + 0,5°C

I Controle M ECOE [ Nanoemulsio

8.5 = aA aA aA

8.0 - ;
aB abB aB 2B

7.5 = aC aCD bBC ‘}
C aC
ac @

pH
|
=
[

=

0 4 8 12 16
Tempo de armazenamento (dias)

Fonte: dados da pesquisa.

ECOE — emulsao controle do dleo essencial.

Letras mindsculas (a-b) diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos dentro do mesmo tempo e letras maitsculas (A-D) diferentes
indicam diferenca significativa do tratamento em diferentes tempos de
armazenamento teste de Tukey (p <0,05).

Ao final do tempo de armazenamento (16 dias) os valores de pH de todos os

tratamentos estavam acima do estipulado pelo Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria
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de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), o qual determina que o pH deve ser inferior a 7,85
nos crustaceos (BRASIL, 2020).

Os valores de pH apds os tratamentos dos camardes com a ECOE e a nanoemulsao
nao sofreram altera¢do. Noordini ef al. (2018) ao utilizarem OE de canela na conservacao de
camardo verificaram uma leve reducao no pH, embora a ECOE e a nanoemulsdo apresentem
pH préximo de 4, ndo observou-se diferenca nos tratamentos para o grupo que ndo recebeu
tratamento (controle) (GRAFICO 6).

Os valores iniciais de pH dos tratamentos corroborando com o verificado por
Sharifian et al. (2019) para L. vannamei, sendo os mesmos inferiores ao encontrado por Li,
Yange Li (2016) 7,36 + 0,03, e superiores a 6,62 e 6,32 verificado por Nirmal e Benjaku (2009)
e Farajzadeh er al. (2016), respectivamente. Os diferentes valores de pH iniciais encontrados
para a mesma espécie de camardo (L. vannamei), podem estar relacionadas a fatores como a
dieta, estacdo do ano e nivel de estresse durante a captura (LI; YANG; LI, 2016).

Noordini et al. (2018) verificaram que o metabissulfito de sédio (1.25%)
apresentaram valor superior a legislacio com 10 dias de armazenamento 7.81 + 1.02 para o
camardo Penaeus monodon. Enquanto o limite no presente estudo foi excedido no 16° dia
(GRAFICO 6).

O aumento no valor do pH indica o acimulo de compostos alcalinos, como
compostos de amonia e trimetilamina, que sdo principalmente resultantes da acdo microbiana
(SHARIFIAN et al., 2019), entretanto, os valores de pH s6 apresentaram conformidade com o
crescimento bacteriano (GRAFICO 5) até o 8° dia de armazenamento. Na andlise
microbiolégica com 12 e 16 dias os grupos tratados com a nanoemulsdo e a ECOE foram
inferiores e estatisticamente diferentes do grupo ndo tratado (p <0,05), o que ndo foi
evidenciado na analise de pH (GRAFICO 6).

A Producdo de bases volateis pela deterioracdo das atividades de bactérias e
alcalinidade dessas composicdes aumentariam o pH durante o periodo de armazenamento
(VAKILI; YASINI ARDAKANI, 2017). Entretanto, ndo observou-se uma correlagdo entre o
pH e a analise microbioldgica dos tratamentos com a ECOE e e nanoemulsdo ap6s o 12° dia,
essa ndo correlacdo, também também foi verificada em diversos estudos para a utilizacao de
compostos naturais na qualidade do camarao (KIM; HONG; OH, 2018; VELU et al., 2019;
SAEIDI; AHARI; ANVAR, 2021).

Rezaei et al. (2021) ao utilizarem um revestimento de carboximetilcelulose
incorporado com nanoemulsdo de OE cravo na qualidade do camarao (Litopenaeus vannamer)

refrigerado, observaram uma menor contagem microbiana dos grupos tratados em comparagao
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com o grupo controle (sem tratamento), entretanto, o tratamento proposto apresentou 0 maior
pH. Basiri et al. (2015) ao utilizarem extrato de roma em camardes observaram menor contagem
bacteriana em relag¢do ao grupo controle, porém o grupo controle apresentou o menor pH entre

todas as amostras.

5.9.2 Nitrogénio das Bases Voldteis Totais (N-BVT)

O conteudo inicial de N-BVT do camarao fresco foi 10,04 £ 0,06 mg N/100g de
carne de camardo (GRAFICO 7). Todos os tratamento apresentaram um aumento gradativo e
significativo (p <0,05) durante os dias de armazenamento refrigerado, apresentando-se
semelhantes até o 8° dia de armazenamento. Apartir do 12° dia de armazenamento, os grupos
tratados com a ECOE e a nanoemulsdo apresentaram-se inferiores e diferentes (p <0,05) do
tratamento controle (ndo tratado), essa distincdo também foi observada para a contagem total

de bactérias psicrotréficas aerébicas (GRAFICO 5) no mesmo periodo.

Grafico 7 — Andlise do nitrogénio das bases voldteis totais (N-
BVT) do camarao branco do Pacifico (Litopenaeus vannamer)
durante 16 dias de armazenamento a 4 + 0,5°C
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Embora os valores de N-BVT dos tratamentos com a ECOE e a nanoemulsao
fossem inferiores ao dos camardes ndo tratados apartir do 12° dia, todos os tratamentos
apresentaram valores superiores a 30 mg de nitrogénio/100g de tecido muscular, valor indexado
para a qualidade do camarao pelo RIISPOA (BRASIL, 2020).

Baek, Lee e Oh (2021) verificaram que os valores para os grupos de camardo (L.
vannamei) ndo revestido aumentaram gradualmente, o limite permitido foi excedido no 4° dia
(37,21 mg/100g), contudo, as nanoparticulas testadas ndo excederam o limite permitido até o
8° dia (28,50 + 2,21 mg/100g). Kim, Hong e Oh (2018) verificaram que os camardes nao
revestidos com tratamento de quitosana, alginato e extrato de toranja, os valores de N-BVT
excederam o limite aceitdvel no dia 9 (30,14 mg/100g), mas todos os camardes revestidos
permaneceram dentro do limite no mesmo periodo.

Alparslan et al. (2016) ao utilizarem gelatina OE da laranja na qualidade de camarao
(Parapenaeus longirostris) verificaram que o controle, a gelatina e gelatina com OE excederam
o valor limite aceitdvel nos dias 6, 8 e 10 de armazenamento, respectivamente.

A maioria dos produtos da pesca deteriorados tem altos niveis de nitrogénio de
bases volateis (N-BVT). O N-BVT inclui a medi¢ao de trimetilamina, dimetilamina, amonia e
outros compostos associados a deterioracdo de produtos pesqueiros € aumenta conforme a
deterioragdo progride, € considerado um indicador de frescor, que geralmente é encontrado no
padrdao comum de deterioracao (OCANO-HIGUERA et al., 2009; SHARIFIAN et al., 2019).

O aumento do valor de N-BVT em pescado esta relacionado a deterioracao
microbiana e quimica (YUAN et al., 2016). Diante dito, os menores valores de N-BVT estdao
relacionados com o menor crescimento de bactérias nos camardes tratados com a ECOE e
nanoemulsdo, evidenciado no Grafico 5, o que pode ser atribuido a atividade inibitéria dos
tratamentos contra bactérias produtoras de N-BVT e enzimas proteoliticas no camardo
(SHARIFIAN et al., 2019).

Sae-leaw e Benjakul (2019) evidenciaram menor contetido de N-BVT pela inibi¢ao
de microrganismos deteriorantes, pela contagens de Pseudomonas, bactérias produtoras de H>S
e Enterobacteriaceae. Diversos estudos tem correlacionado o menor crescimento bacteriano a
menores valor de N-BVT para camarao (NIRMAL; BENJAKUL, 2009; LI; YANG; LI, 2016;
KIM; HONG; OH, 2018; SHARIFIAN et al., 2019; REZAEI et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713518301464?casa_token=sX4xHNMPISUAAAAA:Vg4nNFDnWSsiH36stmUrnX3ZW9l-O2-JI251t_2WjB2VkQD-Os9v4dOqdh0HajgQAqrT4Zt6CuuO#bib16
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/peptide-hydrolases
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5.9.3 Substéncias Reativas Ao Acido Tiobarbitiirico (SRATB)

Os valores iniciais de SRATB dos camardes frescos foram de 0,30 + 0,03 mg
MDA/kg de musculo no inicio do armazenamento. O valor de SRATB mantiveram-se sem
alteracio em todos os grupos até o 4° dia de armazenamento (GRAFICO 8), entretanto, a partir
do 8° dia de armazenamento ocorreu um aumento significativo para todos os tratamentos (p
<0,05), no qual o grupo ndo tratado (controle) apresentou um valor de SRATB
significativamente (p <0,05) maior que os grupos tratados com a ECOE e a nanoemulsado, os

quais ndo diferiram estatisticamente entre si (p >0,05), durante todo o periodo armazenado.

Grafico 8 — Analise das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (SRATB) do camardo branco do Pacifico

(Litopenaeus vannamei) durante 16 dias de armazenamento a 4
+0,5°C
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Fonte: dados da pesquisa.

ECOE — emulsio controle do 6leo essencial.

Letras minusculas (a-b) diferentes indicam diferenca significativa entre os
tratamentos dentro do mesmo tempo e letras maidsculas (A-D) diferentes
indicam diferenga significativa do tratamento em diferentes tempos de
armazenamento teste de Tukey (p <0,05).

Um aumento significativo no dia 8§ também foi observado por Nirmal e Banejal
(2009) para camarao branco do Pacifico tratados com metabissulfito de sédio (1,25%) e com
acido ferulico. Basiri ef al. (2015) verificam tal comportamento a partir do 4° dia para camardes

tratados com extratos de roma.
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Além da melanose, a oxidac¢do lipidica € outra reacdo deteriorante que causa a
inaceitabilidade dos produtos de peixe e camardo. A deterioracdo em pescado causada por auto-
oxidagao foi avaliada pelo teor de malonaldeido (MDA), que € um produto secundario da
oxidacdo lipidica. As substancias reativas ao dcido 2-tiobarbitirico (TBA) (mg
malonaldeido/kg) sdo amplamente utilizadas como um indicador do grau de oxidacao lipidica
(LI; YANG; LI, 2016; SHARIFIAN et al., 2019). Os valores SRATB sdo comumente usados
para determinar niveis relacionados a formacao de produtos de oxidagao secundaria (KAROUI,
HASSOUN, 2017).

O Brasil ndo possui uma legislacdao especifica para SRATB, entretando, a
investigacdo deste pardmetro € um indicativo de qualidade, haja vista que valores elevados do
mesmo podem provocar odor e sabor desgradaveis, rancidez e actimulo de produtos
indesejaveis. De acordo com Connell (1995), os valores de SRATB entre 1 e 2 mg MDA/kg
podem estar associados as alteracdes de qualidade nas caracteristicas sensoriais do pescado. No
16° dia o grupo controle apresentou valor de SRATB de 1,43 + 0,11 mg MDA/kg de musculo,
os grupos tratados com a ECOE e a nanoemulsdo corresponderam a 1,11 + 0,04 e 1,12 £ 0,04
mg MDA/kg de musculo, respectivamente. Noordini et al. (2018) verificaram maiores valores
de SRATB (1,83 + 0,64 MDA/kg) para camardes tratados com metabissulfito de sédio (1,25%)
no 10° dia de armazenamento.

O aumento do SRATB (GRAFICO 8) ao longo do tempo, corrobora com o
crescimento bacteriano verificado na andlise microbioldgica (GRAFICO 5). Laorenza e
Harnkarnsujarit (2021) afirmam que onde hé crescimento limitado de bactérias psicrotroficas,
portanto, a oxidacdo lipidica serd limitada. Sae-leaw e Benjakul (2019) e Badee et al. (2020)
também verificaram a oxidacao lipidica reduzida de camardes tratados com extrato da folha do
cajueiro e da manga, respectivamente. Os quais estavam de acordo com o crescimento reduzido
dos microrganismos, como resultado os autores observaram o controle da oxidacao de lipidios
na carne de camarao, prevenindo o rango.

Li, Yang e Li (2016) e Sharifian et al. (2019) verificaram um aumento do valor de
SRATB durante o armazenamento de camardo branco do Pacifico, superior e
significativamente maior para os camardes ndo tratados, em relacdo aos tratamentos com
polifendis e polissacarideo (Porphyra yezoensise), e florotaninos (Sargassum tenerimum)
obtidos das algas, respectivamente. Noordini et al. (2018) atribuem o aumento de SRATB em
camardo ao resultando da desidratacdo parcial do tecido de camardo contendo acidos graxos
altamente poli-insaturados. O dano aos tecidos e a interacdo dos lipidios com o oxigénio do ar

podem induzir a oxidacao dos lipidios.



91

Os menores valores de SRATB para os grupos tratados coma ECOE e nanoemulsao,
também estariam de acordo com a atividade antioxidade verificada frente aos radicais livres
(GRAFICO 3 e TABELA 5), indicando a eficiéncia para prevenir a oxidacdo de lipidios. A
diminui¢ao da oxidag¢ao de lipidios em camardes, também foi evidenciada com o uso de OE de
carvacrol, indicando alta eficiéncia dos OEs para prevenir a oxidagdo de lipidios (LAORENZA;
HARNKARNSUIJARIT, 2021). De acordo com Falleh er al. (2020), os menores valores de
oxidagao lipidica em tratamentos com OE, ocorreria pela dissolu¢do do OE na fracdo lipidica
no camardo, o que facilita sua atividade antioxidante e ajuda a evitar a oxida¢do ou rancificacdo

lipidica (FALLEH et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

A formulacido de uma nanoemulsdo estdvel utilizando goma do cajueiro e o 6leo
essencial de Ocimum gratissimum, foi possivel utilizando-se baixa energia, através do método
auto-emulsificacdo. A nanoemulsdo apresentou pequeno diametro e foi eficiéncia na
encapsulacdo, mantendo-se estivel durante o armazenamento refrigerado. Além disto, as
propriedades antibacteriana e antioxidante dos seus percussores foi potencializada na
nanoestruturagio.

O valor das bases nitrogenadas voldteis totais e do pH de todos os tratamentos, ndo
apresentaram diferenca entre o periodo analisado, e mantiveram-se dentro do limite
estabelecido pela legislacdo brasileira até o 8° e 12° dia, respectivamente. A nanoemulsio e a
emulsao controle com O6leo essencial (ECOE) retardaram o crescimento de bactérias
psicrotréficas e a oxidagdo lipidica durante os 16 dias de armazenamento.

O surgimento da melanose nos camardes foi retarda em 4 dias nos tratamentos com
a nanoemulsdo e a ECOE, em relacdo aos camardes nao tratados. No 16° dia os camardes
tratados com a nanoemulsdo foram avaliados com a presenca leve melanose. Verificando-se a
nanoemulsdo mostrou-se promissora para a conservacgdo e inibicdo da melanose em camardes

refrigerados.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: This study was targeted to investigate the effect of chitosan-loaded nanoemulsion enriched with two types of es-
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sential oils on the microbial quality of turkey meat. To this end, the effects of essential oils of Zataria Multiflora
Boiss (ZEO) and Bunium persicum Boiss (BEO) were evaluated at two concentrations (0.5% and 1% (w/v)) during
18 days of storage at 4 °C. Initially, in vitro evaluations were performed on the prepared nanoemulsions, namely
essential oil nanoemulsions and chitosan-loaded nanoemulsions containing essential oils, using micro-dilution
method and agar diffusion methods, respectively. Meat samples were analyzed for microbial indictors and inoc-
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52:";::5 ulated salmonella Enteritidis, and Listeria monocytogenes during 3-day intervals. The highest reduction rate of
Nanoemulsion total viable bacteria (2.06 log CFU/g), total psychrophilic (2.59 log CFU/g), Pseudomonas spp. (2.07 log CFU/g), En-
Microbial quality terobacteriaceae (251 log CFU/g), lacticacid bacteria (2.51 log CFU/g), and yeast and mold count (2.10 log CFU/g)
Zataria Multiflora Boiss were observed in chitosan-loaded nanoemulsion containing ZEO 1%, in comparison with control samples. More-
Bunium persiaim Boiss over, the shelf life significantly increased due to the application of chitosan-loaded nanoemulsions (15-18 days),
compared to that of the control group (6 days). Therefore, the edible chitosan-based nanoemulsion could play an

effective role in the preservation of the microbial qualities of turkey meat.
© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction paid great attention to the use of natural preservatives in foods [11]. Re-

Meat is regarded as the main animal-derived foods source with high
nutritional and clarifying value. Among different kinds of meat, the tur-
key meat is high importance due to its low-fat, low level of cholesterol,
and high level of protein/cal. Turkey meat is rich in B-group vitamins
such as By, By, B, Bi2 and minerals, such as calcium, phosphorous, and
potassium [52]. On the other hand, turkey meat is one of the most per-
ishable types of food, which can act as both of matrix for the growth of
pathogenic bacteria (e.g., Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Stap h-
ylococcus aureus, Clostridium perfringens, and Campylobacter jejuni) and
spoilage-induced bacteria, including Pseudomonas spp., Enterobacteria-
ceae, and lactic acid bacteria ([41,44]; Silva et al,, 2017). Microbial
growth and lipid oxidation are the major factors leading to meat spoil-
age during refrigerated storage [10,24). Different methods and ap-
proaches have been developed to control the bacterial contamination
of meat during storage process [38,50]. A large number of studies have
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Fonte: (ARAUIJO et al., 2020).

cent use of biopolymer coatings has recently gained popularity. The rea-
son their good moisture barrier and low oxygen permeability properties
which can effectively extend shelf life [38]. The common biopolymers
used for edible coating purposes are proteins and polysaccharides [5]
(Aminzare et al,, 2017). Chitosan is a natural, linear, and cationic
polyaminosaccharide obtained from the alkaline deacetylation of chitin
in varying degrees [39). Chitosan is more useful than chitin since it pos-
sesses a higher number of functional groups, including free amino
groups [45,50]. The important factors affecting the mechanism of chito-
san action include the interactions of its amino groups (NH,) with neg-
atively charged microbial cell membranes resulting in the leakage of
cellular proteins and electrolytes, its oxygen barrier performance, and
the chelating of nutrients and essential metals [18,25]. Recently, edible
coating as a delivery system for essential oils (EOs) has emerged as a
food safety hurdle technology; however, they may raise some issues
[19]. The hydrophobic and volatile features of these EOs, as well as
their sensitivity toward oxygen and light, reduce their stability during
processing and storage. The addition of EOs to the food leads to their in-
teractions with hydrophobic components of food (e.g., fat and protein),
which minimizes their sanitizing effect and/or efficiency against
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