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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de conservantes na industria de alimentos esta relacionada a
producdo de alimentos seguros aos consumidores, evitando a acdo de agentes
biol6gicos como fungos e bactérias. Entre as classes de conservantes, um dos mais
utilizados sdo os sais de cura a base de nitratos e nitritos, principalmente em
produtos carneos. Entretanto, multiplos estudos indicam reacdes adversas a esses
aditivos, quer seja aguda ou crdnica, como reacdes toxicas no metabolismo que
desencadeiam alergias e potencial carcinogénico, que pode ser observado a longo
prazo (SILVEIRA, 2019). Existe uma crescente preocupacao devido ao excesso
desses conservantes na dieta da populacdo em geral, devido a formacédo enddgena
de composto n-nitrosos como a N-nitrosodimetilamina e monometilnitrosamina, que
apresentam efeitos mutagénicos, carcinégenos e teratogénicos (MARTINS; MiDIO,
2000)

O tomilho conhecido cientificamente como Thymus vulgaris L. é uma planta
medicinal, aromatica e condimentar, pertencente a familia Lamiaceae, originaria da
Europa e cultivada no sul e sudeste do Brasil. Dentre os géneros cultivados dessa
familia destacam-se varias espécies usadas como condimentos, tais como: séalvia
(Salvia officinalis), manjericdo (Ocimum basilicum), orégano (Origanum vulgaris L.),
manjerona (Origanum majorana L.), entre outras. Caracterizam-se por um odor
forte e penetrante e, por vezes, um sabor muito pronunciado balsamico e picante.
O oleo essencial de tomilho possui atividades antimicrobianas (contra bactérias e
fungos), carminativa e expectorante, isso se deve a diversidade de componentes
quimicos presentes na sua composi¢do, principalmente o carvacrol e o timol.
Entretanto, os mesmos sdo substancias instaveis a oxidagao, a luz e além disso,
sao altamente volateis liberando um forte odor e sabor, fazendo com que seu uso
fique restrito e dificulte a aplicacéo nos alimentos (ROCHA, 2013).

Como solucdo para esses problemas, pode-se utilizar uma técnica
denominada de encapsulacédo. Esse processo se da quando uma substancia ativa
€ acondicionada dentro de um involucro ou revestimento microscopico para
protecao e/ou posterior liberacdo gradual. A escolha desse involucro € considerada
uma etapa critica, uma vez que ele ira influenciar na estabilidade da emulsdo que
sera formada com a presenca do mesmo antes da secagem, na capacidade de
reter as substancias volateis durante a secagem e na vida Util apés a secagem
(JAFARI et al., 2008).

A mucilagem de chia vem sendo estudada como um promissor material de
parede na encapsulacado de compostos ativos diversos, gracas a sua estrutura que
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determina a sua excelente capacidade de reter a agua e 6leo, além da boa
propriedade emulsificante e estabilizante (TIMILSENA et al., 2015).

Desta forma, torna-se interessante o desenvolvimento e aplicacdo de
capsulas de mucilagem de chia com 6leo essencial de tomilho, tendo como objetivo
neste trabalho a avaliagcdo destas frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli.

2. METODOLOGIA

Foi utilizado o oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), obtido
comercialmente da empresa Ferquima, Industria e Comércio de Oleos Essenciais,
acondicionado em frasco ambar, lacrado, com volume de total de 100 mL. A
semente de chia foi obtida no comércio local da cidade de Pelotas - RS.

A extracdo da mucilagem da chia foi realizada pelo método proposto por Dick
et al. (2015) com modificacoes.

A encapsulagdo do 6leo essencial de tomilho foi realizada seguindo a
metodologia de Siow e Ong (2013), com algumas modificacdes.

As bactérias utilizadas no experimento foram mantidas sob congelamento
em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol (propano-1,2,3-triol) na proporcéo 3:1
(v:v).Para realizar a reativacdo, uma alcada dessas bactérias foi transferida para
caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Apés
uma algcada desse crescimento foi estriada em placas de Petri com meios seletivos,
sendo &gar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli e agar Baird-Paker para S.
aureus, e incubadas por 24 h a 37°C, para o isolamento das colonias. Do
crescimento bacteriano nas placas de Petri, foi extraida uma alcada e re-
suspendida em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentragdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL"1). Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

O teste de dispersado em agar foi realizado de acordo com protocolo proposto
pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2005), a
substancia antimicrobiana foi adicionada ao agar Muller-Hinton antes que este seja
colocados nas placas de petri, a concentracao final foi de 1 ug de substancia
antimicrobiana por mL de agar. Apds isso verteu-se 0 agar nas placas de petri e
deixou-se solidificar. Apés a agua salina contendo o indculo de S. aureus e E. coli
foi semeada separadamente com auxilio de um swab estéril na superficie das
placas com agar Muller-Hinton. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 h a
37 °C. Logo apods este periodo foi efetuada a contagem de colbnias, sendo os

resultados expressos em Unidades Formadoras de Colonias (UFC.mL'l).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus

aureus e E. coli das capsulas de mucilagem de chia com 6leo essencial de
tomilho estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana in vitro de capsulas de mucilagem de chia com
Oleo essencial de tomilho frente a S. aureus e E. coli.

Concentracao (%) S. aureus E. coli
35 >15x10° UFC mL™ >15x10° UFC mL™
7,5 >1,5x 10° UEC mL ™ >1,5x 10° UEC mL ™
10 OUFCmL 1 >1,5x 10° UEC mL ™

As capsulas contendo 3,5 e 7,5% do Oleo essencial de tomilho né&o
impediram o0 crescimento microbiano tanto de S. aureus como de E. coli

apresentando uma contagem superior a 1,5 X 10° UFC mL™. Quando a
concentracdo de Oleo foi aumentada para 10% nao houve crescimento de S.
aureus, entretanto o mesmo efeito inibitério ndo foi observado para E. coli. Isso
pode ser explicado pelo fato relatado em estudos anteriores que as bactérias Gram-
positivas sdo mais sensiveis aos Oleos essenciais do que as bactérias Gram-
negativas. Resultado similar foi obtido por Rosa (2016), onde foram analisadas
nanoparticulas carregadas com os 6leos essenciais na presenca das bactérias
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Gram-positivas) apresentando
uma maior inibicdo quando comparado com as demais Gram-negativas (E. coli e
Salmonella enterica).

Guarda (2011) e seus colaboradores analisaram a atividade antimicrobiana
de filmes plasticos flexiveis adicionados de antimicrobianos como timol e carvacrol
microencapsulados frente aos microrganismos Listeria innocua, Staphylococcus
aureus (bactéria Gram-positiva) e Eschericihia coli (bactéria Gram-negativa), sendo
mais efetiva a inibicdo contra as bactérias Gram-positivas.

Os microrganismos Gram-negativos apresentam na sua membrana, uma
camada externa lipopolissacaridica (LPS) que limita a difusdo dos compostos
hidrofébicos. Estudos mostram que o0s 0leos essenciais possuem a capacidade de
desintegrar essa membrana externa, liberando o LPS, e por sua vez aumentando
a permeabilidade da adenosina trifosfato (ATP), na membrana citoplasmatica, e
modificando a permeabilidade passiva da célula, porém isto néo foi verificado neste
estudo. Uma provavel explicacdo para essa diferenca de resultados pode estar na
concentracdo de Oleo essencial utilizada. Em um estudo utilizando diferentes
concentracfes de Oleo essencial de tomilho adicionado em um filme de amido e
quitosana foi observado que, conforme foi aumentado a quantidade de 6leo
essencial de tomilho ao filme, maior foi a atividade inibitéria em cepas de E. coli. A
concentracdo de 50% foi a mais eficaz em comparacdo com as de menor
porcentagem, as quais também tiveram acdo contra as cepas patogénicas
(CAVALCANTE, 2018).

Dessa forma, € necessaria provavelmente uma maior concentracdo de
agente antimicrobiano para obter contra E. coli 0o mesmo efeito obtido nas bactérias
Gram-positivas (SMITH-PALMER et al., 1997; GUARDA et al., 2011).

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a melhor concentragdo de Oleo essencial de tomilho nas
capsulas de mucilagem de chia foi a de 10%, onde n&o obteve-se nenhum
crescimento microbiano para S. aureus. Entretanto, seria necessario
provavelmente mais estudos para estimar uma maior concentracao de Oleo para
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ter o mesmo resultado satisfatorio para microrganismos Gram-negativos como a E.
coli.
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