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RESUMO

A disponibilidade de nutrientes e a diversidade nutricional tornam os alimentos
suscetiveis a contaminagdo por bactérias, bolores e leveduras, representando um desafio
significativo para a industria alimenticia na manutencéo da qualidade e seguranca. Apesar
das vérias técnicas e aditivos disponiveis para o processamento de alimentos, a crescente
demanda dos consumidores por produtos com menor quantidade de aditivos sintéticos é
evidente. A perspectiva de substituir esses aditivos por antimicrobianos naturais, como o
carvacrol, é considerada pelas indudstrias alimenticias. No entanto, desvantagens como a
alta volatilidade, sabor residual e degradagdo durante o processamento séo desafios a
serem superados. A encapsulacdo em nanoparticulas, utilizando matrizes naturais como
mucilagens, emerge como uma alternativa promissora para proteger 0S compostos,
preservando sua atividade antimicrobiana e proporcionando liberagdo controlada. Este
estudo buscou encapsular carvacrol em nanocéapsulas de mucilagem de chia (CMNP) e
linhaca (FMNP), visando a inibicao de bactérias patogénicas relevantes em alimentos. As
nanocapsulas foram produzidas pela técnica de emulsificacdo de alta energia, sendo
caracterizadas e avaliadas quanto a sua acdo antimicrobiana contra coquetéis de
Salmonella enterica e Listeria monocytogenes in vitro no artigo 1. As CMNP
apresentaram diametro de 179 nm, potencial zeta de -11,4 mV e eficiéncia de
encapsulacdo de 98%. A Concentracdo de Inibicdo Bactericida (CIB) das CMNP foi de
0,42 mg/mL contra Salmonella e de 0,83 mg/mL contra L. monocytogenes. FMNP
apresentou didametro de 165,3 nm, potencial zeta de -12,6 mV e eficiéncia de
encapsulacdo de 98%. CIB das FMNP foi de 0,83 mg/mL contra as duas bactérias
testadas. CMNP e FMNP apresentaram melhor eficiéncia na inativacdo de Salmonella e
L. monocytogenes em comparacdo com emulsdo de carvacrol (1,77 mg/mL para ambos
microrganismos). A cinética de multiplicagdo/inativacdo in vitro foi determinada para
cada bactéria (8 log UFC/mL) utilizando diferentes concentracfes de CMNP e FMNP.
Apo6s 2 horas de contato a 37 °C, CMNP e FMNP em concentracdo CIB inibiram
Salmonella e L. monocytogenes abaixo do limite de deteccdo do método (< 1,69 log
UFC/mL). Entretanto, para CMNP ao final do experimento (48 horas) os baixos niveis
mantiveram-se constantes, enquanto para FMNP a partir de 24 horas as contagens dos
microrganismos aumentaram, atingindo 3 log UFC/mL em 48 horas. Portanto, CMNP foi
selecionada para as proximas etapas da pesquisa. O artigo 2, apresentou uma nova
abordagem envolvendo a aplicagdo de CMNP como ingrediente antimicrobiano contra
Salmonella em carne de frango. Nesse artigo, foi determinada a CIB de CMNP e emulséo
de carvacrol (CE) em caldo de galinha, visando aplicar essa concentragdo em amostras
de carne de frango artificialmente contaminadas com um coquetel de Salmonella, além
de analisar as modificacdes de cor e textura das amostras tratadas. A CIB das CMNP e
da CE em caldo de galinha foi de 0,92 mg/mL e 1,77 mg/mL, respectivamente. Estas
concentracdes foram aplicadas para avaliar a cinética do crescimento bacteriano em
amostras de carne de frango armazenadas sob refrigeracdo durante 72 h. Para CMNP foi
observada uma reducéo de ~2 log UFC/g nas contagens de Salmonella durante as 72 horas
do experimento. Para CE, a reducdo maxima ocorreu as 6 h (1,7 log UFC/g). Apoés o
tratamento houve mudanca de cor das amostras, apresentando coloragdo esbranquicada,
semelhante a do frango cozido. A textura das amostras tornou-se mais firme apds 48 h de
exposicdo aos tratamentos. Portanto, a CMNP tem potencial para ser utilizada como
antimicrobiano em frangos processados, como nuggets ou hamburgueres, considerando
sua eficacia contra Salmonella e que as alteragdes de cor e textura ndo seréo perceptiveis
ao consumidor, especialmente considerando que esses alimentos sdo consumidos apos o
processo de cozimento. No artigo 3, as mesmas nanocapsulas (CMNP) foram aplicadas
como sanitizante em repolho para avaliar sua atividade contra Salmonella, E. coli e L.



monocytogenes, em comparagdo com CE e solucdo clorada 200 ppm (CS). Apos a
sanitizacdo, foram avaliados 0s impactos na cor e textura das amostras de repolho. CMNP
reduziu Salmonella para niveis abaixo do limite de detec¢éo (< 2 log UFC/mL), para E.
coli houve reducdo de ~3,5 log UFC/mL e de ~2,5 log UFC/mL para L. monocytogenes.
Estes resultados sdo semelhantes ou mesmo superiores aos obtidos com CE e CS. Além
disso, a higienizacdo de repolho com CMNP preservou a firmeza e a cor das amostras.
Esta abordagem inovadora é promissora para aumentar a seguranca microbiolégica do
repolho, a0 mesmo tempo que atenua 0s potenciais inconvenientes associados aos
métodos de higienizacao tradicionais. Portanto, CMNP mostram potencial para uso como
conservante de aplicacdo direta em alimentos ou sanitizante de vegetais, sendo
necessarios mais estudos para futura aplica¢do na inddstria de alimentos.

Palavras-chave: Carvacrol; Nanocapsulas; Patdgenos; Frango; Repolho; Sanitizacdo



ABSTRACT

The availability of nutrients and nutritional diversity make food susceptible to
contamination by bacteria, molds and yeasts, representing a significant challenge for the
food industry in maintaining quality and safety. Despite the various techniques and
additives available for food processing, the growing consumer demand for products with
fewer synthetic additives is evident. The perspective of replacing these additives by
natural antimicrobials, such as carvacrol, has been considered by the food industry.
However, disadvantages such as high volatility, aftertaste and degradation during
processing are challenges to overcome. Encapsulation in nanoparticles, applying natural
matrices such as mucilage, has emerged as a promising alternative for protecting
compounds, preserving their antimicrobial activity and providing controlled release. This
study aimed to encapsulate carvacrol in chia mucilage (CMNP) and flaxseed (FMNP)
nanocapsules to inhibit food-borne pathogenic bacteria. The nanocapsules were produced
using the high-energy emulsification technique and were characterized and evaluated for
their antimicrobial action against cocktails of Salmonella enterica and Listeria
monocytogenes in vitro in paper 1. The CMNPs exhibited a diameter of 179 nm, a zeta
potential of -11.4 mV and an encapsulation efficiency of 98%. The Bactericidal Inhibition
Concentration (BIC) of the CMNPs was 0.42 mg/mL against Salmonella and 0.83 mg/mL
against L. monocytogenes. FMNP exhibited a diameter of 165.3 nm, a zeta potential of -
12.6 mV and an encapsulation efficiency of 98%. The CIB of the FMNPs was 0.83
mg/mL against the two bacteria tested. CMNP and FMNP exhibited better efficiency in
inactivating Salmonella and L. monocytogenes compared to carvacrol emulsion (1.77
mg/mL for both microorganisms). Kinetics of microbial growth/survival in vitro were
determined for each bacterium (8 log CFU/mL) applying different concentrations of
CMNP and FMNP. After 2 hours of contact at 37 °C, CMNP and FMNP at CIB inhibited
Salmonella and L. monocytogenes below the detection limit (< 1.69 log CFU/mL).
However, for CMNP at the end of the experiment (48 hours) the low levels remained
constant, while for FMNP after 24 hours the microorganism counts increased, reaching 3
log UFC/mL in 48 hours. Therefore, CMNP was selected for the next phases of the
research. The second paper exhibited a new approach involving the application of CMNP
as an antimicrobial ingredient against Salmonella in chicken meat. In this paper, the CIB
of CMNP and carvacrol emulsion (CE) in chicken broth was determined, with the aim of
applying this concentration to samples of chicken meat artificially contaminated with a
cocktail of Salmonella, as well as analyzing the changes in color and texture of the treated
samples. The CIB of CMNP and CE in chicken broth was 0.92 mg/mL and 1.77 mg/mL,
respectively. These concentrations were used to assess the kinetics of bacterial growth in
chicken meat samples stored under refrigeration for 72 hours. For CMNP, a reduction of
~2 log CFU/g in Salmonella counts was observed during the 72 hours of the experiment.
For CE, the maximum reduction occurred at 6 h (1.7 log CFU/g). After treatment, the
color of the samples changed to whitish, similar to cooked chicken. The texture of the
samples became tighter after 48 h of exposure to the treatments. Thus, CMNP has the
potential to be applied as an antimicrobial in processed chickens, such as nuggets or
hamburgers, due to its efficacy against Salmonella and considering that the changes in
color and texture will not be noticeable to the consumer, especially given that these foods
are consumed after the cooking process. In paper 3, the same nanocapsules (CMNP) were
applied as a sanitizer to cabbage to evaluate their activity against Salmonella, E. coli and



L. monocytogenes, in comparison with CE and 200 ppm chlorinated solution (CS). After
sanitization, the impacts on the color and texture of the cabbage samples were evaluated.
CMNP reduced Salmonella to levels below the detection limit (< 2 log CFU/mL), for E.
coli there was a reduction of ~3.5 log CFU/mL and ~2.5 log CFU/mL for L.
monocytogenes. These results are similar or even superior to those obtained with CE and
CS. In addition, sanitizing cabbage with CMNP preserved the firmness and color of the
samples. This innovative approach is promising for increasing the microbiological safety
of cabbage, while mitigating the potential drawbacks associated with traditional
sanitization methods. Therefore, CMNPs show potential for use as a preservative for
direct application in food or as a vegetable sanitizer, and further studies are necessary for
future application in the food industry.

Keywords: Carvacrol; Nanocapsules; Pathogens; Chicken; Cabbage; Sanitization
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1. INTRODUCAO

A ampla variedade e disponibilidade de nutrientes tornam os alimentos suscetiveis
a contaminacao por bactérias, bolores e leveduras, apresentando um desafio significativo
para a industria alimenticia na preservacdo de sua qualidade e seguranca. Enquanto a
contaminagdo por microrganismos deteriorantes provocam modificagbes nas
caracteristicas organolépticas, diminuindo a qualidade (PELLISSERY et al., 2019; SUN
et al., 2022), os microrganismos patogénicos e sua toxinas podem ser causadores de
doencas, tornando o alimento potencialmente inseguro (GONELIMALLI et al., 2018;
ZHAO; TALHA, 2021).

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) geralmente sdo causadas por
bactérias, virus ou parasitas devido a falhas durante o processamento de alimentos. Dentre
0S microrganismos patogénicos que despertam maior interesse dos Orgdos
governamentais de vigilancia epidemioldgica destacam-se Salmonella e Listeria
monocytogenes. Geralmente DTAs causam sintomas leves como néuseas, vomitos e
diarreia, porém em criancas, idosos e imunodeprimidos podem provocar a morte
(BRASIL, 2022a; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para conservacdo de alimentos
(congelamento, resfriamento, cura e outros), sendo permitida a adi¢do de conservantes e
aditivos durante o processamento (BRASIL, 2019). Entretanto, muitos desses aditivos
sdo prejudiciais a satde quando ingeridos acima da dose permitida (JABARI et al., 2018),
aumentando a demanda por alimentos mais naturais e com menor quantidade de aditivos
sintéticos. Este posicionamento dos consumidores aumentou o interesse da industria
alimenticia por inovacOes tecnoldgicas, como a substituicdo de conservantes sintéticos
por antimicrobianos naturais, visando a manutengdo da seguranca e qualidade de seus
produtos (DELGADO-PANDO et al., 2021; SANTIESTEBAN-LOPEZ et al., 2022).

Antimicrobianos naturais podem ter origem vegetal, animal ou microbiana, sendo
mais utilizados em pesquisas 0s 0Oleos essenciais (OE), devido sua elevada atividade
antimicrobiana contra microrganismos patogénicos e deteriorantes (JU et al., 2019;
MAURYA et al., 2021; PRAKASH et al.,, 2018). Como esses 0Oleos geralmente
apresentam odor forte e caracteristico muitas pesquisas séo realizadas com compostos
extraidos dos OE, que possuem odores mais suaves, tais como carvacrol, que € o mais
estudado para aplicacGes em alimentos (MARINELLI etal., 2019; PATEIRO et al., 2021;
SANTIESTEBAN-LOPEZ et al., 2022).
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O carvacrol é extraido dos 0leos essenciais de orégano (Origanum vulgaris L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) e apresenta excelente atividade antimicrobiana contra
bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas), fungos filamentosos e leveduras
(HAJIBONABI et al., 2023; KACHUR; SUNTRES, 2020). Sua adi¢do em alimentos é
permitida na China, Estados Unidos (LIU et al., 2021) e Unido Europeia (EUROPEAN
COMMISSION, 2002) como flavorizante. Além disso, apresenta baixa toxicidade para
humanos, sendo considerado uma substancia Geralmente Reconhecida como Segura
(GRAS) (FDA, 2018).

Entretanto, a aplicacdo de carvacrol no processamento de alimentos é limitada
devido a caracteristicas como hidrofobicidade, baixa estabilidade, odor marcante e alta
volatilidade (WANG; WU, 2021), o que torna a encapsulacdo uma estratégia para
possibilitar sua utilizacdo nestes produtos.

A nanoencapsulacdo proporciona a protecdo de compostos sensiveis no interior de
uma particula de dimensdes nanométricas (menor que 1000 nm) produzida a partir de
uma matriz polimérica sintética ou natural, conforme caracteristica desejada para a
nanoparticula (ASSADPOUR; JAFARI, 2019; SOUZA et al., 2022). Esta técnica
promove liberacdo gradativa do composto encapsulado (CHARLES et al., 2022;
HAJIBONABI et al., 2023; NIZA et al., 2020), além de melhorar sua solubilidade,
mascarar odores indesejaveis e proteger os compostos encapsulados das condicdes
adversas do processamento (alta temperatura, umidade, pH e outros) (KAUR, R.; KAUR,
L., 2021).

Polimeros naturais podem ser extraidos de plantas, animais ou microrganismos,
apresentando baixa toxicidade e variedade de aplicacdes (KOUHI; PRABHAKARAN;
RAMAKRISHNA, 2020; ZHAO et al., 2022). Nas pesquisas para aplicacdo em
alimentos, destaca-se a utilizacdo de quitosana, alginato, amido, pectina e, nos ultimos
anos, gomas e mucilagens (WAGHMARE et al., 2021).

Mucilagens sdo carboidratos produzidos por plantas como material de reserva de
energia e agua (PRAJAPATI et al., 2013; TOSIF et al., 2021; WAGHMARE et al.,
2021). Séo polimeros que possuem alta capacidade de hidratacdo, baixo custo e nao
apresentam toxicidade (CAMPO et al., 2017; SOUKOULIS; GAIANI; HOFFMANN,
2018; TAHERI; JAFARI, 2019). Apresentam grande potencial para uso como material
de parede pois conseguem reter compostos bioativos no interior das nanoparticulas

(TOSIF et al., 2021) e sua estrutura pode ser quimicamente modificada para melhorar
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caracteristicas como biocompatibilidade e estabilidade (DEBELE; MEKURIA; TSAI,
2016; REHMAN et al., 2020).

Diversos estudos utilizaram mucilagens para a producgéo de nanoparticulas a partir
de vegetais comestiveis (CHARLES et al., 2022; EKRAMI et al., 2022; TAHERI;
JAFARI, 2019) destacando-se chia (ANTIGO et al., 2020; CAMPO, C. et al., 2017
FERNANDES et al., 2023; ROOBAB et al., 2021) e linhaga (NASRABADI; GOLI,
DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI; GOLI; DOOST; ROMAN; et al.,
2019; REZAUL et al., 2023).

Nesse contexto, a preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo do potencial
antibacteriano de nanocédpsulas de mucilagem de chia e linhagca como um novo
antimicrobiano inovador representam um avango para 0 processamento e conservacao de

alimentos.



20

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Encapsular carvacrol em nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaga visando a

inibicdo de bactérias patogénicas de importancia em alimentos de origem animal e

vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

9)

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaca contendo
carvacrol através de andlise de tamanho, polidispersidade, eficiéncia de
encapsulacao e potencial zeta;

Determinar a estabilidade das nanocéapsulas por um periodo de 28 dias;
Determinar a Concentracdo de Inativacdo Bactericida (CIB) de carvacrol livre,
bem como do carvacrol encapsulado em nanocapsulas de mucilagens de chia e
linhaga contra Salmonella e Listeria monocytogenes;

Determinar a cinética de multiplicacdo in vitro de Salmonella e L. monocytogenes
em presenca de carvacrol livre e encapsulado em nanocapsulas de mucilagens de
chia e linhaca utilizando diferentes concentractes, CIB e % CIB (metade da
concentragdo determinada como CIB);

Determinar a CIB de carvacrol livre e encapsulado em nanocapsulas de
mucilagem de chia contra Salmonella em caldo de frango;

Determinar a cinética de multiplicacdo/inibicdo de Salmonella artificialmente
inoculada em carne de frango, mantido em refrigeracdo durante 72 horas, na
presenca de carvacrol livre e encapsulado em nanocépsulas de mucilagem de chia;
Avaliar a atividade antimicrobiana de carvacrol livre e e encapsulado em
nanocapsulas de mucilagem de chia para sanitizacdo de repolho artificialmente

contaminado com Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microrganismos patogénicos em alimentos

Um dos desafios mais importantes para a industria alimenticia é a manutencéo da
seguranca e qualidade do alimento até 0 momento do consumo. Devido a disponibilidade
de agua, proteinas, carboidratos, lipidios e demais nutrientes os alimentos sdo facilmente
degradados por bactérias, fungos e leveduras. A multiplicacdo de bactérias deteriorantes
pode gerar mau cheiro, descoloracdo, viscosidade, formacdo de gas e reducdo do pH,
diminuindo assim a qualidade dos produtos e levando ao desperdicio de alimentos
(PELLISSERY et al., 2019; SUN et al., 2022).

Por outro lado, 0s microrganismos patogénicos e suas toxinas podem ser
causadores de doencas, porém sem provocar alteracdo sensorial no alimentos
(GONELIMALI et al., 2018; ZHAO; TALHA, 2021). Existem mais de 250 tipos de DTA
conhecidas, a maioria causada por bactérias, virus ou parasitas e relacionadas,
principalmente, a falhas durante o processamento e manipulagdo dos alimentos. Os
principais sintomas de DTA sdo nauseas, vomitos e diarreia, acompanhadas ou ndo de
febre, porém podem evoluir para perdas de fungdes vitais e morte, afetando
principalmente criangas, idosos e imunodeprimidos (BRASIL, 2022a; EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022).

Dentre os microrganismos patogénicos Salmonella é um dos principais causadores
de surtos alimentares e Listeria monocytogenes é outro patdgeno muito importante na
area de alimentos, pois provoca doenca com alta letalidade e vem causando diversos
surtos em todo o mundo nos ultimos anos (BRASIL, 2022a; CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2022).

Neste sentido, 0s microrganismos patogénicos de interesse na presente pesquisa

serdo comentados a seguir.

3.1.1 Salmonella

Salmonella spp. sdo responsaveis por grande parte dos surtos alimentares que
ocorrem no Brasil e no mundo (BRASIL, 2022a; CENTER FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION (CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2022). Estes microrganismos pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo anaerobios

facultativos, possuem forma de bacilos Gram-negativos e temperatura Otima de
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crescimento a 37 °C. Podem ser encontradas no trato intestinal do homem e animais,
principalmente aves (FORSYTHE, 2020; MILAN; TIMM, 2015). Salmonella apresenta
uma notavel capacidade de formar biofilme (LIU, X. et al., 2023; MUHAMMAD et al.,
2020; WANG, R.; KING; KALCHAYANAND, 2022) e pode exibir resisténcia a
antimicrobianos (CHAVES et al., 2024; SURYA et al., 2023), tornando seu controle
fundamental para industria de alimentos.

A doencga causada por esta bactéria é a salmonelose cujo tempo de incubacédo e
severidade dos sintomas dependem da quantidade de bactérias presentes no alimento
ingerido, do estado imunoldgico da pessoa e do tipo de Salmonella. Entretanto, na maioria
dos casos os sintomas surgem entre 12 a 36 horas apds a ingestdo, com quadro clinico
caracterizado por febre, dor abdominal, diarreia, nduseas e vémitos. Em consequéncia da
desidratacdo provocada pelos sintomas, as vezes pode ser necessaria internacdo
hospitalar. Em idosos e imunodeprimidos, algumas vezes, esta doenca pode provocar a
morte (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022).

Os principais alimentos suscetiveis a contaminacdo por Salmonella sdo as
preparacdes a base de ovos, principalmente as que utilizam gema crua. Porém, diversos
outros alimentos com alto teor de umidade, proteina e carboidratos sdo suscetiveis a
contaminagdo por Salmonella como carne bovina, carne de aves, leite, frutos do mar,
frutas e vegetais (HE et al., 2021; LOPES; CARMO DA SILVA; TONDO, 2023; RETA
etal., 2023).

Alimentos processados, como nuggets e hambuargueres de frango, ndo estdo
isentos de contaminacdo por Salmonella. Por exemplo, no periodo de 2016 a 2018, no
Canada, foram registrados surtos de salmonelose relacionados a tiras e nuggets de frango
(THE NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA
IN FOODS, 2023). Além disso, o cozimento inadequado desses alimentos representa um
significativo fator de risco para infec¢do por Salmonella. A aparéncia dourada devido ao
empanamento muitas vezes pode levar os consumidores a erroneamente presumir que o
alimento estd completamente cozido, aumentando o risco de ingestdo crua (HOBBS et
al., 2017). Adicionalmente, a presenca de Salmonella nesses produtos pode resultar em
contaminagéo cruzada nas cozinhas.

No caso de vegetais folhosos, Salmonella pode penetrar nas folhas, tornando
desafiadora a sua inativacgdo por meio de sanitizantes convencionais
(GRIVOKOSTOPOULOQOS et al.,, 2022). A deteccdo frequente desse microrganismo
nesses alimentos foi evidenciada por um surto multiestadual em 2021 nos Estados
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Unidos, envolvendo Salmonella Typhimurium em vegetais folhosos embalados,
resultando em casos de salmonelose em 31 pessoas, com quatro hospitalizacGes
(MCCLURE et al., 2023).

3.1.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria ubiqua, apresenta-se sob forma de
bastonetes Gram-positivos, que ndo produzem toxina nem esporos. S&o capazes de
multiplicar-se em presenca ou auséncia de oxigénio, em alimentos com pH &cido e sob
temperaturas de refrigeracdo (CESARE et al., 2018; FORSYTHE, 2020; PASONEN et
al., 2019). Além de contaminar os alimentos diretamente, podem também ser causadores
de contaminacdo pos-processamento pois frequentemente L. monocytogenes é encontrada
em ambientes de manipulacdo de alimentos sob forma de biofilmes (KOCOT;
OLSZEWSKA, 2017).

Este microrganismo causa listeriose, uma doenca bastante severa que apresenta
alta taxa de hospitalizagéo e letalidade (20 a 40% dos casos), sendo bastante perigosa
para pessoas pertencentes aos grupos de risco como idosos, imunocomprometidos e
gestantes e seus bebés (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION
(CDC), 2023; EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022; FAN et al., 2019).
Seus sintomas iniciais sdo dores musculares, vomitos e diarreia, podendo evoluir para
meningite, septicemia e outras doencas do sistema nervoso e em gestantes pode provocar
aborto (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2022; FAN et al., 2019).

Os principais alimentos envolvidos em surtos decorrentes de contaminagéo por L.
monocytogenes sdo laticinios, carnes, salsichas, hamburguer, vegetais, produtos
marinados e peixes curados, além de refeicbes prontas para o consumo (devido
contaminagdo cruzada) e alimentos com baixos teores de umidade. Entretanto, é dificil
rastrear o alimento causador de listeriose, pois esta doenca possui longo tempo de
incubacdo (CESARE et al., 2018; JAMALI; CHAI; THONG, 2013; TAYLOR; QUINN;
KATAOKA, 2019).

Surtos envolvendo L. monocytogenes estdo se tornando cada vez mais frequentes.
Em 2021, nos Estados Unidos ocorreu simultaneamente em 13 estados um surto
envolvendo saladas verdes embaladas, com 18 doentes, 16 hospitalizacfes e 3 mortes.
Em 2023, ocorreu outro surto multiestadual nos Estados Unidos envolvendo saladas
verdes embaladas, porém neste ano o nimero de estados afetados aumentou para 16,
houve 19 doentes, 16 pessoas hospitalizadas e nenhuma morte. O ponto em comum entre
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esses dois surtos recentes é que as saladas eram de marcas diferentes e compradas em
varias lojas, portanto, pode-se concluir que a contaminacao de vegetais folhosos por L.
monocytogenes nos Estados Unidos estd disseminada pelo pais, sendo necessarias
maiores medidas de controle (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC), 2023).

3.1.3 Escherichia coli

E. coli pertence a familia das Enterobacteriaceae, ndo esporulada, que apresenta-
se na forma de bacilos Gram-negativos, com capacidade de fermentar glicose produzindo
gas e &cido, com temperatura ideal de multiplicacdo situada 35 e 40 °C. Sua deteccdo em
alimentos ou &gua é indicador de contaminacao fecal, pois esta bactéria € encontrada no
intestino humano e de animais de sangue quente (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Embora a maioria das cepas ndo represente perigo para o hospedeiro, algumas
cepas exibem altos graus de viruléncia, como a E. coli O157:H7, um dos patbgenos mais
importantes veiculados por meio de alimentos (CARVALHO; MITTELSTAEDT, 2006).

Os alimentos frequentemente implicados em surtos de contaminacéo por E. coli
incluem leite ndo pasteurizado, produtos lacteos, agua, sucos de frutas, vegetais
consumidos crus e, especialmente, carne bovina mal cozida (ANDRADE, 2008). Em
frutas e vegetais a contaminacdo por E. coli muitas vezes esta ligada a presenca de fezes
de animais na agua de irrigacdo, praticas inadequadas de manuseio ou sanitizacdo
insuficiente (LIU, C.; HOFSTRA; FRANZ, 2013).

Nas tltimas duas décadas, os vegetais folhosos tornaram-se um dos alimentos
mais consumidos no mundo e juntamente com o aumento do consumo também houve
crescimento no numero de surtos envolvidos com estes alimentos, principalmente na
Europa e América do Norte. Entre os anos de 1999 e 2019, foram atribuidos a
Escherichia coli mais de 4.500 surtos na Europa e mais de 3.000 surtos na América do
Norte (AIYEDUN et al., 2021).

3.2 Inibicéo de bactérias patogénicas em alimentos

A incorporagdo de antimicrobianos sintéticos, com o intuito de inibir patégenos
em alimentos, representa uma solu¢do economicamente viavel amplamente adotada pela
industria. Contudo, € importante destacar que muitos desses conservantes
antimicrobianos tém sido demonstrados como prejudiciais a satide quando consumidos

em doses superiores as permitidas (JABARI et al., 2018). Além disso, a associa¢do
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frequente entre as palavras "quimico" e "sintético” por parte dos consumidores amplifica
a percepcao de potenciais riscos. Este cenario tem impulsionado uma crescente demanda
por alimentos com menor quantidade de aditivos sintéticos, incentivando a industria a
explorar novas tecnologias para garantir a seguranca e qualidade de seus produtos
(JANJARASSKUL; SUPPAKUL, 2018; SHARMA et al., 2017). A substituicdo de
conservantes sintéticos por antimicrobianos naturais emerge como uma dessas novas

tecnologias com potencial promissor a ser investigado na preservacao de alimentos.

3.3 Antimicrobianos naturais

Os antimicrobianos naturais podem ser provenientes de animais, vegetais e
microrganismos, entretanto, os 6leos essenciais (OE) e seus componentes destacam-se
devido seu pronunciado efeito antimicrobiano contra ampla gama de microrganismos
patogénicos e deteriorantes (JU et al., 2019; MAURYA et al., 2021; PRAKASH et al.,
2018). Porém, devido ao odor caracteristico destes 6leos diversos estudos sdo realizados
com compostos antimicrobianos derivados de OE, que geralmente apresentam odor e
sabor mais suaves do que os OE, gerando menores alteracbes organolépticas nos
alimentos (LEE; YUN; PARK, 2015). Um dos compostos derivados de 6leos essenciais

mais estudados para aplicacdes em alimentos é o carvacrol.

3.3.1 Carvacrol

O carvacrol é um fenol monoterpendide extraido dos 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgaris L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.). Esse composto apresenta grande
atividade antioxidante e antibacteriana contra bactérias patogénicas e deteriorante (Gram-
positivas e Gram-negativas), fungos filamentosos e leveduras (BURT, 2004; CHANG et
al., 2017; MILADI et al., 2016). E um composto permitido para adicdo como flavorizante
em alimentos na China, Estados Unidos (LIU et al., 2021) e Unido Europeia
(EUROPEAN COMMISSION, 2002), alem de apresentar baixa toxicidade para humanos
e ser considerado uma substancia GRAS pelo FDA (FDA, 2018).

Carvacrol é o composto extraido de 6leos essenciais mais utilizado em pesquisas
(MARINELLI et al., 2019), principalmente devido ao efeito desintegrador na membrana
externa de microrganismos Gram-negativos, uma caracteristica incomum em compostos
extraidos de 6leos essenciais (STORIA et al., 2011). O carvacrol, por ser um composto
altamente lipofilico, age na membrana celular dos microrganismos, alojando-se entre os

acidos graxos, causando desestabilizacdo de sua estrutura com ruptura e vazamento dos
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fons K e H", causando morte celular (KACHUR; SUNTRES, 2020; MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018).

Apesar de sua reconhecida atividade antimicrobiana contra os principais patégenos
alimentares (CACCIATORE et al., 2020; CAMPANA; BAFFONE, 2018; ENGEL et
al., 2017; HECKLER et al., 2020; VIDACS et al., 2018), a aplicagio de carvacrol é
limitada devido ao seu odor pronunciado, hidrofobicidade, baixa estabilidade, alta
volatilidade (WANG; WU, 2021) e suscetibilidade a degradacdo por agentes quimicos
(ar, pH, umidade) e fisicos (luz UV, temperatura) (DORMAN; DEANS, 2000). Além
disso, o carvacrol pode interagir com os componentes dos alimentos, diminuindo sua
atividade antimicrobiana (BRANDELLI; LOPES; BOELTER, 2017), tornando a

encapsulacdo uma estratégia para possibilitar sua utilizacdo em alimentos.

3.4 Nanoencapsulagao

A nanoencapsulacdo é uma técnica que visa proteger compostos sensiveis no
interior de particula de tamanho nanométrico (menor que 1.000 nm) produzida a partir de
uma matriz polimérica inerte (material de parede) proporcionando a liberacdo dos
compostos encapsulados de forma gradativa sob determinadas condicdes especificas
(CHANDRAKASAN et al., 2019; JAFARI, 2017). Além disso, as nanoparticulas
apresentam grande area superficial, favorecendo o contato entre nanoparticulas e células
microbianas (OGUNSONA et al., 2019; SRIVIDYA; GHOORA; PADMANABH, 2017)
e devido ao seu tamanho ser aproximadamente 1.000 vezes menor que o tamanho das
bactérias (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2021) conseguem
penetrar através da membrana plasmatica destes microrganismos (MORONES et al.,
2005). A estratégia de nanoencapsulacdo é eficaz para proteger o material do ndcleo
contra condicOes adversas do processamento de alimentos (alta temperatura, umidade, pH
e outros), mascarar odores indesejaveis e melhorar a bioatividade, solubilidade e
estabilidade dos compostos encapsulados (KAUR, R.; KAUR, L., 2021).

O composto presente no interior da capsula é chamado de nucleo ou
encapsulado, sendo possivel encapsular materiais sélidos, liquidos ou gasosos (JAFARI,
2017; MAHDAV I et al., 2014). Os polimeros usados como material de parede podem ser
sintéticos ou naturais, dependendo da caracteristica desejada para a nanoparticula
(MOHAMMADI et al., 2017).
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3.5 Polimeros naturais

Os polimeros naturais também sdo chamados de biopolimeros, pois s&o
produzidos por plantas, animais ou microrganismos. Podem ser obtidos através de
extracdo direta de materiais biologicos, sintetizados a partir de monémeros naturais ou
produzidos por microrganismos geneticamente modificados (AHMADZADEH,;
KHANEGHAMH, 2019). Estes polimeros, de maneira geral, apresentam baixa toxicidade
quando comparados aos polimeros sintéticos (HORST; MOIEMEN; GROVER, 2019;
PRAJAPATI et al., 2013).

De maneira equivocada, muitas vezes biopolimeros sdo confundidos com
polimeros biodegradaveis. Entretanto, um polimero somente sera considerado
biodegradavel se em sua degradacdo produzir unicamente gases, agua e biomassa,
independente se sua origem for sintética ou natural (REHMAN et al., 2020).

Polimeros naturais sdo divididos em trés classes distintas: polissacarideos,
proteinas e polinucleotideos, porém nas pesquisas acerca de nanoencapsulacdo 0s
polimeros mais utilizados séo os polissacarideos (REHMAN et al., 2020), destacando-se

quitosana, alginato, amido, pectina e, nos Gltimos anos, gomas e mucilagens.

3.5.1 Mucilagens

As mucilagens sdo produtos normais do metabolismo das plantas, compostas
por carboidratos de alto peso molecular que sdo formados dentro das células vegetais para
serem utilizados como material de reserva de energia e agua (JANI et al., 2009;
PRAJAPATI et al., 2013). S&o polimeros hidrossoltveis, que podem ser classificados
como polissacarideos aniénicos, ndo anidnicos ou sais de polissacarideos. Apresentam
alta capacidade de hidratacdo, baixo custo, sdo materiais ndo-toxicos, biocompativeis,
abundantes na natureza e quimicamente modificaveis conforme a aplicacéo de interesse
(CAMPO etal., 2017; SOUKOULIS; GAIANI; HOFFMANN, 2018; TAHERI; JAFARI,
2019).

Mucilagens possuem grande potencial para uso como material de parede de
nanoparticulas pois os carboidratos de alto peso molecular favorecem a retengdo de
compostos bioativos (TOSIF et al., 2021) e modifica¢cdes quimicas podem ser facilmente
realizadas em sua estrutura para melhorar caracteristicas como biocompatibilidade e
estabilidade (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016; REHMAN et al., 2020). Também
podem ser utilizados como estabilizadores em emulsfes, pois provocam reducdo da
tensdo interfacial entre 6leo e agua (GOLKAR; TAGHAVI; DEHNAVI, 2018; SIBAJA-
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HERNANDEZ et al., 2015). A estabilizacdo ocorre porque a pequena porcdo de lipidios
presentes na mucilagem se ligam a fracéo hidrofébica do sistema, adsorvendo as goticulas
de 6leo, ao mesmo tempo em que a por¢ao hidrofilica da mucilagem se liga a fase aquosa,
estabilizando a emulsdo por repulsdo estérica (FERNANDES; MELLADO, 2018;
YADAV; MOREAU; HICKS, 2007).

Nos ultimos anos diversas mucilagens extraidas de vegetais comestiveis estdo
sendo estudadas como material de parede para a producdo de nanoparticulas tais como
quiabo (PRASAD, A. R. et al, 2019), manjericio (KURD; FATHI;
SHEKARCHIZADEH, 2019; MOHAMMAD; HASHEMI; MOUSAVI, 2017), chia
(CAMPO et al., 2017; STEFANI et al., 2019; TIMILSENA; ADHIKARI et al., 2016),
linhagca (NASRABADI; GOLI; DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI,
GOLI; DOOST; ROMAN; et al., 2019) e outros.

3.5.1.1 Linhaca

Linho (Linum usitatissimum L.) é uma planta herbacea pertencente a familia
Linaceae, nativa do Oriente Médio, cujos maiores produtores atualmente sdo Canada,
Estados Unidos, india e China (KAUR, R.; KAUR, M.; GILL, 2017). S&o subdivididos
em dois tipos de cultivares diferentes: de um sdo extraidas as fibras para producdo de
tecido e do outro s&o utilizadas as sementes para fins alimentares (ZUK et al., 2015).

As sementes de linho, chamadas de linhaca, sdo ricas em &cidos graxos poli-
insaturados, carboidratos, flavondides, fibras e proteinas (CZEMPLIK et al., 2011; POPA
et al., 2012), das quais podem ser extraidos 0Oleo, utilizado na alimentacdo humana, e
também mucilagem, que é facilmente extraivel com agua e possui propriedades fisico-
quimicas, funcionais e sensoriais (sabor insipido) adequadas para uso em aplicacdes
alimenticias (BASIRI et al., 2018; KAEWMANEE et al., 2014). A mucilagem da linhaca
representa entre 3 a 9% do peso total das sementes e € composta principalmente por
polissacarideos (50 - 80%) (KAEWMANEE et al., 2014; OOMAH et al., 1995). Esta
porcdo polissacaridica é dividida em uma fracdo neutra (83%), composta por
heteropolissacarideos de alto peso molecular, principalmente arabinoxilanos, e uma
fracdo &cida (17%) composta por carboidratos menores, principalmente &cido
galacturdnico e ramnose (KAEWMANEE et al., 2014; QIAN et al., 2012).

A mucilagem de linhaga apresenta propriedades reologicas e capacidade de
retencdo de agua semelhantes a goma arabica, por isso estdo sendo estudadas aplicaces
em alimentos como estabilizante, espessante ou emulsificante (BASIRI et al., 2018;
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KAEWMANEE et al., 2014; LIU et al., 2018). Vérios estudos também comprovam seu
potencial para uso como estabilizador para emulsfes de 6leo em agua (LI1U et al., 2018;
NASRABADI; GOLI; DOOST; DEWETTINCK; et al., 2019; NASRABADI; GOLI,
DOOST; ROMAN,; et al., 2019).

3.5.1.2 Chia

Chia (Salvia hispanica L.) € uma planta da familia Lamiaceae, nativa do México
e Guatemala. Suas sementes apresentam altos teores de &cidos graxos poli-insaturados
(principalmente 6mega-3), proteinas, fibras dietéticas, minerais e compostos fendlicos.
Estas podem ser utilizadas na alimentacdo sob forma de 6leo, mucilagem, farinha ou
inteiras (MARINELI et al., 2014; SEGURA-CAMPOS et al., 2014).

Em 1996 a FAO (Food and Agricultural Organization) caracterizou a semente
de chia como uma potencial fonte de goma de polissacarideo devido as excelentes
propriedades de formar géis em solu¢Ges aquosas, mesmo em baixas concentracdes
(MUNOZ; AGUILERA; et al., 2012). Devido a suas caracteristicas funcionais e
nutricionais a chia atualmente é um vegetal cultivado em diversos paises no mundo
(DICK et al., 2015).

A semente de chia ao entrar em contato com agua exsuda um gel mucilaginoso
transparente (fibra dietética soltvel), composto principalmente por xilose, glicose e acido
metilglucurdnico, que formam um polissacarideo ramificado de alto peso molecular
(variando entre 0,8 a 2,0 x 10° Da) (LIN; DANIEL; WHISTLER, 1994). Este gel
apresenta alta capacidade de retencdo de agua (até 23 vezes seu peso em &agua)
(TIMILSENA et al., 2015) e, devido a essas caracteristicas, tem potencial para ser
utilizado na industria de alimentos como emulsificante ou ingrediente (CAMARA et al.,
2020; CAMPOS et al., 2016; SALGADO-CRUZ et al., 2013; ZETTEL; HITZMANN,
2018), matéria-prima para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis
(DICK et al., 2015; LUO et al., 2019; MUNOZ et al., 2012) e material de parede para
nanoparticulas poliméricas (CAMPO et al., 2017; TIMILSENA et al., 2016; TOSIF et
al., 2021).

Além disso, a mucilagem de chia ja demonstrou possuir atividade
antimicrobiana contra microrganismos da familia Enterobacteriaceae (BRUNO-
BARCENA; AZCARATE-PERIL, 2015; XING et al., 2017), Salmonella Typhimurium
e Campylobacter jejuni (FROEBEL, L. K.; FROEBEL, L. E.; DUONG, 2020).
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4. METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia e os resultados obtidos neste trabalho estéo apresentados na forma
de artigos cientificos publicados ou a serem submetidos para publicacdo em periddicos

especializados. Cada subtitulo desse capitulo corresponde a uma publicacdo

4.1 ARTIGO 1
Carvacrol encapsulation into nanoparticles produced from chia and
flaxseed mucilage: Characterization, stability and antimicrobial activity against
Salmonella and Listeria monocytogenes
Artigo publicado no peridédico Food Microbiology 108, 2022, 104116
Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074000202200140X

4.2 ARTIGO 2
Carvacrol encapsulated in chia mucilage nanocapsules to inhibit Salmonella

in chicken meat

4.3 ARTIGO 3
Chia mucilage nanocapsules as an alternative sanitizer to inhibit Salmonella,

Escherichia coli and Listeria monocytogenes in green cabbage


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074000202200140X
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Carvacrol encapsulation into nanoparticles produced from chia and
flaxseed mucilage: Characterization, stability and antimicrobial activity
against Salmonella and Listeria monocytogenes

Fabiola Ayres Cacciatore ", Caroline Maders ', Bibiana Alexandre ',
Cristian Mauricio Barreto Pinilla", Adriano Brandelli "+, Patricia da Silva Malheiros"

* Laberatino de Ledegha ¢ Higene & AN & Cimcin & ABtmay, atnerstdade Fedonal 20 Rie Grnd Do Sad Poere Adgre, Hreal
¥ Latvrstirio de Bloquinkn ¢ Micndiiogle Apleadt Deparsamests de C¥ucie de Aloveneos, [nbersidade Sadered Do Mo Gramde 1o Sul Bsrm Alsgre, Brazi!

* Ceatro de e logis, ¢ de Faderal o R Grende Do Sal, Bovte Alegre, Nl

ARTICLE INFO ABSTRACT

Carvacrol is 2 natural antimicrobsal with excellent antimicroblal propenies against several food bome pathogens.
Fovcapenlation cxn mcrvase curvacnd stabiliey wnd salubility, snd mask its prosowscnd cdor. Moclages hive been
studied as wall matenial for sanoparticles due to their high retentin capadity of boactive compounds and case of
chemical modifications to smprmonve their stabiliey. In this study, 1.67 mg/mL of carvacml encapsulsted inta chis
mucilage nanopartices (CMNP) and flaxseed mucilage nenopasticles (FANP) were penduced by high-enesgy
emulsification techosqoe and tested againa Listerir monocytogmes and Solmoselle. Encapsulston efficiency
around 96% of carvacrol was obtained foe both fomaations, CMNP showed & disoscter size of 179 nm and 2eta
potential of ~11.4 mY. Bacterial Inactivation Conceneracion (BIC) of CMNE was 0.42 mg/mil. agalest Safmonfa
and DA mgsml, against L. ovoocymgeies. FNMNE showed dameter stee of 1655 om snd 2ot patentinl of - 12.6
mV. BIC of FMNE was 089 mg/mlL against boch microor 5 » i analysis showed
that the nasopartichs sne spherically shaped. Concontrations of BIC and *: BIC were used 10 evalusie the Kiewtio
of bacteriad growih in the presence of antimicrobials (CMNP, FMNP and carvacrol salutica). The results of this
vest shoed that viahle connts of Solwoselly and £ svosocrogenes wene bedow the detection Bmit (1.09 log CRU/
ml) after 2 b incebation (37 C) using CMNP a1 the BIC The wall material, redyydeated chia and Saxseed -
cilages, reduced L monocytogens growth during 24 b However, smboaded nanoparticles kept the visble comts of
Toth microorgansens 2-5 log CRU/mL bedow the oetral cueve of microbial growth during the 48 h experimens,
suggesting that nascstructaned mucllages potentate antimscrotdal peoperties. The results indicate thae CMNE
and FMNP Bave potential for use as food poservatives.

Keywonk:
Antimbcrobiby] activiey
el o8
Wardlage
Nanperticl

[arria

Subuaels

1. Intraduction microorganisms, an ususual feature related to EO compoands (Lo Socn
et al, 2011), Several studies prove its antimicrobial activity agaiost the
main food pathogens (Caccintore et ol., 20207 Liu et al, 2021; Trevisn

et al., 2010}

Carvacrol is an aromatic monotespene, extracted from thyme
(Thynus walguris L) and oregano (Organum walganis L), which has

excellent antimicrobial properties against fungi, Gram-negative and
Gram-pasitive bacteria. Carvacrol bus 4 GRAS status and can be used asa
food additive in China, United States and Earopean Union (Liv =t ol ,
071). Mareover, carvactol (s the tial oil (EO) P 5068
commonly used in research studies (Marinelli et al. 2019), mainly for its
disintegrating effect oca the outer membrane of Gram-pegative

However, carvacrol and other compounds extracted from ECs have
limited wse in foods due thelr proncunced odor, hydrophobicity, low
stability and high volatility (Wosg osd Wu, 2021). Purthermore,
carvacrol can Interact with food i d lag its !
béal activity. In this context, nanoencapsulation emerges a5 a strategy to
Improve the use of natural antimictobials le food systemsa (Lopes and

Addrevinsions: B0, essential oil; CMNP, chin macilage sanoparticle FMNP, flaaseed moclage nssoparticle; BIC, Tacterinl mactivation cononistion
* Comvesponding auchoe. ICTAAIFRGS, Av. Bento Gongalves 9500, 91501, Farto Alegne, Brazl

F-mod exddrese alonndis wins e (A, Brandelli),
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Brandelli, 2018), Through peul d(core) s

retained Inside a namoparticle produced fmm a polymeric matiix (wall

ial) providing progreszive release of the encapsulated compound

('- ssadpour and Jafad, \JI')) The core material can be protected agalnss

food ditions (high humidity,

extieme pH, ud o(hen), masking undesirable odmt. and insproving

bicactivity, solubility and stability of the encapsulated compounds

(o and Bawr, 2021) The palymer used as wall nsatesial can be syn-

thetic or natural; meanwhile, natural polymers ate frequently wsed for
oil nanoencapsulatioa (Fesreimn and Nuaes. 2019).

The mml mddy used natural poly are polysacchatides such a3
hi ches, pectin, gums nnd mlmlnss Mucilages
present aomedewabk prop like high hydiai pacity, stability,

non-toxicity and low cost, whea nompnred to other nnnmll polymsers
(Hovst et al,, 2019 Tahed and Jagarl, 2019). In addition, they facilitate
the formation and stabilization of due to the reduction of
Interfacial tesaion besween oil and wager {Golkar et al, 2018; Fevaandes
and Salas-Mellsdo, 2019) and the high molecul weidll balayd
polymers favors the tion of bloncth (Tosif e al,
2021). Qu 1y, different ilages extracted ftoul edible vegetables
are belng stodied for wsing aa wall matedial in nanoparticles, including
okea (Prazad «t ol , 2019), basil (Kud et ol . 2019), laxseed (Nasrabadi
et al, 201%a) and chia seed (Campo et al., 2017; Stefoni er al., 2019).

Chia (Safvia hisparica L) belongs to the L family and 3
native from Mexico and Guatemala (lccaing et ol 2000). Since 1996 this
vegetable is recognized by FAOQ (Food and Agricultural Oxmum)m
a potential mucilage source, due toits llent gel f

Food Microfenkogy 108 (3023} 10M175

and £ d il lating carvacrol. Besides that, the anti-
microblal action of both pupunnou were tested agaleat Salmanella
enterica and Listeria monocytogenes.

2, Materials and methods

2.1. Materials

F d {Linuwm L) and chia seeds (Sahvia hispanica L.)
wete purchased in a local market (Porto Alegre, Brazil). The seeds were
stored in vacuum-esded bogs at 16 “C until further use, Ethanol and
Tween 80 were acquired froms Dinamica (Sac Paulo, Brazil), carvacrol
(56%) was acquired from Sigma-Aldrich (St. Lovis, MO, USA), and acetic
acid 99.5% was provided by Neon (530 Paulo, Brazil). The other re
agents used were analytical grade.

22, Bacterlal eudrures

Two bacterial | ! fctalls were wied n this study, each one
containing three strains, Tlulmaqumsm&mlmbmd
by L # 7459 (isolaced from dalry products),
L. monocytogemes J11 (isolated from meat) and L. monocylogenes ATCC
7644, while the Salmonella enterica cocktail was formed by 5. Enteritidis
SES6 (isolated from foodborne outbreak), S Mlnnmta 7301007 and S.
Heidelberg 22,295 (isolated from chick h ). All strains
uudmlhsuudymohalmdlmtbehﬂuulculmncdlumd
the Lab y of Microbialogy and Food Control (ICTA/UFRGS, Porto

in aqueous solutions, even at low conoentrations (Munos .:1 N 3-312).
Chia seed in water exudesa gel, d mainly of
il

Alegre, Braﬁl]. The stiaiss were separately grown in Brain Heart Infu-
sion (BHI) broth at 37 “C for 18 h. Afterwards, each strain was adjusted

carbohydrates (94%6) p £ high water resention capacity

about 23 times its weight in water (Lin et al, 1994; Timilsenn et ol

toa ation of B log CFU/mL through addition of BHI broth until
the optical density (ODy, ) of approxd 1y 0.5 was reached using a

Ultrospec™ 3100 Pro spectiophatometer (GE Healtheare, Amershan,

20164). These features make chia ilage a g | lsifier ot
i dient for food appli (Zettel and Hitzmann, 2016), raw ma-
terial foe bloactive filas dewlopmeat (n.rL et al., 2015 Muioz of al,
2) and wall ial for poly (Campo et ol,
7; Tosif et al., 2021). Purth chin ilage ds ated
anﬂmnc:obul activity against Enterchacteriaosie (an-- Burcena and
Azeamte Peril, 2015; Xiag et al., 2017), Salmonella enterica sv. Typhi-
mummand Camypriobacter jgumi (Froebel ot 4l 2020),

F d {Linum usitatisi L), also callcd linsesd, is rich in
paly d fatty acids, carbohyd ids, fibers and pro-
teins (Czemplik ecal, 2011).1n lecem)m flaxseed has been tested as
an uncoaventional source of soluble polysaccharides (i« ol 2018),
Thas mucilage is exsily ble with water and has physicochemical,
fumctional and sensary propetties ( less flavor) e for food
applications (Bnmri et al, 2017; Ksewmanee ot ol, 2014). Flaseed

! b 3 and 9% of the toral weight of the seeds,
lysaccharides (50-00%), divided into a

ind it s cocnpossdl minly by

neutral § (83%), ed of high molecular weight hetero-
palyssocharides, mostly arabi tans, and an a:udnc fraction (17%)
composed of smaller carbohyd mnly ic acid and

thamnose (Kaewmanee et ol | "l'll-‘ Cian et al, 20072) Flaxseed muci-
lage has rheological properties and water retention capacity sémilar to

UK). &hqumﬂy.amofendlmnmnﬁedmnmﬁembe
braining 9 mb of | lating cocktails P were
plwuudlmmed-mlybdomenchmal

23, Muciloge extraction

23.1. Chie muciluge extraction

Chia seed mucilage (CSM) was extracted as proposed by Dick et ol
(2015), with minor modifications, Chia seads were mixed with distilled
water (1:30 w/v) and stirved during 2 h at room temperature (25 “C)
using an electric stirrer (Edutec EBQ?OO&A -2, Curitiba, Brawzil). Then the
chia seeds and il were d by centrifugati
(High-Speed Rnl(lmnd modd CR 21G11; Hlmchh. Ibarakl, Japan) ar
9000 g for 30 min. The remaining mucilage adbered to the chia seed coat
was remaved with a vacuum pump and a seve. CSM was filteved
through pieces of gauze to small imp and the Iting
solution was dried In a forced aly oven (model BSAFD; Deleo, Parto
Alegre, Brail) at 60 °C during 19 b Afterwards the dehydeated mucilage
wis stored in sealed plastic bags until use.

23, L HMaxsead nnnlw extraction

gum arabic, so is being studied food applications as stabilizer, thick
o(emulnﬁet(&iaun esal, 2017 Lau rul , 2019). Furthermore, flaxsesd

ik d antil | activity against Escherichio coli
S&quhyhm:m aureus and Preudormonas aeruginasa {Ceemplik et ol
2011), Enteracocens faecalis, Bacillus corews and Salmonella typhd (Falla
et al, 2015)

Seudi mlng ilage as wall ial to produce namoparticles
have been fi d on peulation of bioactive pounds, such as
vitaming, minevals, farry acids and favoriags (Talwr and mmu, 2019).
H studies regarding the preparation and ch jon of
carvacrol-loaded mucllage nmopalﬂclu have nat been described In the
curtent litersture, In this context, the objecuve of this work was the

ion and ch of preduced from chia

L ¥

4 age (FSM) was obtained using the method 4
by loed.:l ( ‘mm ﬂmseedmnmm‘dmdmﬂledwnmnnl 30
(w/v) tatio and stirred duting 3 b (1000 tpm at 80 "C) on a magnetic
hotplate stitver {moded HJ-4; Centerlab, Sao Paulo, Brazil). The mucilage
solutian was kept at room temperatuve until bt reaches 25 °C. Afterwards
the mucilage was centrifuged (model CT-5000 R; Gentec, Sao Paulo,
Brazil) at 3900 g for 15 min, filtered through pieces of gauze and diied
for 16 h at 60 “C in a forced air oven {model BSAFD; Deleo, Parto
Alegre, Bragll). Then, the debydrated mucilage was placed in plastic
bags, sealed and stored until use,
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2.4, Mucil T

! lab o

The mucilage solutions (chia and flaxseed) were p

Food Microfenkogy 108 (3022} 104175

nbootbu\m was measured at 297 nm uuns the Ultrospec ™ 3100 Pro
' (GE Health h UK). The carvactol
in each sample wos calculated using the linear equation y

1 L

mlng the madwdobgy propased by Campo ot al | ‘m*l Dehydmtcd

d a5 described above) was suspended in distilled water
(n.l% w/v) nnd mixed on an electric stirrer (model EEQ9OUEA-2; Edu-
tec, Curitiba, Braxil) during 2 h at room temperature (25 “C). After-
wards, the pH was adjusted hoMulng 1 Ma«xlcaad(ﬂnumwoprmnl
mictobial growth) and mai night under ion tem-

= 0.3431x + 0.1305 (R’ = 0.9835) a desceibed In o previous study
(Caccatore et al, 2020). In this equation x represents the carvacrol
concentration In the sample (mg/ml) and ¥ represents the absorbance
(nm).

The encapsulanon efficiency was calculated using Eq. (7). Initial

is the carvacrol amount encapsulsted in CWMNP and PMNP

[ PPt

ta s The hydrated ilage was

(121 “Clor 15 mn] md frozen (=20 "C) for latey uue

2.5, Carwicrol encapsul on chia lage nanaparticle (CMNP} and
a d mucilag particle (FMNP)
Carvacrol din (cliaand il d) using the

mmgmwwr_uupm al. (2017) with some modifications.
The organie phase was compased by Tween 80 (13.5 mg), carvacral (40
mg) and ethanol $9.5% (4 mL), kept under magnetic stining (model 752
A; Fisstom, S4o Paulo, Brawil) at room temperature [25 C) d\nln; 15
min. The ag phase was compased of mucil,

ax de-cubtd abave), Afterwards, the arganic phaue wasaddcd d:opwm
to 20 mL of the aqueous phase during homogesizatioa (15 min at 8000
tpm) in Ultra Turrax® (dx,gual model T25; IKA, Staufen, Germany), to

(1.67 mg/mL) asd npummmcoummon is the carvacrol amoeunt in
pension siet (.
(inital s — sup |
initial coscentration

EE (%) = * 1M}

@)

26.5. Scanning dectron microscopy

2ol oh

The photogis of nasoparticles produced with
chia nnd fl d Hags pealating carvacrol were evaluated by
it py usng b ke d electrons detection

(BSE SEM) One drop of each solution were placed on the double-sided
tape surface fixed to stubs and oven diied at 20 “C for 24 h. Photomi-
crographs were recorded ar 15 kV wsing a Hitachi TM 3000 scansing
electron microscope (Hitachi® High-Technologies Corp., Tokyo, Japan).

produce 24 mLof P pension (final carvacrol concentration
1.67 mg/ml).
The formed particles were d d CMNP (chia mucilag 27, Antimicrobial actinty

nanoparticle) and FMNP (flaxseed mucilage nanoparticle). Unloaded

nanoparticles UCMNP {from chia mucilage) and UFMNP (from flaxsesd Antimicrobial activity wos determined by Bactedial Inactivation
mucilage) were also developed, using capeylic ail trighyoendes (oll « ica (BIC) and kinetics of planktonic microbial growth/sur
without antimicrobial activity) instead of carvacrol. vival according to Cacciatoce el al (20201, MIC values were not deter-

minead as the p of iclesin affeces absorb

26, Characterization of CMNP and FMNP

2.6.1. Particle size dismibution
l'hedmmuu(m‘m)andmmluewmdemudbylmu
diffraction (Mmuulw. ZJOON 5.61, Mals ki
UK)u&s ples were d d in ul i diately after
The refi i WMMmmlmluMMl
mlnSandlmmpectxvdyﬂmmulmmmdyudmnsﬂm
Mastersizer 2000 5.6]1 software. Span valve s the measurement of the

width of the distrit The the distribution, the smaller the
span b Span was cbtained ding to Eg. (1
Span =1d, 04 —ff-nl,-"ﬂ'.,t-.- (¢8]

where d g0, dyos and dig mdunmdmduemudalﬂw

ath, 50th and 10th pasticle distribution p esp ly.
26.2 Zeta potential

After diluticn in ultrapure wam (1-10 v/v). the zeta potential of
CMNP and FMNP was d ined thiough el phovetic mobility

(Zeta Potential Analyzer 31,450, Zeta PALS, Brookhaven Instraments,
Heltaville, NY, USA).

261 Stability evaluation

To evaluate the stability of plysicoclemicsl ¢l {mesn
dinmeter, span and zeta potential), samples of CMNP and FMNP were
wtoved at 10 "C duting 28 days, Mesurements were performed inume-
diately after encapsulation (day 0) and once a week until reach 28 days
(day 7, day 14, day 21 and day 28).

2.6.4. Encapsulation effichency

Encapsulation efficiency was determined according to Cacciatore
ot al 170201, Biefly, CMNP and FMNP were centrifuged (10,000 g at
4 °C for 20 min); the supernatant was diluted in 95% ethanol and the

and Mbldl(y readings (Ony cl al , 2014)

2.7.1. Bactericidal (naethvation concentration (BIC)

The BIC test was performed on the day of sanopacticle production
(day 0) and 28 days after preparation (day 28}, Briefly, samples of MNP
(1.67 mg/mL), PMNP (1.67 mg/mL) and carvacrol solution (106 mg/
ml) were evaluated using a 96 well microplate. To prepare the carvacyol
solution, 0.106 g of carvacrol $6% (Sigma Aldrich, USA) and 0.1 g of
Tween 80 (Dinamica, $ao Paulo, Brazil) were diluted in 10 mb of sterile
dastilled water and then the soluti was' ived by v ing. A

itive control (witly imi nddum)nndnnegmvemnud
[vmbo-( addition of bacterial commls) were also analyzed, This
methodology was repeated for L monacytogenes cocktail and S. enterica
cocktail The microplates were mwbued (24 hat 37 *C) and a{t« llm
period 20 pL of exch well was i lated on sl growth
far each bacterlum In order to abserve the growth of specific colonies
after 24 h incubaticn. The lowest antimicrobial concentration that
Imactivated the tiget microorganisen was considered the BIC value.

2.7.2. Kineties of bacterial growth in the presence of antimierobial (time-kill

assay)

The multiplication/survival kinetics of Listeria and Salmanella cock-
tails were cvalualed uging the dme-lull W denuibed by ecstote
et al. (2020) with medificati i

UCMNP and UFMNP (unloaded momdu. without ca:vauol).
CMNP and FMNP, aad carvacrol solution were tested at concentrations
*: BIC and BIC, The antimicrobial solutions were diluted in tubes con-
taining BHI beoth up to a final volume of 9.5 mL and 0.5 mL of the
Incculum (adjusted to € log CFU/mL). A positive control tube was pee-
pared using ultra-purifisd water instead the antimicrobial. The antimi-
croblal activity of the wall material was evaluated in tubes contalning
9.5 ml.. RCM (rehydrated chia mucilage) or RFM {rehydrated flaseed

1 d o described above) and 0.5 ml of the Inoculum
[adgunzdmcbgcﬁllm.l.) The tubes were incubated at 30 “C under
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agitation. In predetermined times (0.25, 2, 4, 6, 24 and 48 h) aliquots
from each tube were taken, following by serlal dilunion and lneculation
on selective medium uking the drop plate technigue. After this step, the
plates were incubated ar 37 °C for 18-24 h and then bacterial colonies

Food Microfenkogy 108 (3023} 10M175

selected for the following experiments.

3.2. Characterisation of CMNP and FMNP

A d. The d limit of this method is app ey 1.69 After the determination of carvacrol amount, twa different formu-
log CFU/mk (Miles and Misia, 1938) laticng of carvacrol-loaded . les wese produced, using chia or
- . . d mucilages as wall i 'Thnemlu[ocdxmt«mmn

2.8, Satistical analysis umpotu!ul and encapsulation efficiency are summarized in Table 1.
o A i oz Regardless of mucilage, chia or fl d, the particles can be considered

Data on the phy Jace °‘ P and 5 since the di were smaller than 500 am for

b | counts were by Analysis of Variance (ANOVA), and b, formulation (Assadposr and Jafail, 2019). Although FMNP showed

applying Tukey's teet (p < 0,05) using Statistical Analysis System soft-
wire (Vessica 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). All experiments
were petformed in triplicate,

3. Results and discussion

3.1, Production of mucilag particies

Preliminary tests were perfe d 1w | the influ of
different amounts of crvacrol on the size distribution of CMNP and
FMNP particles and 1o & ine the Ideal formula that would
present antimicrobial activity againe S. enterica. For this purpose, four
different formulations wete prepared: chia mucilage as wall material
(40 mg and 80 mg of carvacrol, desominated as CMNP40 and CMNPSO0,

pectively) and fl d ilage as wall ial (40 mg and 80 mg
of carvacral, denomisated as FMNNOand PMNPS0, mp«uvd))

In l!us wark, the E inl Inocty C ation (BIC) was
defined s the antimicrobial needed to inactivate the
icrobinl population. This rep d a red of viable counts
bedow the d Limit of the method (1.69 log CFU/mL) statting from

a bacterial concentration of 8 log CFU/mL. This criterion was defined
dmtod\.reeuncmmduwdryo(dnfoodbamdlmwuedby
5. emterica and L inlly when affecti

smaller size than CMNP (p < 0.05), both formulations were in the range
from 150 ta 200 nm, parabl  to vﬂu« described for dllhnnr
polymeric particl L icrobial ds (! ec-
culano et al, 201%5; Timbe et al, 202 0). The span mennme. which
evaluates the uniformity of namoparticle size, showed no significant
differences (p > 0.05) between CMNP amd FMNP (1 2ble 1).

In previous studies wing gums or mucilage as wall matetial, the
nanoparticle size was gmilar to those determined in the present study.
For chis manoparticles containing chia seed oil or faxseed oil the
measured diameters were 205 nm (Campo et al, 2017) and 356 nm
(Stefanl et al., 2019), respectively, while d cle can-
taining f) d protein p dadi uuoﬁw‘)m(\uabmﬁ
ef al, 201%a) 1o a study that wsed mdwwpm s wall matenial, the

da of the icl staigeriana EO was
153 nm (Herculano p al., 2015), T‘he nmpmlck diameter can be
influenced by the type and of gum, hod and
emulsifier used (Ghayesapaus e al., 2015),

In this stody, no significant differences (p = 0.05) have been detected
between CMNP and PMNP with regard to zeta potential (1able 1), The
zeta potential characterizes the electtic charge on the surface of a poc-
ticle, i.e., the dectric charge difference between the nasoparticle and
the sutrounding solution (Lu and Gnn. .nCv-) Zeta po!qmd mdncanu

MONACYtoLorcs,

bedonging to sk groups like mnwnmnppnand elderly nnd pmpnm
women (Center for Disease Control and Prevention, 20223). Purther-
move, L on microbiological eriteria for foodstuffs & i
d\ednenceofsdmmﬂnudLmoqummﬁﬂzmmtypuoﬂood
(Comisslon of the Ewopean Communities, 2015 National Advisory
Committes an Microbiological Criteria for Foods, 2015). Thus, it was
important that the antimicrobial formulations tested could be able to
d the microbial population to very low levels

The BIC value ¥ to inacty s ! ktail using clin
nanoparticles (CMNP40 and CMINPS0) was 0,42 mg/mL, while for
flaxseed nasoparticles (FMNPA0 and FMNPS0) the BIC to inactivate the
same bacterial cocktail was 0,63 mg/mL. Regarding the antimicrobial

nagnitude of the o or

tticles, and & a p used ta eval the stability of the
colloidal suspengon. Th: higher the absolute value of zeta pousmnl the
greater the repulsion and therefore the lower the possilxlity of collisions
and aggregation of nanoparticles (Arias ot al | 2000). In general, a sys-
tem is considered stable when the absolute value of zeta potential s
greater than 30 mV (Wang et al., 2010), but several exceptions have
been reported (Janes o ol 2010} When the zeta potential presents
values between —30 mV and +30 mV this system can be stable by steric
stabilizazion due to the presence of surfactant malecules on the surface
of the sanoparticles (Felicio et al., 2020 Washington, 1996), EOs pre-
lem negmve zeta potentinl values (Mutlu lngok =t al, 2020) and

activity against Sabmanella, nanoparticles prepared with 40 or 90 mg
carvactol showed the same Blc value. In the particle sae annlydl the
four formulati deg size to be d as nano-
particles (dlnmom size <500 nm)} (Asadpons and Jafarl, 2019), How-
ever, CMNP4O (179 nm) and PMNP4O (165 nm) presented smaller size
when compared to CMNPSD0 (344 am) and FMNFBD(:SI nm). To choose
the best nanoparticle formulation for ap oa as antimicrobial, the
smaller the average diameter, the hlghu the surface area 0 volume
tatio, the greater the possibility of sanoparticles to interact with the

b of mi " (Morones et al., 2008). Punbernwre.

ey

particles with an oily core generally have a negastive zeta
potential as well, because the outer layer of the polymeric nanoparticles
is very thin, often potes and leakage of the encap-
sulated compound (Calve et al., 19565 Lesa e ol 19935). In addition,
zeta potential is influenced by pH. At pH values arcund 2, nasoparticles
are often positively charged. As the pH rises, the magnitwde of the

Table 1

Dismeter shee, Span, 2eta potentlal, and encapsulition efficiency of chia muck-
lage mancparticle (CMNF) and flaxseed mucilage nancpanticle (FMNE) oo
Taining carvacral

nanoparticles containing 40 mg of carvaciol sk d PDI1 apyp
0.2 (CMNP4: 0.17; FMNP40: 0.25) while nanoparticles containing 80
mg of carvacrol showed much higher PDI (CMNPBO: 4,26; FMNPSO:
3.57). PDI values close to 0.2 suggest a lower probability of aggregation
and greager stabllicy of the suspensions (Klang ot al, 2012; Elang and
Vadenta, 2011

Uslag a larger amount of encagaulated carvacrol (80 mg) did noc
improve the antimicrobéal activity of the chin and flaxseed nano-
pwtsdu. but increased PDI values of the syscem. Therefore, fox bath

lameter sioe Span Zeta potential Pacapsaletioo
sl (aV) ifficdincy (%)
(am}
CNNP 17002 29° 106 & SALAE LAY S 06"
(X R
(LU R R T W S ~126 £ 03 w02 2 00
000"

* Differene bettens in the same column indicate sigmificant differences by the
Tukey's test (o« 0.05) Data rey mean dard d jon of theee In-

the duced with 40 mg were

5 t P

ia Lo
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ve electric charge on the 1 (Gohetal., 2016;
Hou ulano et al., 2015). In this uudy, the pH of the agueous phase was
djusted to 4 peior to latica. In addition, chin and flaosesd
mucilages are negatively ehusld due the presence of carboxylle acld
groups in the carboxylated form (000 {Herculomo et al, 2015;
Timlbena oo al, 20160), w0 it was already expected that the nano-
particles wouk] exhibit negative zeta potential,

The encapsulation effickency (EE) was high {>96%) for both for-
mufations (Talie 1), with no sigoificant differences helwm !bun >
0.05). The EE is strongly influenced by the physicoch
istics of the core and wall companents nnd thm interactions [r |lw-
et al, 1590). High EE values are exp wbenﬂu P

pound is hydrophobic and the wall | is hydrophalic (haya
et ol, 20025 ¥umar er al, 2010), as observed in this research in which
carvacrel is hydrophebie and mucilages are hydrophille. High EE values
have been documented in several nanoencapsulation studies of EOs and
their active pounds, such as v B0 paulated in poly-
caprolactone with 996 EE (Fphiem et ol 2014), thyme BO encapsu-
lated |n chlman with B1% EE (Satele-Bayis et al, 2017), thymol

lated] in zein/ct with EE =608 (Zhang et al , 2014), and
eunmcwl encapsulated in Eudragit RS 100 with 97% EE (Coccntare
et al, 2020)
The two formulati hibited stability in di size, gpan and

zeta potential during 28 days storage at 10 °C(Tabie 2), probably due to
steric stabilization, as mentioned above. This result is consistent with
results found by other auth using ikage as wall |, Campo
et al. (2017) demonstrated stability during 28 days for chia il

Food Microfenkogy 108 (3023} 10M175

activity constant after 20 days of preparation. BIC results for the two
mucilage sanoparticles (CMNP and FMNP), as well a5 for carvacrol so-
lution, are preseated in Toble I The unloaded nanoparticles (UCMNP
and UFMNP), preduced withour carvacrol, did not inactivate the bac-
teria tested. This behavior indi that the p of carvacrol is
¥ for the bacteticidal A

ﬂleBlCo(mcapwlnndcnwacmlwmlm(y 0.05) than
carvacrol  selutlan  (contrel)  agalnss both S enmerice  and
L. manocytogenes. Contrasting with this result, some studies wing other
wall matesials such as basswax (Shakedl es al. 2079) and ethyl acryl-
ate/methy] methacrylate oapolymer (Coccintore ot al , 2020) described
that a higher fated carvacrol is required to
achieve BIC as compared with cmmol mlution.

The higher nl:unty of encapsulated carvacrel can be attriibuted to

pocific properties fronnhc cilages or from the
i lation. N fon can imp the antimicrobial activity
of the core compound due protection agalnst degradation and

improvement of its solubility and stabélity (Four and Four, 20200,
Regarding the properties of chia and flaxseed mucilages, it has been
shown that these seeds hold fi ids such a5 koempeferol and ques-
cetin thar exhibic antimicroblal activity against some microcsganisns
(Coemplik et al, 2011; Palla et al, 2015 Wu et ol, 2013), The main
icrobial i I of these fl ids ares (1) stiffening
of the plasma b d ing its permeability and leading to the
death of the microceganism (Czemplik et al., 20715 W et al, 2013); (if)
du:twn in the capacity of the mictoorganism to perform phagocytosis
lization of their toxins (Xobus Cisowsha et al | 201 9). Besides

mocapuduloodedmdldmodand‘mu\q.nm vl- (2 nlﬂlvueponcd

thu mucilages exttacted from chia and faxseed have bioadhesive

that duced with fl d (] +* ) encap: that may favee the formation of noa covalent boads be

sulating flavsoed oll were uabloawr 28 dm tween the particles and the mi 3 facilitacing the entry
'l'he ilage P g car i were analyzed by of carvacrol into microbial cells. The bicadbess isa il

o I py and thei phalogical ch i st d ch istie, due to the p ofhydlopullcyonpnxh

can be observed in Fig. 1. BMhCMMn-dFMM’mmmlly
observed as spherical structures, ranging from 200 to 800 nm. The size
of nanoparticles was larger a5 compared to their size mensured by light
scattering analysis (1oble 1), which can be associated with some struc
tural changes duting the mample prep for electron mi Py, a8
the fixing and drying processes may cause a tendency to agglomeratioa.

3.3, Antimicrobial actinty

3.3.1. Barterial Inactivation Concentration (BIC) of CMNP and FMNP
The BIC test was performed oa the day the nanoparticles were pro-
duced (day 0) and 28 days alter preparation (day 28), There were no
significant differences (p > 0.05) in the BIC values obtained on day © and
day 28, e, the chia and £ d particles kepe their antimicrobial

Table 2

Stability dening 28 days of dlameter shee, span and zeta poeessial of chia
muciligy manoparticke (CMNEY and Masseoed mucilgy nasoparticle (FMNF)
oontaining carvacrol.

as hydroxyl, amine and carboayl in the polysaccharide structure
(Rashidinejad and Jafad, 2020).

In this study, BIC value for carvacrol solution was 1.77 mg/mlL for
the two evaluated microorganssns ([able J). Another studies demon-
strated valwes for carvactol solution as 1.77 mg/mL against Salmanclla
and L. monocytogenes (Cacciatore et al., 2020), 3.12 mg/mL agninst
Safmonetla  (Trevisan «1 o), 2018) and 60 mg/mL against
L. momocytogenes (Liclios ec ol 2009). The bactericidal concentration for
encawuhud emvand can be higher ot minor than carvacrol solution,

g on b final {BFC) and the encapsulation
tecbmqn making it ditficult o oonpan l!‘ulb (R')H Jurade o al,
2015). When carvacrol was k ion, the bacte-

icidal effect was found ar 0.5 mg/ml. mnlt S enterica (BFC: 6 log

CFU/mL) (Mozarei and Rafati, 2019) and Saimonella Typhimurium

(BFC: 6 log CFU/‘m!.) (rolu io et al, 2020). Howwct for cmwcml
din p pasticles the b i

m3.31 ma/ml. ngnlnns Imanella and 1. ytog (BFC 8 lag

CFU/mL) (Cocciatote ef ol , 2020), Niza et al, (2020) when testing

cnrvulol encapsulated in poly (ilactic acid) nascparticles found a

Dbarsater stor {ne) Spun Zeta Petertial (V)
Dy AN
o 10223 06 2 002 a1
7 IUBES 1,22 2 004t ~100 & 08
" 18254 1.7° L0 = 007 ~108 4 10*
21 18464 21" 1232001 ~100 1,2
e 1882 & ) 5° 1.2 = 004" ~1033 £ 08

MNP
O 1683 + 1. 20* 1292 (ue® -126 £ 0.3
7 167,44 16" L4 2 008" 127 £ 06"
4 masaat 116 4 00y -12.3 £ 0.5
2 1815+ 19" 115 4 (UK ~18.0 £ 0.0
= 18114 15" 1,23 4 004 ~10.5 4 0.8

b Differvnt lestens in the same column indicate significant diffinenoes by the
Tukey's test {p < 0.05). Dasa ocan 4 dand d o of theee in.
dependent experiments.

icidal effect at 1,02 mg/mL for L monocylogenes (BFC: 8 log
CFU/mL) and 0.512 mg/mL for S enterica (BFCG 8 log CFU/mL).
Furthermore, the BIC valuecan diﬂu ldnmdy m individual strains
o¢ 0 cocktail (comsbined ..". Lenil
present highet resi w bi '(hl;lm b l concen-
tration) whea compared to single strains (im et ol |, 199%; Luanjo =t al
2021).

Comparing the BIC valwes for CMNP (0.42 mg/mL) and FPMNP (0.63
mg/ml) agaiest Salmanella it can be observed that theve was a signifi-
cant difference (p < 0.06) t the formulations, Geserally, the

of an | N InG egative bacterla hind
the passage of hydrophobi pounds ke carvacrol into the microbial
cells (1o Storla ot al,, 201 1; Niza e al,, 2000). Meanwhile, In this study,
CMNPmmmdﬁdemmmuuvuingSMtthm

1

cytogencs. Components from chia ilage posmibly acted synesg y
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20220700 1034 HL D38 x50k

TVD20D_7487
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TMS000_7477
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-

b
AITE8 0 HL D40 SO 0w

Fig- 1. Scannag edoatrom macrscupy wnages of chas macilagy nanopartickes CMNE {A) and Maxsend mucilbige nenapurtichis FNMP (B) contaiming carvacral al 5000«

magnification.

Table 3

Hactertal inactivation concentewtion (BIC) of carvacrol solution (contnd),
unloaded nanopartichs (DCMNP and UEMNF), and muclage sanoparticles
coneaining carvacral (CMNP and FMNP) against hacterial (ockrails of Salmonstia
enterica and Litenia sronoctogenes.

Fonnuleton L. g
Coatred 122 £ 076
CNNP 083 +(

FaNP 08340
MNP s A

EMNE . .

AN Different letters in the ssme calumn indicate significant differences by the
Tukey's test (p < D.05). Data repeewent mean & standand deviagioo of theee
expenmental nepetitions. **: No tactenicidal effect. Unbasded muocilage nano-
partiches MNP snd UEMNE wene grvparned using capry Bie oil instend af
carvacrol, an odl witheat aneimicrobial activity.

with carvacrol |n the Inactivation mechanism. Chia mucilage presents,
besides the favonoids explained before, high amounts of plantease, a
Inydrophils bohyd d of three gl lecules (Xing
vl 2017), This oligosacehacide by shovwn efficiency in inhibiting the
growth of pathogenic microorganisms of the Enterobactenaceae family

ool et al, 2006),

car

F

(Bruno-Barcena and Azcarate-Peril, 2 5
In relatica to L. monocytogences, the BIC values were 0.83 mg/ml for
both formulstions, demonstrating no significant differences (p > 0,05)
on antimicrobial activity b the two i | Carvacrol is o
natutal antimicrobial that incresses the permeability of the microbial
plasma l hanging the ¢ of fatty acids (Swany
et al, 2016). In this process the membrane polarity decrenses, affecting
ial cellular p with subeeg cell death (Ultes ot ol
1999). Recently, some authotrs reported that the carvacrol Inactivation
mechanism against L. monocytogenes not only occurs through depolari-
zation and increased membrane permeability, but also canses a decrease
in its respiratory activity (Chichlam e o0, 2020), Although there bave
been mo eadier reports that carvacrol acts on the respiratory activity of
mictoarganisms, cotiander EO how been shown to decreass the respira-
tory rate of Gram-negative and Grams - positive bactenia (Niza et ul, 2020;
2011),

Silva et al

33.2 Kinetics of bacteriad growth in presence of antimicrobiad (time-kii
assay)

The viable counts of 5. enterica and L manocytopenes were monitored
during 45 h contact with different concentrations of CMNP, FMNP,
UCMNP, UFMNP and carvacrol solution. The vesults are summarized In

The wiable counts of 5. enteriea and L. monocyTogens were below the
detection limit from the first measutement (0.25 h) untl the end of the
assay (48 h), using carvacrol solutica ar the BIC. However, whea
carvactol solution was used ot sub-lethal conventation (% BIC) anly
Salmonelia was inhibited from 0.25 h until 48 h. The population of
L. momocyTogenes treated with *: BIC carvacrol solution was 6.3 log CFU/
mLat 0.25 h and 7.2 log CFU/mL after 48 h. The counts of S. enterica
treated with CMNP ot BIC were below the detection limit from the
secand measurement (2 h) until the end of experiment (Fiz. “A), but
bacterial growrh was recavered after 24 h for FMNP (Fig. 7B), reaching
28 log CFU/mL ot 48 h. In the 46-h assay, L monocytogenes was effi-
cienty inhibired until the end of experiment by both CMNP and FMNP
treatments at BIC (Fiz C and D).

When the nanoparticles wese tested at sub-lethal concentrations (*:
BIC for both formulations) the 48-h assay showed differences according
with the microcrganism and nanoparticle formulation. For Salmonella in
contact with 'z BIC of CMNP (Fig 2A), growth was not detected between
0.25 and 6 b, but it was recovered after thae, reaching 3.2 log CFU/mL at
48 h. For this same mictoorganism, s BIC of FMNP maintained the
counts below the control (1. 28), from the minimum value obeerved at
0.25 h (4.6 log CFU/mL) to the maximum ot 48 h (7.1 log CFU/mL)
However, even the counts at 48 b were abour 2.0 Jog CFU/mL lowes than
the connel. For L. momoeytogenes (Fig. 7C asd D) the antimicroblal ac-
tivity of the two napoparticle formulations (' BIC of CMNP or PMNP)
was slmbar during the first 24 h, showing a consistent decrease and
similar counts during all measurement points. After 24 h, the counts of
L. monocytogenes in contact with : BIC FMNP continued to decline,
reaching counts below detection limit at 48 b (Fiz D), while the counts
with *: BIC CMNP showed a value of 2.5 log CFU/mlk (Fiz 2C).

In this ;ame assay, unloaded nanoparticles (UCMNP amd UPMNP)
and rehydiated chia and flaxseed mucilages (RCM and RFM) were also
tested, In the case of RCM and RFM teatments for Salmaonella (Fip 7A
and B), bacterial counts were similar to the control (p > 0.05). The anly
exception was the 4-h point, where a sgnificant difference (p < 0.05)
was observed between the coatrol and RCM and RFM treatments.

However, the unloaded namoparticles showed different bebavior
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Fig. 2. i Kineties of bacterdal cockrails of Safmondln awerion (AB) and Ligerio mosoogeses (CD). Bacteria were Ineated with chia mucilage niso-
partichks CMNP (A,L) or d mucilage qgarticles EMNP (B,0) containmg carvacrod st BIC (full cincles), *: BIC (grey cirdes) or snkaded mocilage naoo-
partiches (apen cirdes, ssing apnylic ol isstend of carvacralk Colls tvated with ehydrsted mocilages (imnghs) were also monitand. The coetral (squares)
« ponds 1o the latloa of each m) lsm without any | addl Data rep mean i dard devislon of three experimental
rephostions.

each other and pared with rehydrated il M hile, for henolic acids, f ids and lignans are likely present in chia and
bath unloaded wticle fi lations the mnnuma)nwslawu ﬂnxuod mmlm( iized ot al., 1r)*r:, Son and Seeg, 2017), and the

than the control dumxg the whole experiment (p < 0.05).
For Salmeonela (Fiz 2A and B), UCMNT asd UFMNP showed very

as their exp alability
to exert the respective amimlcmblnl effects. Suppotting this concept,

similar results until 6 h but after this tinve UCMNP continued to p
counts near to 7 log CFU/mL while UPMNP showed counts arousd 4.5
log CFU/mL. Fot L. manocytogenes (713 2Cand D), the bebaviar was very
similar for both unloaded nanccapsules until 6 h. At 24 h, the counts of
L. monocytogene were 6.6 and 5.6 log CFU/mL for UCMNP and UFMNP,
respectively. At 48 h, a g@gnificant difference between the vinble counts
for UCMNP and UFMNP (2 log CFU/mL) wis observed (p < 005),
Asdl:tehydmdmuuhgumlnuduudwdgmwﬂ:ol
L ytoge | anded particles shawed antimicyablal
activity, this eﬂect is pombly associated] with the existence of antimi-
bials in the mucilages. Some palar antimicrobial pousds such as

8 lvve a greater interaction with bacteria due to their size,
shape and large superficial area (Morones e ol |, 2005 Ogunscoa et ol ,
2019; Stividya et al, 2017), Further gudies should be conducted to

| the infl; of chemical position of the mucilages and the
spatial conformation of the produced sanocagsules on the achieved
antimicrobaal effect, even when small concentrations of carvacrol are
used,

Despite CMNP and PMNP have shown good antimicrobial results
agalnss Salmeonelia and . monocytogenes in kab y tests, effec
mmllﬁoodsynemsnmwmmmv:dl Chicken meat is the major
source of Sabi {la, a gani that cavses 1.35 millica
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infections and 420 deaths per year in the United States (Center for
Disease Control and Preventica, 20220). Ready-to-eat focds are the moss
common sources of L manocytogenes infections, especially deli meat,
with a prevalence of 3%. However, whean slicing deli meat is performed
in retail stores, the prevalence increases to 30% (Churchill et al | 2019;
Faraues of al., 2021). Thus, further studies should evalaate the antimi-
crobial activity of CMNP and PMNP on chicken and deli meat artificially
lnated with Salmonedla and L ytos pectively.

4. Conclusion

&mdwuempﬂawdnnduud flaxseed mucilage nano
peules. Both formulations p i di no.lownpu
1 nd high lats 1 1 d i1

efficiency.
wm)mudanuﬂ«dudtmdhmlwnmm(mm

bukﬁonheubu ch P &nmnnmﬁuﬂ
A ST e ol howed bet-
ter results than | solution for the i of the tested

foedborne pmwwbmdnumwﬂclummdatm
trations equal to BIC, both & Jati icidal action
agalnst L. monacytopends, although CMNP demonstrated greater efficacy
dmrmwﬂm&mmdmmh.kdudmddmmm
ilngra did mot p icrobial activity aga .
gonisms tested, er, both vnlaaded icke formulations
demonstiated antimicrobial action when compared to the coatral mi-
crobial growth cutve during the 48-h experiment. The results obtained
in this study suggest that manocencapsulated carvacrol in mucilage
mnmkd:hamdwhnlbawmbdmk\mdskod
preservatives, but further studies and approval by

are needed for this purpase. o SR
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5. DISCUSSAO GERAL

A técnica de nanoencapsulacdo como veiculo para incorporacdo de antimicrobianos,
visando a inibicdo de microrganismos relevantes em alimentos, € um topico que esta gerando
diversas pesquisas atualmente. A tese em questdo apresenta informac6es importantes sobre a
aplicacdo da nanotecnologia, em conjunto com antimicrobianos naturais, no desenvolvimento
de um agente antimicrobiano destinado a aplicacdo direta em alimentos ou na sanitizagédo de
vegetais.

Inicialmente, carvacrol foi encapsulado em nanocapsulas, utilizando mucilagens
provenientes de duas fontes distintas: chia e linhaga. As nanocapsulas contendo carvacrol foram
caracterizadas e avaliadas em relacdo a acdo antimicrobiana através de testes in vitro contra as
bactérias patogénicas Salmonella e L. monocytogenes.

O artigo 1 da presente tese revelou que ambas as mucilagens demonstraram eficacia na
encapsulacdo do carvacrol, resultando na formacéo de particulas com dimensdes apropriadas
para serem consideradas nanoestruturas (NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE,
2021). Além disso, neste artigo foi desenvolvida a metodologia que denominamos de
Concentracdo de Inativacdo Bactericida (CIB), uma adaptacdo da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM). A CBM significa uma reducdo de 3 log UFC/g na populacdo bacteriana de
acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 1999), enquanto a CBI
corresponde a concentracdo de antimicrobiano necessaria para inativar toda a populagédo
microbiana (6 log UFC/mL).

Nanoparticulas de mucilagem de chia (CMNP) apresentaram didmetro médio de 179
nm, polidispersidade de 0,17, eficiéncia de encapsulacéo de 98,65 % e potencial zeta de — 11,4
mV. A CIB das CMNP foi de 0,42 mg/mL contra Salmonella e 0,83 mg/mL contra Listeria
monocytogenes.

Nanoparticulas de mucilagem de linhaca (FMNP) apresentaram didmetro de 165,3 nm,
polidispersidade de 0,25, potencial zeta de -12,6 mV e eficiéncia de encapsulacao de 98,02 %.
A CIB das FMNP foi de 0,83 mg/mL contra ambos microrganismos.

Em relacdo ao tamanho as FMNP foram menores do que CMNP, fator que pode ser um
facilitador para que essas nanoparticulas penetrem através da membrana citoplasmatica dos
microrganismos (MORONES et al., 2005; RAI; BAI, J. A, 2011). Quanto a analise de
polidispersidade, verifica-se que ambas as formulagdes apresentaram resultados semelhantes e
proximos a 0,2, sugerindo baixa probabilidade de agregacgéo das nanoparticulas (KLANG et al.,
2012; KLANG; VALENTA, 2011). Em relacdo ao potencial zeta ambas as formulacdes
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apresentaram resultado negativo, conforme previsto, uma vez que 0s 06leos essenciais
(MUTLU-INGOK et al., 2020), assim como as mucilagens empregadas, apresentam um
potencial zeta negativo (HERCULANO et al., 2015; TIMILSENA; WANG,; et al., 2016).

Ambas nanoparticulas apresentaram estabilidade em relacdo aos parametros fisico-
quimicos durante periodo de 28 dias, conforme demonstrado na tabela 2 do artigo 1. Este
comportamento pode ser proveniente da presenca de moléculas de surfactante na superficie das
nanoparticulas (FELICIO et al., 2020; WASHINGTON, 1996).

Além disso, as formulagdes desenvolvidas apresentaram alta eficiéncia de encapsulacéo
(98,65 % para chia e 98,02 para linhaga), resultado que é bastante frequente em estudos que
encapsulam compostos hidrofébicos usando material de parede hidrofilico (KHAYATA et al.,
2012; KUMAR et al., 2016; SOTELO-BOYAS et al., 2017).

O teste de cinética de multiplicacdo bacteriana in vitro € mais preciso quando comparado
a CIB para analisar a eficiéncia de antimicrobianos, pois revela se os efeitos deletérios sofridos
pelos microrganismos séo dependentes do tempo ou da concentracdo (ARHIN et al., 2009;
PFALLER; SHEEHAN; REX, 2004). Neste teste, ao avaliar a acdo das nanocapsulas em
concentracdes letais verificou-se que ambas formulacGes (CMNP e FMNP) foram eficientes
para inibir os dois microrganismos apo6s 2 horas de contato. Para L. monocytogenes ambas
nanoparticulas mantiveram as contagens abaixo do limite de deteccdo do método até o final do
experimento. Entretanto, para Salmonella em contato com FMNP houve retomada do
crescimento do microrganismo apos 24 horas de ensaio, atingindo contagem de 2,8 log
UFC/mL apds 48 horas enquanto que para CMNP este microrganismo se manteve abaixo do
limite de detec¢do do método durante todo o periodo. A melhor atividade antimicrobiana das
CMNP contra Salmonella possivelmente é devido as grandes quantidades de planteose
presentes na mucilagem de chia, um carboidrato que j& demonstrou possuir acdo bactericida
contra enterobactérias (BRUNO-BARCENA; AZCARATE-PERIL, 2015; SHOAF et al.,
2006).

Ao avaliar a acdo de carvacrol livre em concentraces de CIB observou-se que tanto
com 0,25 horas como em 48 horas de tratamento houve inibi¢do abaixo do limite de detecgéo
do método para todos 0s microrganismos avaliados. Portanto, o artigo 1 mostrou que carvacrol
encapsulado em nanocapsulas de mucilagem de chia e linhaga apresentam potencial para o
desenvolvimento de um conservante alternativo capaz de inibir microrganismos de importancia
em alimentos, especialmente Salmonella e L. monocytogenes.

Ap0s 2 horas de contato CMNP e FMNP em concentragdo CIB inibiram Salmonella e

L. monocytogenes abaixo do limite de detec¢do do método (< 2 log UFC/mL), entretanto CMNP
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manteve os niveis de Salmonella abaixo de 2 log UFC/mL até o final do experimento (48 horas),
enquanto para FMNP contra 0 mesmo microrganismo houve retomada no crescimento apos 24
horas. Desta maneira, CMNP foram selecionadas para aplicacdo nos demais experimentos desta
tese.

No artigo 2 determinou-se a Concentracao de Inativacao Bactericida (CIB) de carvacrol
encapsulado em nanocépsulas de mucilagem de chia (CMNP) e emulsdo de carvacrol (CE)
contra um coquetel de Salmonella enterica em caldo de galinha elaborado em laboratorio.
Também avaliou-se a cinética de crescimento/sobrevivéncia microbiana do mesmo coquetel
inoculado artificialmente em carne de frango, além do efeito dos tratamentos antimicrobianos
sobre a cor e textura das amostras ap0s 0s tratamentos antimicrobianos.

Os antimicrobianos CMNP e CE demonstraram atividade inibitoria contra coquetéis de
Salmonella em caldo de galinha (artigo 2) e BHI (artigo 1). Entretanto, os valores de CIB
determinados para CMNP (0,92 mg/mL) e CE (1,77 mg/mL) foram maiores quando o teste foi
realizado com caldo de galinha em comparagdo com BHI. Além disso, CMNP apresentou
valores CIB mais baixos do que CE para ambos os caldos, demonstrando que a
nanoencapsulacdo aumentou a acdo antimicrobiana do carvacrol.

No teste de cinética de crescimento/sobrevivéncia microbiana as contagens viaveis de
Salmonella em amostras de frango foram monitoradas durante 72 horas de contato com
diferentes solugfes antimicrobianas: nanocapsulas de chia ndo carregadas com carvacrol
(UCMN), CMNP e CE, conforme demonstrado na figura 1 do artigo 2.

As CMNP proporcionaram as maiores reducdes de Salmonella ao longo das 72 horas,
alcancando reducdes préximas de 2 log UFC/g durante todo o teste. Este resultado sugere que
as nanocépsulas promoveram a libertacdo controlada do carvacrol, mecanismo esperado
guando as nanocapsulas sdo aplicadas em alimentos (CHARLES et al., 2022; HAJIBONABI
et al., 2023; NIZA et al., 2020). No entanto, quando comparado com o teste de cinética de
multiplicacdo bacteriana in vitro utilizando caldo BHI, realizado no artigo 1, tornam-se
evidentes as diferencas nos resultados apresentados. No teste anterior, a CMNP reduziu a
populacdo de Salmonella para contagens abaixo do limite de deteccdo da técnica (< 2 log
UFC/mL) a partir de 2 horas até o final do teste (48 h), demonstrando que a presenga de matéria
organica diminui a eficacia dos antimicrobianos. A concentracdo de 0leos essenciais e seus
compostos necessaria para inibir patbgenos em matrizes alimentares é geralmente mais elevada
do que a concentragdo necessaria em testes laboratoriais utilizando meios de cultura (PORTER,;
MOREY; MONU, 2020). Este comportamento deve-se possivelmente a presenca de gorduras

e proteinas, que podem atuar como um escudo protetor para as bactérias, impedindo o contato
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com o0s antimicrobianos e diminuindo sua eficacia (MOON; WAITE-CUSIC; HUANG, E.,
2020).

A cor e firmeza das amostras de carne de frango apds 72 horas de exposicdo aos
tratamentos antimicrobianos UCMN, CMNP e CE foram também avaliados. Para caracterizar
a cor de uma amostra no espago de cor CIELAB sdo utilizados os parametros “L*” (indica
luminosidade/escuriddo), “a*” (a* negativo indica verde) e “b*” (b* positivo indica amarelo).

Em relagao ao parametro “L*” foi observado que as amostras expostas a CMNP e
UCMN durante 24 horas ou mais exibiram cores mais claras (maior L*) quando comparadas as
amostras controle, enquanto as amostras expostas a CE ndo demonstraram diferencas
significativas em relacdo ao controle durante as 72 horas de teste. O aumento no valor de “L*”
pode ser resultado da destruicdo da estrutura proteica induzida pela degradacdo enzimatica
durante o periodo de armazenamento, resultando num aumento da dispersao da luz (IJAZ et al.,
2020). Além disso, esta mudanca de cor pode ser devido a presenca de carvacrol, que reduz a
formacéo de metemoglobina, a forma oxidada da hemoglobina, conforme inibe o crescimento
de microrganismos (WANG et al., 2023).

Em relagdo ao parametro “a*” todas as amostras apresentaram tons ligeiramente
esverdeados, (a* < 0), porém visualmente ndo houve diferenca entre as amostras.

Para finalizar a andlise individual dos parametros de cor observou-se que todas as
amostras apresentaram valores de “b*” negativos, ou seja, tons amarelados. Entretanto, as
diferencas entre os valores de “b*” foram muito pequenas, visualmente imperceptiveis, tal
como aconteceu com o parametro “a*”.

Os parametros “a*”, “b*” e “L*” individualmente sdo insuficientes para classificar a
variacdo de cor das amostras como aceitavel ou ndo aceitavel, sendo necesséria uma medida
adicional, conhecida como Diferencas Totais de Cor (AE). De acordo com a classificagao
proposta por Chen & Majundar (2008), valores de AE entre 0 e 3 estdo dentro da faixa aceitavel,
3,1 a 6 sdo considerados razoavelmente diferentes e valores entre 6,1 e 12 s&o classificados
como altamente diferentes. Todas as amostras apresentaram AE maior que 6,1, com grande
variacdo de cor entre as amostras apds os tratamentos, pelo que nenhuma das amostras
apresentou uma variagdo de cor aceitavel. Esta variagdo foi bastante perceptivel porque as
amostras ficaram brancas, semelhantes a cor do frango cozido.

A firmeza das amostras de frango foi avaliada atraves da determinacdo da forca de
cisalhamento Warner-Bratzler. Este teste avalia a forca maxima relativa ao movimento da faca
e a compressao necessaria para cortar uma amostra de carne (NOVAKOVIC; TOMASEVIC,
2017).
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As amostras expostas a todos os antimicrobianos a partir das 48 horas necessitaram
maior forga de cisalnamento aplicada para o corte, em comparacdo com as amostras expostas a
0,25 horas. Este aumento da forca necessaria € possivelmente causado pela perda de dgua das
amostras para a chia, o material de parede das nanocapsulas aplicadas neste estudo. A chia é
um vegetal com caracteristicas altamente hidrofilicas, provenientes de proteinas e fibras, que
contribuem para as suas propriedades emulsificantes, permitindo que a mucilagem de chia
absorva até 23 vezes o seu peso em agua (CAKMAK et al., 2023; FERNANDES et al., 2023;
MUNOZ; COBOS; et al., 2012).

Houveram alteracBes nos pardmetros de cor e textura apds todos os tratamentos
aplicados, portanto podemos afirmar que CMNP, CE e UCMN néo seriam adequados para
aplicacdo em carne crua de frango destinada ao consumo in natura. No entanto, enfatizamos
que esses resultados ndo impedem o uso da CMNP como ingrediente para aplicacdo em
produtos processados, como nuggets e hamburgueres de frango, que serdo consumidos apés o
cozimento.

No artigo 3 investigou-se a atividade antimicrobiana de carvacrol encapsulado em
nanocapsulas de mucilagem de chia (CMNP) como sanitizante para repolho verde, comparando
sua eficacia com emulsdo de carvacrol (CE) e solucdo de cloro (CS) contra Salmonella,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes. O tempo de aplicagdo para todos antimicrobianos
foi de 15 minutos. As concentracbes de CMNP e CE foram CIB e % CIB, sendo CIB
determinado no artigo 1 e a concentracdo de CS foi de 200 ppm (BRASIL, 2009). Além da
atividade antimicrobiana, foram também avaliadas as altera¢fes na textura e na cor do repolho
apos os tratamentos de sanitizagéo.

Dentre os trés microrganismos, a maior reducdo bacteriana no repolho ocorreu para o
coquetel de Salmonella (< 2 log UFC/mL), quando o CMNP foi aplicado na concentracéo CIB.
Esse resultado estd de acordo com as normas brasileiras e americanas sobre critérios
microbiologicos para vegetais, que estabelecem a auséncia de Salmonella (BRASIL, 2022b;
NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR
FOODS (NACMCF), 2015). Para CS a reducdo nas contagens de células viaveis foi de 1,36 log
UFC/g, enquanto para CE a reducéo foi de 2 log UFC/g.

Para o coquetel de E. coli, 0 melhor tratamento de sanitiza¢do foi obtido com CMNP
para ambas concentracdes, CIB e %2 CIB, alcancando reducdo de ~3,5 log UFC/g. Esse resultado
mostra que, mesmo que a contaminagéo inicial do coquetel de E. coli no repolho fosse alta (6
log UFC/mL), apds a sanitizacdo com CMNP, em ambas as concentragdes, o repolho estaria

adequado para 0 consumo, pois é permitida presenca de no maximo 2 log UFC/g de E. coli em
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frutas e hortalicas (BRASIL, 2022b; NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON
MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS (NACMCF), 2015).

Para L. monocytogenes, as maiores reducGes microbianas (~2,8 log UFC/g) foram
alcancadas nos tratamentos CS, CE e CMNP na concentracdo CIB, sem diferencas
significativas (p > 0.05) entre eles. O tratamento com CMNP reduziu o nivel de indculo inicial
(6 log UFC/mL) para niveis semelhantes aos obtidos com cloro, ou seja, numa situacdo real o
repolho poderia ser consumido, desde que este alimento ndo fosse oferecido a pessoas
pertencentes a grupos de risco (imunodeprimidos, gravidas e idosos).

Listeria monocytogenes é um agente patogénico capaz de crescer a temperaturas de
refrigeracdo e de formar biofilmes na superficie das folhas (KANG; SONG, 2018), portanto a
obtencdo de um sanitizante capaz de reduzir os niveis de contaminacdo € um resultado muito
positivo. E muito importante que os antimicrobianos sejam desenvolvidos para aplicacdo em
repolho, porque nos ultimos anos foram detectadas L. monocytogenes neste vegetal (U.S.
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019, 2021; CENTER FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION (CDC), 2023).

Os consumidores usam a cor dos vegetais como um indicador critico de varios aspectos
do produto, incluindo sua seguranca e qualidade (SCHIFFERSTEIN; WEHRLE; CARBON,
2019). Neste estudo, avaliou-se alteracdes na cor das folhas de repolho antes e depois dos
tratamentos, bem como as diferencas de cor entre folhas tratadas com antimicrobianos e aquelas
apenas lavadas com agua (controle) para obter informacdes sobre o impacto dos tratamentos
nos atributos de cor. Esta analise foi realizada usando o espaco de cor CIELAB, que avalia 0s
parametros “L*” (claro/escuro), “a*” (negativo indica verde) e “b*” (positivo indica amarelo),
e os resultados estdo indicados na tabela 1 do artigo 3.

Comparando todos os tratamentos em relagdo ao parametro “L*” observou-se que as
amostras submetidas a CMNP em concentracdo CIB apresentaram a cor mais clara (maior L*),
enquanto as amostras submetidas a CS apresentaram a cor mais escura (menor L*). Em relagéo
ao parametro "a*", observou-se que as amostras submetidas a todos os tratamentos
apresentaram a* < 0, portanto mantiveram a cor verde das folhas. Para concluir a analise dos
pardmetros individuais, observamos a variacdo do parametro b*'. Verificamos que todas as
amostras submetidas a diferentes tratamentos exibiram valores de b*' > 0, indicando tons
amarelados independentemente do tratamento aplicado.

Similarmente ao que foi realizado com as amostras de frango no artigo 2, determinou-

se as Diferengas Totais de Cor (AE), onde AE entre 0 ¢ 3 estdo dentro da faixa aceitavel, 3,1 a
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6 sdo considerados razoavelmente diferentes e valores entre 6,1 e 12 séo classificados como
altamente diferentes (CHEN & MAJUNDAR, 2008).

Dentre todas as amostras, apenas as tratadas com CMNP a %2 CIB apresentaram AE igual
a 2,67, portanto com variacdo de cor aceitavel. Por outro lado, o Unico tratamento cujas
amostras exibiram uma variagdo de cor altamente diferentes (AE: 7,32) foi o tratamento que
aplicou CE na concentracdo CIB. Estudos anteriores mostraram que o carvacrol néo
encapsulado pode causar impactos muito negativos na cor dos vegetais (CARDOSO et al.,
2023; YUAN; TEO; YUK, 2019; ZHANG, Z.; TAN; MCCLEMENTS, 2021).

Para todos os outros tratamentos, AE exibiu valores entre 3,1 e 6, ou Seja, as amostras
antes e apds o tratamento sdo razoavelmente diferentes na cor, portanto, esses tratamentos sdo

adequados para higienizacéo de repolho.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo é possivel concluir que:

e Carvacrol foi adequadamente encapsulado em nanocépsulas de mucilagem de chia e
linhaca. Ambas formulacGes apresentaram tamanho adequado, baixo indice de
polidispersidade e alta eficiéncia de encapsulacao.

» As FMNP apresentaram menor tamanho do que as CMNP.

e Aanalise da CIB evidenciou a necessidade de empregar uma concentracdo mais elevada
de carvacrol livre em comparacdo com a forma nanoencapsulada (CMNP e FMNP) para
inativar Salmonella e Listeria monocytogenes.

¢ No teste de cinética de multiplicacao in vitro as CMNP mostraram maior eficiéncia do
que FMNP contra Salmonella, enquanto que para L. monocytogenes os resultados foram
semelhantes para ambas nanoparticulas.

e O tratamento com CMNP na carne de frango resultou em maiores redugdes nas
contagens de Salmonella (~2,0 log UFC/g) durante 72 horas de exposi¢do quando
comparados com UCMN e CE.

e CMNP apresentaram liberacdo controlada de carvacrol, gerando eficacia prolongada
enquanto CE apresentou reducdo nas contagens dos microrganismos somente nas
primeiras 6 horas de teste.

¢ UCMN mostrou eficacia moderada, com pequenas reducdes (0,76 log UFC/g) somente
durante o primeiro dia de armazenamento.

e Houve alterac@es significativas na cor das amostras de carne de frango quando expostas
a todos os antimicrobianos.

e As amostras de frango demonstraram maior firmeza quando submetidas a uma
exposicdo prolongada aos antimicrobianos.

e CMNP demonstra potencial para aplicagdo como ingrediente antimicrobiano em frango,
desde que seja aplicada em alimentos processados como nuggets, hambdrgueres ou
outros, onde a mudanga de cor causada pelo tratamento antimicrobiano torna-se
imperceptivel devido as caracteristicas do alimento.

e Para os trés coquetéis microbianos (Salmonella, E. coli e L. monocytogenes) o
antimicrobiano nanoencapsulado (CMNP) apresentou reducdes superiores ou

semelhantes as obtidas nos tratamentos com solucdo de cloro. Este fato realga o
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potencial substancial do CMNP para aplicagdo como agente sanitizante em repolhos e
possivelmente em outros vegetais folhosos.

A sanitizagdo de repolho com CMNP em concentragdo CIB resultou em maiores
reducdes nas contagens de Salmonella (4,12 log UFC/mL) e E. coli (3,77 log UFC/mL)
em comparagdo com a sanitizacdo com uma solucao de cloro (200 ppm).

Para L. monocytogenes, a reducdo obtida ap6s a aplicagdo de CMNP em concentracdo
CIB (2,71 log UFC/mL) foi semelhante a reducéo obtida quando a higienizacao foi feita
com solucéo de cloro (200 ppm).

Sanitizacdo de repolho com CMNP em concentracdo CIB ndo causou mudancas
significativas na cor e firmeza das amostras de repolho.

CMNP apresenta potencial para ser usado como um composto alternativo para a
higienizacéo de repolho.

A encapsulacdo de carvacrol em nanoparticulas de mucilagem de chia demonstram
potencial para uso como conservante de aplicacdo direta em alimentos ou sanitizante de
vegetais, sendo necessarios mais estudos e aprovagdo por 6rgaos regulamentadores para

essas finalidades.
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