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1. INTRODUCAO

Os 6leos essenciais (OE) tém sido estudados como alternativa a utilizacao
de aditivos sintéticos, sendo considerados como aditivos naturais e ativos, que
agem inibindo o desenvolvimento microbiano nos alimentos onde sao
incorporados (GONCALVES et al., 2017; BHAVANIRAMYA et al., 2019;
VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019).

Integrante da lista de Generally Recognized as Safe (GRAS) para uso
como aditivo alimentar (FDA, 2002), o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris)
€ um exemplo de ingrediente natural que se destaca por sua atividade
antimicrobiana (GONCALVES et al., 2017; RADUNZ, M. et al. 2020).

No entanto, a concentragcdo do OE aplicado diretamente aos alimentos,
deve ser considerada com cuidado devido a sua volatilidade, a sua composicdo
extremamente suscetivel a degradacbes e principalmente aos seus possiveis
impactos negativos nas caracteristicas sensoriais do alimento (GONCALVES et
al., 2017; RUI-GONZALES et al., 2019). Técnicas como a encapsulacao auxiliam
na manutencdo da bioatividade dos 6leos essenciais assim como diminuem a
transferéncia de sabor e odor destes 6leos ao serem adicionados em alimentos,
prolongando a vida util do produto alimenticio e preservando suas caracteristicas
sensoriais (GONCALVES et al., 2017; RUI-GONZALES et al., 2019).

Uma das maneiras de se preparar uma substancia para encapsulacdo é
através da sua inclusdo em uma emulsdo. Para converter a emulsdo em
capsulas, um dos métodos utilizados ¢é a liofilizacdo (AZEREDO, 2005; BELITZ et
al., 2009). Este meéetodo promove grande estabilidade aos compostos
encapsulados. Além da escolha do método, outro fator que influencia a
estabilidade de compostos encapsulados € a natureza do material encapsulante
(material de parede). O amido € um material abundante e de baixo custo, e
gquando modificado quimicamente passa a ter caracteristicas ideias para sua
utilizagdo como material de parede (AZEREDO, 2005; BELITZ et al., 2009,
BIDUSKI et al., 2019). Um método de modificacdo quimica envolve a introducéo
de grupos hidrofébicos, através dos grupos hidroxila na molécula de amido, para
produzir amido de anidrido succinico octenil (amido OSA) com propriedades
ativas de superficie.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acao
inibitoria de capsulas de amido anidrido succinico octenil com 6leo essencial de
tomilho frente a Staphylococcus aureus.
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2. METODOLOGIA

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado o 6leo essencial de tomilho
branco (Thymus vulgaris) adquirido comercialmente da empresa Ferquima
Indastria e Comércio de Oleos Essenciais. Como material encapsulante foi
utilizado o amido anidrido succinico octenil (CAPSUL®), um amido de grau
alimenticio, doado pela empresa Matrix.

Para a analise microbiologica foi utilizado Staphylococcus aureus (ATCC
10832) mantidos sob congelamento em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol
(propano-1,2,3-triol) na proporcéo 3:1 (v:v).

A encapsulacdo do Oleo essencial de tomilho foi realizada segundo a
metodologia descrita por Volic" et al. (2022), com algumas adaptacles.
Primeiramente, o amido OSA foi dissolvido em &gua destilada a 70°C (na
concentracdo de 20% m/v), sob agitacdo suave até completa dissolucdo. Apads,
com a solucdo submetida a temperatura a 40°C, foi adicionado o 6leo essencial
de tomilho, nas concentracdes de 0,05%, 0,5% e 5%, e a solucdo foi
homogeneizada em Ultra-Turrax a 3.500 rpm por 3 min. A emulsdo obtida foi
liofilizada, em Liofilizador (Liotop L-101 — Liobras, Brasil) a -58°C até a secagem
das amostras.

Na sequéncia, as amostras foram maceradas manualmente e peneiradas
(peneira com abertura de 212 mm). O material passante foi separado (amostras
P) e o material retido foi moido (amostras RM) em moedor (Philco, 2022) para
obtencdo de produto com granulometria maxima de 212 mm. As amostras em po
foram armazenadas em ultra freezer (Coldlab, Brasil) até a realizacdo das
andlises.

Para a avaliacdo do potencial antimicrobiano foi realizado o teste de
dispersdo em agar. O encapsulado foi adicionado e disperso por agitagdo manual
em Agar Mueller Hinton (AMH), em trés concentracées (10 pg.mL™?, 100 ug.mL™ e
1000 pg.mL™), com a temperatura do meio em 45°C, e vertido em placas de Petri
descartaveis. Uma alcada da cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC
10832) foi re-suspendida em solugdo salina (0,85%) e padronizada na
concentracéo 0,5 na escala de McFarland (1,5x10® UFC.mL™). Apés, aliquotas de
0,1 mL da solucéo salina com o microrganismo foram inoculadas na superficie
das placas de AMH. As placas foram imediatamente fechadas e incubadas
invertidas a 37 °C por 24 h. A agao antimicrobiana foi expressa pelo percentual de
reducdo na contagem celular (UFC) dos tratamentos comparados com uma placa
controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1, onde é possivel
observar que houve acéo inibitéria dos encapsulados frente S. aureus, porém, em
virtude da alta concentracdo bacteriana utilizada no teste, a maioria das
contagens foi caracterizada como “incontavel” (quando a quantidade de colbnias é
demasiada tornando impossivel sua contagem).
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Tabela 1 — Atividade antimicrobiana do encapsulado de 6leo essencial de tomilho
branco em amido OSA frente Staphylococcus aures

~ | Obtencéo Enumeracao de Staphylococcus aures (UFC.g™)
Concentragao ; ~ ; ~ . ~
de OET da Disperséo de 10 Disperséo de 100 | Disperséo de 1000
amostra ;,lg.mL'1 de AMH ug.mL'l de AMH pg.mL'l de AMH
0.05% =) INC INC INC
970 RM INC INC INC
0 =) INC INC INC
0,5% RM INC INC INC
0 =) INC INC 516
>% RM INC INC 760

OET: 6leo essencial de tomilho; P: peneirado; RM: retido moido; INC: incontavel; AMH: Agar
Mueller Hinton

Apenas na amostra 5% de OET adicionada 1.000 pg.mL™ de AMH foi
possivel quantificar as colbnias, fato que permitiu inferir o efeito inibitério das
capsulas comparadas ao controle e as demais amostras, onde a elevada
concentracdo microbiana ndo possibilitou contagens. Também foi observado um
ndmero menor de UFC e maior inibicdo microbiana da amostra P (516 UFC.g™?)
do que da amostra RM (760 UFC.g'). Este fato pode ser explicado, pois
possivelmente, houve ruptura do revestimento de amido OSA durante o processo
de moagem, ocasionado liberacdo precoce dos compostos volateis do OET,
responsaveis pela acdo antimicrobiana do encapsulado. Assis et al. (2012)
explicam que a ruptura mecanica € um dos mecanismos de liberagdo dos
materiais ativos encapsulados, o que no caso deste estudo foi desfavoravel.

Em seu estudo, Radinz et al. (2020) também avaliaram a atividade
antibacteriana de 6leo essencial de tomilho encapsulado. Na analise in vitro, o
Oleo essencial de tomilho apresentou efeito inibitério contra todas as bactérias
avaliadas, incluindo S. aureus.

Os resultados obtidos pelo presente estudo sdo dados parciais que irdo
nortear o andamento da pesquisa. Os dados demonstram potencial
anitmicrobiano das capsulas, principalmente aquelas produzidas com 5% de OET
e nao submetidas ao processo de moagem. Do mesmo modo, foi possivel
observar a necessidade de novo teste antimicrobiano, porém utilizando
concentracfes menores de inéculo bacteriano.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que as capsulas
produzidas com 5% de Oleo essencial de tomilho possuem potencial
antimicrobiano e tem sua acéo otimizada quando a amostra ndo passa pelo
processo de moagem.
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