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RESUMO

A regido Nordeste € a regido maior produtora de caprinos e ovinos do pais. No
entanto, problemas de ordem sanitaria tém reduzido seu potencial produtivo. Entre
esses destaca-se a mastite, infeccdo causada por microrganismos patogénicos.
Visando explorar o potencial antimicrobiano de plantas nativas, esta pesquisa avaliou
a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia grata encapsulado em
nanoparticulas de quitosana ou trimetilquitosana. Com isso foi possivel desenvolver
uma formulacdo com acdo sanitizante contra cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, causadoras da mastite em cabras leiteiras. As nanoparticulas
foram preparadas via gelificacao idnica com tripolifosfato de sédio e encapsuladas
com Oleo essencial de L. grata. A eficiéncia de encapsulamento foi de 77% e 82 %
para as nanoparticulas de quitosana (NPqui+oe) e trimetilquitosana (NPtmq+oE),
respectivamente. A caracterizacao por espectroscopia no infravermelho apresentou
mudancas nos padrdes de bandas NHz e OH, indicando a formacdo de
nanoparticulas. Técnicas como antibiograma, concentracao bactericida minima (CIM),
concentracdo inibitéria minima (CBM) e microscopia eletrénica de varredura (MEV)
mostraram atividade para o 6leo essencial, as nanoparticulas e as formulacdes de
detergente. A amostra com maior atividade antimicrobiana foi a NPtmo+og, com CIM e
CBM < 15,62 ppm. Para as quatro formulagcdes de detergente propostas, as
caracteristicas fisico-quimicas foram adequadas, com excecdo daquela com NP-
OEqui, em que houve formacdo de fase. Desta forma, foi demonstrado que o 6leo
essencial de L. grata apresenta atividade antimicrobiana, sendo potencializado pelo
encapsulamento. O encapsulamento permitiu agregar também acéo bactericida a
base detergente comum, sendo uma alternativa para a tratamento da mastite por meio
da higienizagdo do material a seu utilizado durante a ordenha.

Palavras-chave: Seguranca zoossanitaria. Quitosana. Antibiotico. Plantas
medicinais.



ABSTRACT

The Northeast region is the largest producer of goats and sheep in the country.
However, health problems reduced its productive potential. Among these, mastitis
stands out, an infection caused by pathogenic microorganisms. Aiming to explore the
antimicrobial potential of native plants, this research evaluated the antimicrobial activity
of Lippia grata essential oil encapsulated in chitosan or trimethylchitosan
nanoparticles. With this, it was possible to develop a detergent with sanitizing action
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus, which cause mastitis in dairy
goats. The nanoparticles were prepared via ionic gelation with sodium
tripolyphosphate and encapsulated with essential oil of L. grata. The encapsulation
efficiency was 77% and 82% for chitosan (NPqui+oe) and trimethylchitosan (NPtmg+oE)
nanoparticles, respectively. Characterization by infrared spectroscopy showed
changes in the NHz and OH band patterns, indicating the formation of nanoparticles.
Techniques such as antibiogram, minimum bactericidal concentration (MIC), minimum
inhibitory concentration (MBC) and scanning electron microscopy (SEM) showed
activity for essential oil, nanopatrticles and detergent formulations. The sample with the
highest antimicrobial activity was NPtmg+oe, with MIC and MBC < 15.62 ppm. For the
four proposed detergent formulations, the physicochemical characteristics were
adequate, with the exception of the one with NP-OEqui, in which there was phase
formation. Thus, it was demonstrated that the essential oil of L. grata has antimicrobial
activity, being potentiated by encapsulation. The encapsulation also allowed to add
bactericidal action to the common detergent base, being an alternative for the
treatment of mastitis by cleaning the material used during milking.

Keywords: Zoosanitary safety. Chitosan. Antibiotic. Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A producao de ovinos e caprinos no Semiarido brasileiro € uma atividade, muitas
das vezes, relacionada a agricultura familiar, porém alguns problemas de ordem
sanitaria acarretam a diminuicdo do potencial produtivo dos animais. Dentre eles,
destaca-se a mastite, como a doenca que causa grandes prejuizos na pecuaria
leiteira, e que se caracteriza por um processo inflamatério da glandula maméria,
podendo estar associada a agentes bacterianos (ALVES E MOREIRA, 2021).

A mastite, na maioria das vezes, esta relacionada com o manejo antes, durante
e apbés a ordenha. Dessa forma, explica-se a necessidade da conscientizacdo do
ordenhador diante dos procedimentos de ordenha, envolvendo maneiras adequadas
de higienizacéo e desinfec¢éo do local e dos utensilios utilizados durante as ordenhas
e entre as ordenhas (BRAGA et al., 2015). Existem diversos microrganismos
associados a essa doenca, dentre os principais se destacam nos casos de mastite em
pequenos ruminantes no Brasil sdo Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Pasteurella multocida, Pseudomonas spp.,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia spp., bem como outras espécies de bactérias
anaerobias, alguns fungos e até leveduras (OLIVEIRA et al., 2011).

O tratamento mais utilizado no controle da mastite, sdo as drogas como
penicilinas, estreptomicina, cefalosporina e tetraciclina (BEURON et al., 2014). Até
2017 as cefalosporinas foram o grupo de antimicrobianos mais utilizadas no
tratamento dessa enfermidade, segundo Langoni et al. (2017). No entanto, o principal
obstaculo sdo os residuos do antimicrobiano no leite, devendo-se descarta-lo durante
o periodo de caréncia do medicamneto (FERNANDES, FEIJO E RODRIGUES:; 2019)
e 0 aumento de resisténcia bacteriana, sobretudo por Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. (FANIN, ALAVOINE E BERTRAND, 2020).

Nesse cenario, o uso de antimicrobianos de origem vegetal vém demonstrando
ser medicamentos promissores para o controle de doencas infecciosas. Estes
compostos vegetais sao adotados por diversos povos pelo mundo, pois produzem uma
ampla e diversificada variedade de compostos organicos (MACEDO, 2019). O
diferencial desses antimicrobianos para os tradicionais esta na eficiéncia do combate
aos microrganismos resistentes e ao fato de ndo produzir de residuos no leite,

tornando-a um tratamento alternativo.
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O Brasil possui uma variedade grande de plantas nativas e exoticas distribuidas
entre cinco principais biomas, entre eles a Caatinga, (SILVA et al., 2019). Dentre as
diversas utilizacbes desses vegetais nativos da Caatinga encontramos esta a sua
utilizagdo como medicamento natural por populagdes locais para tratamento de varias
doencas. Dentre as plantas utilizadas pela populacdo nordestina como medicamento
natural se encontra a Lippia grata, conhecida como alecrim-da-chapada ou alecrim-
do-serrote. Esta planta produz um o0leo essencial o qual é responsavel por sua
atividade antimicrobiana.

Os principais compostos bioativos presentes no 6leo essencial de L. grata, sdo
o timol e o carvacrol. Estes compostos possuem acéao fungicida e bactericida frente a
diversos microrganismos de importancia para a saude humana e animal, como
Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Candida albicans, Bacillus cereus,
Escherichia spp., dentre outros (COSTA et al., 2017).

Outro composto que apresenta atividade antimicrobiana € a quitosana e seus
derivados (BRITTO E ASSIS, 2012). A quitosana é um polimero biodegradavel,
biocompativel e atéxico, encontrado naturalmente em alguns fungos, e de forma mais
comum, como um derivado do processo de desacetilacdo quimica da quitina.
Entretanto, a quitosana possui limitacbes em algumas aplicagbes, como a sua
solubilidade em pH neutro ou alcalino. Um derivado da quitosana, obtido por
modificacdo quimica, € o sal quaternario de quitosana, N,N,N-trimetilquitosana
(TMQ,este tem superado estas limitagdes originais (BRITTO et al, 2020). A TMQ tem
apresentado melhor solubilidade e maior resposta antimicrobiana contra varias cepas
bacterianas resistentes, tais como E. coli, S. aureus, C. albicans e P. aeruginosa (LI
et al., 2019).

A combinacdo do 6leo essencial de L. grata com os polimeros por meio da
nanoencapsulacdo, garante estabilidade e preservacdo por tempo maior e sob
condicbes ambientais mais desfavoraveis ao OE, ja que s&o instaveis e susceptiveis
a degradacgédo na presenca de oxigénio, luz e temperatura. Além de permitir que as
estruturas da quitosana e seus derivados sejam melhoradas significativamente quanto
a atividade antimicrobiana (BILIA et al., 2014). Diante disso, o objetivo desse trabalho
foi estabilizar o 0leo essencial de L. grata com a nanoencapsulacao de quitosana ou
TMQ com tripolifosfato de sédio (TPP), visando o desenvolvimento de um detergente

com agao no controle de bactérias como E. coli e S. aureus, causadores da mastite.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulagdo com acao efetiva no controle de cepas bacterianas

gue causam mastite em caprinos e ovinos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a Concentracgdo inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida
minima (CBM) do 0Oleo essencial de L. grata livre e nanoencapsulado frente
as cepas de E. coli e S. aureus;

— Sintetizar nanoparticulas de quitosana e N,N,N trimeltilquitosana (TMQ) com
tripolifosfato de sodio;

— Encapsular e avaliar a eficiéncia de encapsulamentos de nanoparticulas de
quitosana e TMQ com Gleo essencial de L. grata usando o dimetilsulfoxido
(DMSO) a 1,5 % como solvente;

— Caracterizar as nanopatrticulas puras de quitosana e TMQ e contendo 6leo
essencial de L. grata pela técnica de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier.

— Avaliar a alteragdo morfoldgicas nas células de S.aureus e E. coli com
tratamento de 6leo essencial livre e encapsulado.

— Realizar testes de estabilidade em base detergente a partir da adicéo de 6leo

essencial livre e encapsulado.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 SANIDADE ANIMAL E CONTROLE DA MASTITE EM OVINOS E CAPRINOS

A caprinocultura e a ovinocultura no Brasil ttm um papel de grande importancia
socioeconbmica, principalmente para o Nordeste. A exploracdo da carne, leite e da
pele dos caprinos e ovinos garante fonte de renda, trabalho e alimentacao para muitas
familias, sendo, portanto, um importante instrumento gerador de empregos e renda
fixando o homem no campo (SOUZA et al., 2017).

A caprinocultura no Brasil vem se consolidando como uma atividade rentavel,
estando presente em todas as regifes do pais. Sua grande maioria se concentra na
regido Nordeste (Figura 1). A regido Nordeste destaca-se no cenario produtivo de
caprinos, com 92,8% dos animais e 88,6% dos estabelecimentos com rebanhos de
caprinos do pais (IBGE, 2017).

Figura 1 - Namero de rebanho por regido do Brasil.
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FONTE : IBGE (2017).
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Para Andrade (2021), a regido semiarida do Nordeste brasileiro, por suas
caracteristicas climaticas, apresenta as condi¢cdes ideais para que esses animais
apresentem um melhor desenvolvimento, pois sdo muito adaptados a vegetacao
Caatinga. No entanto, os criadores de caprinos e ovinos vém enfrentando muitas
dificuldades, como a reducéo da producéo de leite, o descarte precoce de matrizes, a
reducado do valor comercial dos animais, devido problemas sanitarios, e a ocorréncia
de doencas e a proliferacdo de microrganismo causadores dessas doencas, dentre
elas, podemos destacar a mastite.

A mastite, por sua vez, é uma enfermidade caracterizada pela inflamacao da
glandula mamaéaria, em decorréncia da acao de agentes biologicos, fisicos ou quimicos,
e € considerada uma doenca plurietiolégica e multifatorial (ALVES et al, 2019). Essa
doenca afeta negativamente o setor leiteiro, pois causa alteracdes na composicao
fisico-quimica e microbioldgica do leite (GUIMARAES et al., 2017).

A mastite pode se apresentar de duas formas, denominadas clinica e subclinica.
A primeira manifesta sinais clinicos visiveis, ou seja, altera¢des na glandula mamaria,
tais como: edema, endurecimento, aumento da temperatura local e sinais de dor. Além
de alterac@es fisico-quimica no leite detectaveis pala presenca de grumos e alteracao
na coloracdo; enquanto a forma subclinica apresenta-se assintomatica, sem
alteracdes clinicas perceptiveis na glandula mamaria. Entretanto ocorre alteracdo na
composicgao fisico-quimica do leite como, por exemplo, aumento o nimero de células
somaticas e das concentragdes de cloro e sodio (SANTOS, 2021).

Em ambos os casos a mastite em pequenos ruminantes pode ocorrer durante
todo ano, ndo havendo variacdo sazonal da doenca e podem ser observadas, como
maior prevaléncia de infecgbes intramamarias em periodos chuvosos (PEIXOTO,
MOTA E COSTA, 2010). A mastite ja foi identificada em todos os paises com criacao
de caprinos e ovinos leiteiros. No Brasil, os rebanhos leiteiros de caprinos e ovinos
destacam-se com maior frequéncia os casos de mastite subclinica. Em estudo
realizado por Santos et al. (2019), no estado da Paraiba, os sinais clinicos da mastite
foram relatados em 51,2% dos rebanhos dos quais de 5% a 30% para mastite
subclinica tendo como principal patdgeno isolados nessa pesquisa S. aureus e E. coli,
essa ultima sendo exclusivamente isolada de ovinos.

A mastite subclinica pode apresentar-se sob a forma contagiosa e ambiental em

gue os principais agentes etiologicos causadores sdo comumente agrupados, quanto
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a sua forma e modo de transmissédo, em dois grupos: microrganismo das mastites
contagiosas e microrganismo das mastites ambientais (SANTOS, 2021). A primeira
forma da doencga tem como agente etiolégicos as bactérias Gram positivas tais como:
Corynebacterium bovis, S. aureus e 0 S. agalactiae (ALVES et al., 2019). Enquanto a
mastite ambiental sdo as bactérias Gram negativas tais como Streptcoccus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, E. coli, Klebsiella e Enterobacter (MASSOTE et
al., 2019).

Em outro estudo realizado sobre os principais microrganismos isolados de casos
de mastite em pequenos ruminantes no Brasil foi possivel observar que existem
inimeros agentes causadores da mastite entre esses estdo Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Pasteurella multocida,
Pseudomonas spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia spp., bem como outras
espécies de bactérias anaerdbias, alguns fungos e até leveduras (OLIVEIRA et al.,
2011).

3.1.1 Microorganismo causadores da mastite e tratamentos convencionais
3.1.1.1 Staphylococcus aureus

A S. aureus pertence a um grupo diversificado de bactérias Gram positivas.
Apresenta-se como cocos, aos pares ou formando cadeias e cachos dependendo do
tamanho, pois medem de 0,5 a 1,0 ym e se agrupam em massas irregulares. Sao
imoveis, anaerobios facultativos, suas colénias sdo opacas e podem ter coloragéo
esbranquicada ou creme e algumas vezes amarelo-douradas, com temperatura de
crescimento em torno de 30° a 37°C (CARLOS et al., 2022) (Figura 2).

Figura 2 - Coloragdo de Gram para S. aureus e E. coli mostrando cocos Gram

positivos e bastonetes Gram negativos.

FONTE: SOLIMAN et al., (2014) e DA SILVA, (2020)
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A S. aureus causa enfermidades que vao desde infec¢des de pele a infec¢des
fatais como bacteremia. Essa bactéria € uma das causas mais frequentes de
infeccdes hospitalares e associadas ao uso de dispositivos médicos, também é a
principal causa de infecgbes associadas com a formagéo de biofilme (PORTO, 2020).

S. aureus exposta em superficies pode sobreviver por meses, apresenta grande
resisténcia aos antibidticos tradicionais, uma vez que seu genoma é composto por
cerca de 300.000 pares a mais em relacao a outra espécie do género, inferindo em
uma gama de fatores de viruléncia e meios de evadir as defesas do hospedeiro. Isso
limita a eficicia terapéutica e torna-se um problema para o tratamento de infeccbes
cronicas (SOUSA JUNIOR, et al. 2021).

3.1.1.2 Escherichia coli

E. coli é um bastonete Gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae
(Figura 2). Essa familia possui grande importancia microbiolégica e médica devido as
infeccbes que pode causar, patogenicidade e ao surgimento de cepas
multirresistentes aos antibidticos utilizados na terapéutica (PORTO, 2020).

A maioria dos géneros e espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae
apresentam caracteristicas como bastonetes Gram-negativos curtos e retos. Sdo
anaerobias facultativas, crescem a 37°C. Estas bactérias estdo dispersas na natureza
e podem ser encontradas em plantas, solo, &gua e microbiota normal do trato intestinal
dos animais e humanos. Podem estar associadas a infec¢cdes comunitérias e

hospitalares, oportunistas ou ndo (BARROS et al., 2012).

3.1.1.3 Tratamentos convencionais

Para ambas as bactérias citadas anteriormente, o uso de medicamentos
antimicrobianos ainda é a principal estratégia para tratamento e combate desses
microorganismos causadores da mastite subclinica. Sabe-se que comumente sao
utilizados medicamentos como penicilina, estreptomicina, amoxicilina, cloxacilina,
eritromicina, cefalosporina e tetraciclina (BEURON et al., 2014). As cefalosporinas tém
sido amplamente utilizadas no tratamento das mastites, independente do
microrganismo causador (LANGONI et al., 2017).

Entretanto, o uso desses antimicrobianos requer cuidados especiais, tendo

como principais em traves o0 desenvolvimento de resisténcia devido ao uso
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inadequado e a presenca de residuo de antimicrobiano no leite. Nesse caso, deve-se
descartar o leite durante o periodo de caréncia do medicamento (FERNANDES,
FEIJO E RODRIGUES:; 2019).

Diante disso, substancias extraidas de plantas vém despertando interesse como
alternativas terapéuticas, tornando-se candidatas ao desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos (DE BARROS et al., 2017). Nas ultimas décadas, diversas
pesquisas foram desenvolvidas usando partes de plantas (raiz, caule, folhas, flores e
frutos) para avaliar suas atividades farmacoldgicas, gerando dados importantes e
resultados satisfatorios, sobretudo, para atividades anti-inflamatérias, antineoplasica,

anti-hipertensiva, antiarritmica, analgésicas e antimicrobiana (CORREA, 2018).

3.2 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM VEGETAL

As plantas produzem uma ampla e diversificada variedade de compostos
organicos bioativos, oriundos de seus metabdlicos, que podem ser extraidos de
folhas, flores, caule, casca, frutos e sementes (BELMONTE, 2019). Esses compostos
apresentam pontos positivos em relacdo a sua utilizacdo frente aos microorganismos,
devido a resisténcia a alguns antimicrobianos convencionais, muitas vezes
ocasionado pelo uso indiscriminado dos mesmos (PARACAMPO, 2017).

Pesquisas tém investigado 6leos essenciais (OE) como uma alternativa capaz
de inibir bactérias causadoras de infeccbes provocadas por E. coli e S. aureus,
responsaveis pela mastite. Como avaliado por Pereira et al. (2008), que investigaram
atividade antibacteriana dos OE de Satureja montana, Cymbopogon nardus e Citrus
Limonia sobre S. aureus e E. coli; e concluiram com este teste in vitro o grande
potencial destes 0leos como uma alternativa aos antimicrobianos e conservantes
sintéticos.

Silva et al. (2009), também testaram a acdo antibacteriana de seis 0leos
essenciais (Rosmarinus officinalis L., Caryophyllus aromaticus L., Zingiber officinalis
R., Cymbopogon citratus Mentha piperita L., Cinnamomum zeilanicum B.) frente a
cepas de S. aureus e E. coli. Assim como, DE CASTRO GUIMARAES et al. (2017),
gue avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso e do OE das
espécies Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Caryophyllus aromaticus L. (cravo da
india). Em ambos experimentos foi verificado o potencial inibitorio frente as linhagens

de E. coli e S. aureus.
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Os OE de Thymus vulgaris (tomilho), Elettaria cardamomum (cardamomo),
Eugenia caryophyllus (cravo da india), Foeniculum vulgare (funcho doce), Origanum
vulgare (orégano) e Piper nigrum (pimenta preta), entre outros foram testados quanto
as suas atividades antimicrobiana frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas,
como E. coli e S. aureus, e todos apresentaram-se como uma alternativa de
tratamento contra esses microorganismos (ARAUJO E LONGO , 2016; PEREIRA E
CARDOSO, 2012; ARAUJO et al., 2015; MILLEZI et al., 2013; DA SILVA et al., 2018;
RODRIGUES, SANTOS, FORTUNA, 2020).

Diversos pesquisadores salientam a diferenca do potencial antimicrobiano dos
OE diante de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Na pesquisa de Araujo e
Longo (2016), por exemplo, em que se determinou a composi¢éo quimica e avaliou a
suscetibilidade do OE de orégano frente as cepas de E. coli, S. aureus e Salmonella
choleraesuis, verificou-se que a S. aureus foi mais suscetivel do que a E. coli e a

Salmonella choleraesuis.

3.2.1 Atividade bioldgica do 6leo essencial de Lippia grata Schauer

A L. grata Schauer, também conhecida como alecrim do sertéo, alecrim do mato,
alecrim do planalto ou tdbua de alecrim € uma planta pertencente a familia
Verbenaceae que compreende mais de 35 géneros, com mais de 200 espécies de
ervas, arbustos e subarbustos (COSTA, 2019). Essa espécie apresenta porte
arbustivo, podendo alcancar até 2 m de altura, com caule quebradico e ramificado
desde a base, folhas simples com borda serrilhada e flores brancas, tubulares,
reunidas em inflorescéncia do tipo espiga (SOUZA E KILL , 2018) (Figura 3).

Figura 3 - Aspecto da planta Lippia grata Schauer.
w‘ﬂrn;{w‘,. Ty T

e
FONTE: SOUZA E KILL, 2018
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No género Lippia, 0 OE é secretado e armazenado por tricomas glandulares,
sendo o timol e carvacrol os compostos majoritarios responsaveis pelas atividades
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (TREVISAN et al., 2016). A principal
composicdo quimica das espécies de Lippia evidenciam, principalmente, o0s
constituintes volateis, como também outros constituintes como esteroides,
flavanoides, saponinas e xantonas, que também foram relatados como constituintes
nesse género (RAFFA et al., 2017).

Os OE séo compostos naturais etéreos ou volateis de complexa composicdo
quimica, formados a partir do metabolismo secundario de plantas aromaticas, que
estdo presentes em diversas partes das plantas, sendo estes compostos geralmente
responsaveis pelos odores e/ou sabores caracteristicos das plantas das quais sao
obtidos (FRANCA, 2019), podendo contribuir também para acdes especificas,
incluindo a defesa contra microorganismos.

A acdo microbiana dos 6leos essenciais esta relacionada principalmente aos
compostos bioativos presentes. O OE da L. grata, por exemplo, possui como
compostos majoritarios o timol e o carvacrol, que sédo substancias utilizadas como
fungicida e bactericida contra microorganismos de importancia para a saude humana
e animal, como Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Candida albicans, Bacillus
cereus, Escherichia spp., dentre outros (COSTA et al., 2017).

A composicao quimica de Oleos essenciais de Lippia grata € muito variavel,
inclusive mesmo dentro da mesma espécie, isso se da devido a interacdo da planta
com o meio ambiente. Por isso, o periodo de colheita, técnica de extracdo, fatores
genéticos, tipo de adubacao, entre outros, deve ser levado em consideracdo quando
se trabalha com 0leos essenciais (SOUZA E KILL, 2018). Os OE podem ser extraidos
por diversos métodos, como a utilizacao de solvente organico, CO2 supercritico, forno
de microondas, prensagem, arraste a vapor, hidrodestilagdo, microextracdo em fase
sélida, enfloracdo, entre outros, podendo variar de acordo com a utilizacdo do 6leo
(BAPTISTA, 2018).

Dentre os métodos, citados, o mais aplicado para a extracdo desses Oleos é a
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, em que o 6leo € obtido por meio de
destilacao por arraste com vapor d’agua. Esse método ndo apresenta dificuldades e
€ 0 mais utilizado por ser viavel economicamente e obtém um 06leo essencial de alta
qualidade. (SOUZA E KILL, 2018).
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Souza (2021), observou que o Oleo essencial de L. grata agrupa 29 compostos,
tais como o carvacrol (78,6%), timol (6,3%), p-cimeno (2,51%), éter metil timol
(2,31%), B-cariofileno (1,24%), y-terpineno (1%) e 6xido de cariofileno (0,85%). Dentre
esses componentes quimicos organicos, 0s terpenos naturais (monoterpenos ou
sesquiterpenos) como o carvacrol, timol e p-cimeno tem despertado atencéo para as
atividades biologicas, pois possuem acgédo antimicrobiana capaz de causar a ruptura
da membrana bacteriana (FERNANDES et al., 2015).

E segundo COSTA (2019), o timol tem sido avaliado por diversos pesquisadores
devido as suas atividades anti-inflamatérias e cicatrizantes, levando a sugerir que 0s
monoterpenos presentes no OE da L. grata sdo componentes promissores que
poderdo ser utilizados no tratamento de processos inflamatérios, bem como a

cicatrizacéo de feridas, além de apresentar atividades frente a bactérias.

3.3 MATERIAIS POLIMERICOS NATURAIS PARA ENCAPSULAMENTO DE

SUBSTANCIAS ATIVAS
3.3.1 Quitosana

A gquitosana é um polimero biodegradavel, natural e renovavel, de vasto valor
econdmico e ambiental, considerado o segundo mais abundante na natureza depois
da celulose. Essa substancia pode ser encontrada em fungos, insetos e artropodes,
sendo extraida das carapacas de caranguejo, camardo e lagosta, residuos da
produc&o industrial (CASTELLO et al., 2018).

A obtencdo da quitosana ocorre a partir da desacetilacdo da quitina, com a
retirada do grupo acetila por meio de tratamento quimico com hidroxido de sodio,
resultando em estruturas repetidas de [-(1-4)-2-acetamido-deoxi-D-glicose (N-
acetilglicosamina), ou seja, D-glucosamina (MODI et al., 2015). De uma forma mais
comum a desacetilacdo da quitina ocorre na transformacao parcial dos grupos

acetamina da quitina em grupos amina (Figura 4).
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Figura 4 - Representacado da quitina e da quitosana e as respectivas alteracdes nos
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Segundo Sobreira et al., (2020), o grau de pureza e as propriedades da quitosana
podem ser influenciados pela concentracdo do hidroxido de sodio, tempo e
temperatura de reacédo para desacetilagdo. Os grupos funcionais restantes como
hidroxila (-OH) e amina (—-NH2) tornam esse biopolimero versatil para diversas
aplicacdes. Por conta disso, a quitosana vem despertando o interesse nos mais
diversos campos da ciéncia, como na agricultura e indastria alimenticia, farmacéutica
e cosmética devido a propriedades como a biocompatibilidade, a biodegradabilidade
e a atoxicidade (MARANGON, 2015).

A solubilidade da quitosana é resultado de sua origem biolégica, massa
molecular e grau de acetilac&o. E sollivel em meio de acidos organicos e inorganicos,
constituindo um polimero catiénico, com a protonacdo do grupo amino originando o
ion NHs*, que atribui caracteristicas peculiares como, por exemplo, a formagéo de
uma solugéo viscosa apta a desenvolver invélucros ou peliculas de recobrimento
(GARCIA, 2018).

A quitosana é encontrada comercialmente em forma de po e é caracterizada pela
sua massa molecular (MM) e grau de acetilagdo (DA). A quitosana, que esta a
disposi¢cdo no comeércio, possui grau de desacetilacdo >85% (DA < 15%) e massa
molecular contido entre 100-1000 kDa (DE QUEIROZ ANTONINO, 2017). E uma
molécula extremamente funcional, exercendo acdo antimicrobiana (bactericida,
bacteriostatica, fungicida e fungistatica), antitumoral, agente anticoagulante, agente
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hemostatico, imunoestimulador, agente cicatrizante, anti-inflamatorio, modulador das
funcbes renais, antiviral, antioxidante, redutor dos niveis colesterolémicos
(GAVHANE, GURAYV E YADAYV, 2013).

Diante disso, a quitosana vem sendo pesquisada como agente antimicrobiano
frente a uma extensa variedade de microorganismos como bactérias, leveduras,
fungos e algas. Segundo levantamento realizado por GARCIA (2018), a quitosana
pode gerar uma inibigdo do crescimento ou destruicdo de microorganismos, tais como
E. coli, S. epidermidis, S. aureus, S. faecalis, S. pyogenes, Vibrio, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, P. aeruginosa, Candida,
Xanthomonas campestris, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum.

Pesquisas realizadas evidenciaram que a atividade antimicrobiana da quitosana
se diferencia entre as bactérias Gram positivas e Gram negativas. Nas Gram positivas,
pressupde-se que a quitosana fragmenta a membrana, ao passo que nas Gram
negativas o citoplasma se aglomera e o0 espaco intracelular €& expandido
(CHANDRASEKARAN, KIM, CHUN, 2020; MATICA et al., 2019; GASPAR, PEIXOTO,
AMORIM, 2019).

A acdo antimicrobiana da quitosana pode ser influenciada por varios fatores tais
como a massa molecular, o grau de desacetilacéo, tipo de bactéria (Gram positiva ou
Gram negativa) e composicdo quimica (UGARTE, 2012). Uma hipdtese da acéo
antimicrobiana da quitosana ocorre baseado no efeito de permeabilidade da célula,
que por meio das interacdes eletrostaticas da quitosana carregada positivamente com
as superficies celulares das bactérias carregadas negativamente, alteram as
propriedades da barreira da membrana dos microorganismos, produzindo uma perda
nos componentes intracelulares como eletrolitos e proteinas (HELANDER et al, 2001).

CHUNG et al. (2012), estudaram a atividade antimicrobiana da quitosana contra
S. aureus e E. coli e observaram que a atividade antimicrobiana contra S. aureus
aumenta com o aumento da massa molecular da quitosana, e que para E. coli a
atividade antimicrobiana tem o comportamento inverso, a medida que massa
molecular da quitosana diminui aumenta a atividade antimicrobiana. Com isso, dois
mecanismos distintos sdo sugeridos para a atividade antimicrobiana, desta forma,
para S. aureus, a quitosana na superficie da célula pode formar um polimero na
membrana, que inibe a entrada de nutrientes na célula, enquanto para o E. coli, a

quitosana entra na célula por meio da permeacao (UGARTE, 2012).
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3.3.2 N,N,N-trimetilquitosana (TMQ)

Uma importante vantagem de se trabalhar com quitosana é a possibilidade de
se preparar uma grande variedade de derivados. Sabe-se que, diferentes estratégias
de derivatizacdo sdo realizadas com o objetivo de melhorar as propriedades da
quitosana (WANG et al., 2020), e uma delas € a solubilidade em agua, visto que a
quitosana necessita de um pH &cido (pKa = 6,75) para sua dissolugédo que ocorre via
protonacéo dos grupos amina. Isso gera limitagoes para algumas aplicacbes em que
0 meio acido pode interferir (MACEDO, 2022).

Segundo Bakshi et al. (2020), para aumentar a solubilidade e possibilitar a
utilizacdo da quitosana em uma faixa mais ampla de pH, varios derivados
hidrossollveis vém sendo desenvolvidos. E diversos grupos de pesquisa relatam a
obtencdo de derivados hidrossoliveis por meio da modificacdo quimica, realizada
principalmente nos trés grupamentos funcionais nucleofilicos: amina no carbono C2
(C2- NH2), hidroxila secundaria no carbono C3 na (C3-OH) e hidroxila priméaria no
carbono C6 (C6-OH) (MARTINS, MORGADO E DE ASSIS; 2014).

O derivado N,N,N-trimetilquitosana (TMQ) é um polieletrdlito hidrossoltvel que
possui cargas positivas permanentes ao longo das cadeias devido a quatemizacao
dos grupos amino, sendo, portanto, solivel em uma ampla faixa de pH (BRITTO E
ASSIS; 2009). A sua obtencdo por meio da introducdo de cargas positivas
permanentes nas cadeias de quitosana pode ser efetuada via adicdo de um
substituinte contendo um grupo aménio quaternario ou pela quaternizacao dos grupos
amino desse polimero (TAVARES, 2013), (Figura 5).

Figura 5 - Representacéo da reacado de trimetilacdo da quitosana.
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FONTE: O AUTOR

A primeira alternativa envolve a reacao da quitosana com um epoxido de sal de

amonio, tal como o cloreto de glicidiltrimetilambénio e a segunda pode ser
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acompanhada pela alquilacdo redutiva ou pela N-alquilagdo direta e extensiva da
quitosana com iodeto de metila (CURTI, 2004).

Estudos reportam que a introdugéo de substituintes ao grupamento amina no C2
para a formacao de sais de amo6nio quaternario de quitosana sollveis em uma faixa
de pH mais alto apresenta maior acdo antimicrobiana em comparagcao as quitosana
nao modificadas (ABD EL-HACK et al., 2020).

Diversas pesquisas revelaram que o derivado quaterndrio N,N,N-trimetil
quitosana (TMQ) induziu maior resposta antibacteriana contra E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans (cepa de bactéria resistente a drogas) (RUNARSSON et al.,
2007; BAKSHI et al., 2018; FOLLMANN et al., 2016; ZHANG et al., 2018; BRITTO E
ASSIS, 2020). Isso ocorre em virtude da presenca das cargas positivas permanentes
na estrutura da quitosana, ou seja, os derivados frente as bactérias sao superiores as
da quitosana, sendo que o melhor desempenho foi atribuido aos grupos imidazois
protonados (LI et al., 2019).

3.4 NANOENCAPSULAMENTO DE SUBSTANCIAS ATIVAS

A fim de aumentar a estabilidade de compostos bioativos, tais como peptideos,
OE, compostos fendlicos, vitaminas entre outros, as técnicas de encapsulamento vém
sendo utilizadas. O encapsulamento é um processo em que a substancia ativa €
envolvida em um material de parede, produzindo particulas na escala nanométrica
(nanoencapsulacdo), micrométrica (microencapsulagdo) ou escala milimétrica
(PEREIRA, 2020).

O encapsulamento de ativos tem sido muito utilizado com a finalidade de
aumentar a estabilidade das substancias ativas evitando assim a degradacéo ou
liberacdo rapida induzida por pH, temperatura, enzimas ou outros fatores.
(EZHILARASI et al., 2013). Esse processo pode ser aplicado em diferentes areas do
conhecimento, como no campo dos alimentos e industria téxtii (ASSADPOUR E
MAHDI JAFARI; 2019; CHOPDE, et al., 2020), na farmacologia (FERREIRA, 2019)

entre outros.

3.4.1 Nanoencapsulamento do Oleo Essencial L. grata / Quitosana
Os nanomateriais poliméricos tém recebido grande atencdo dos pesquisadores

devido as propriedades especiais que podem ser adquiridas a partir dos tamanhos
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pequenos. Por exemplo, melhorar a estabilidade quimica, aumentar a atividade destas
substancias e reduzir a volatilizacdo dos mesmos, melhorando seus potenciais
bioldgicos (SILVA, 2019).

De acordo com a ASTM (2012), devem ser consideradas nanoparticulas (NP)
aguelas estruturas que apresentam ao menos duas dimensdes na faixa entre 1 nm e
100 nm. As NP poliméricas sdo estruturas normalmente solidas e esféricas que podem
ser preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos.

A nanoencapsulacdo é um processo adequado na reducdo da degradacao de
componentes instaveis, como o0s Oleos essenciais que, em geral, possuem alta
volatilidade e instabilidade quimica, o que gera perdas em suas atividades,
dependendo do processo de preparacéo da formulacdo ou do tempo de exposicdo em
condi¢cOes adversas. Por isso, vem sendo empregado o processo de encapsulamento
em NP (HOSSEINI et al., 2013), com polissacarideos como a quitosana, que é um
otimo material para esse processo devido a sua propriedade quelante e
biodegradabilidade (BRITTO et al., 2014).

Os OE séo instaveis e susceptiveis a degradacéo na presenca de oxigénio, luz
e temperatura, sendo o encapsulamento em sistemas coloidais uma alternativa para
preserva-los por tempo maior e sob condicbes ambientais mais desfavoraveis
(SHERRY et al., 2013). O encapsulamento é feito com base em carreadores, que sao
estruturas que permitem melhorar a biodisponibilidade de muitos compostos bioativos,
sendo divididos em duas classes: as formula¢des poliméricas de nanoparticulados,
gue promovem melhora significativa da atividade antimicrobiana do 6leo essencial; e
os transportadores lipidicos, incluindo os lipossomas, NP lipidicas soélidas, particulas
lipidicas nanoestruturadas e nano e microemulsdes (BILIA et al., 2014).

O nanoencapsulamento representa uma estratégia promissora para superar as
limitacdes dos Oleos essenciais, aumentando a estabilidade quimica na presenca de
ar, luz, umidade e temperaturas elevadas. Além disso, 0os hanocarreadores garantem
manuseio mais pratico e seguro do composto (BILIA et al., 2014).

As técnicas de producao de particulas usando quitosana incluem: geleificacéo
ibnica, spray drying, separagdo por emulsdo de fase, coacervacdo simples e
complexa, recobrimento com solucdo coating (SCHALCH, 2019). A quitosana possui

uma propriedade muito interessante que é a capacidade de geleificacdo em contato
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com polianions especificos. Tal processo se deve a formacao de reticulagéo inter e
intramolecular mediada por esses polianions (KUMAR, 2000).

As NP de quitosana podem ser obtidas por gelificacdo idnica com tripolifosfato
de sédio (TPP) (BRITTO et al., 2014), em que o TPP atua como um contra-ion
provocando a coagulacdo da mistura pela formacdo de ligacdes intra e
intermoleculares entre os fosfatos negativamente carregados do TPP e 0s grupos
amino positivamente carregados da quitosana (Figura 6). Estudos anteriores mostram
que a producdo de nanoparticulas de quitosana e TPP utilizando quitosana de baixa
massa molecular com alto grau de desacetilacdo e os resultados indicaram que o
tamanho das particulas aumentaram com a elevacdo da concentracdo de quitosana
ou TPP (FAN et al., 2012).

Figura 6 - Modelo de geleificacdo da quitosana e TPP por interacdo entre grupos

ibnicos e catiodnicos.
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FONTE: SCHALCH (2019).

3.5 USO DE DETERGENTES SANITIZANTES

Segundo ANVISA (2007), detergente € um produto destinado a limpeza de
superficies e tecidos por meio da diminuicdo da tenséo superficial. A grande maioria
dos detergentes ndo possui acdo de desinfeccdo ou sanitizagdo. Porém, uma
alteracdo em sua composicdo quimica, como a introducdo de principios ativos, pode
proporcionar uma funcionalidade diferente (GOMES, 2020), como de uma detergente-
sanitizante, que sado substancias ou preparacdes destinadas a aplicacdo em objetos,

tecidos, superficies inanimadas e ambientes, com a finalidade de limpeza,
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desinfeccao, esterilizacdo, sanitizacdo, desodorizacdo, odorizacdo, desinfestacao,
desinfeccdo (ANVISA, 2016).

Os detergentes-sanitizantes podem ser classificados como fisicos ou quimicos
e possuem Varios mecanismos de ac¢do, como: alteracdo da pressédo osmética, lesao
irreversivel na estrutura celular, bloqueio da membrana, coagulacdo das proteinas
celulares e dissolucdo de substancias celulares dos micro-organismos (INACIO,
2022). Porém, a acdo dos sanitizantes depende de muitas variaveis, a concentracao,
0 pH, o tipo de microorganismo e caracteristicas de superficie, sdo fatores que alteram
a qualidade da sanitizacdo (GERMANO E GERMANO, 2014).

Os detergentes sanitizantes € uma das principais estratégias utilizadas no
controle e na higienizacdo de microrganismo produtores de biofilmes, pois séo
capazes de aderir e multiplicar na superficie de diversos utensilios industriais que
estdo em contatos com alimentos, como o vidro e o aco inoxidavel (RECH et al., 2015;
GOMES et al.,2018). A expresséao biofilme foi criada para descrever a microbiana
séssil, ou seja, microrganismos que estdo aderidos a superficies decorrentes da
formacao de substancias poliméricas extracelulares, produzindo uma rede gelatinosa
gue paralisa e preservam as células (FABIANO; AGUERA; DO PRADO, 2020).

Os detergentes sanitizantes sdo produtos utilizados no procedimento de limpeza
capaz de romper ou dissolver a matriz dos biofilmes, de modo que os sanitizantes
consigam reduzir os microrganismos deteriorantes e eliminar os patégenos a niveis
seguros (FORSYTHE, 2013).

Entre os microorganismos que sédo formadores de biofilmes, estdo as bactérias
S. aureus, P. aeruginosa, P. fragi, Micrococcus sp., B. cereus, Enterococcus sp., L.
monocytogenes, P. fluorescens, Yersinia enterolitica, Salmonella sp., E. coli. e
Aeromonas hydroplhila (MILLEZI, 2009). Na literatura existem pesquisas sobre 0 uso
de detergente sanitizante para a higienizagdo de superficies, como a de Fabiano;
Aguera; Do Prado (2020), que estudaram a eficiéncia de detergente sanitizante e
alcalino para remocao de biofilmes de cepa padrao de E. coli em superficie de aco
inoxidavel. Millezi (2009), também examinou a acgdo bactericida de detergente
sanificante a base de 6leos essenciais sobre biofilme de Aeromonas hydrophila.

O desenvolvimento e formulagdo dos detergentes sanitizantes deve levar em
conta alguns fatores, como pH, estabilidade e a formacéo de espuma. O pH (potencial

hidrogeniénico) é uma grandeza fisico-quimica, que representa uma transformacao
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logaritmica negativa da concentracdo de hidrogénio ou hidroxila, em um meio
qualquer (TRENTIN, 2016). De acordo com Resolucdo Normativa n° 1/78 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,2007) o pH do detergente deve ser de no
minimo 5,5 e 0 maximo de 8,5; sendo o ideal aproximo do pH 7 que € o neutro.

A espuma de um detergente € um aspecto analisado pelo consumidor domeéstico,
pois segundo SILVA, DUTRA e CADIMA (2016) existe a cultura, errbnea, que diz
respeito que quanto mais espuma, melhor € um produto. O responsavel pela formacéo
da espuma num detergente esté relacionado com a adicao de lauril sulfeto de sédio,
um principio ativo destinado, unicamente, a geracdo de espuma (THEVES, 2017).
Quanto mais lauril for adicionado num produto, mais espuma o mesmo ira gerar.
Porém, a espuma nao influéncia na acdo do poder do detergente sendo apenas um
vetor ético para a identificacdo de manipulacao do produto e, em alguns casos, para

facilitar (reduzindo o atrito) a acdo mecanica (THEVES, 2017).

3.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER (FTIR — ATR)

A espectroscopia infravermelha de transformada de Fourier atenuada de
refletancia total (FTIR — ATR) € uma ferramenta versatil para o estudo das superficies
de nanomateriais que podem ser usadas de maneira qualitativa ou quantitativa. Sendo
uma técnica capaz de caracterizacao a interface liquido-sélido para sondar a adsorcao
de superficie em superficies de nanoparticulas (MUDUNKOTUWA, AL MINSHID E
GRASSIAN; 2014).

3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) € um equipamento versatil e uma
técnica muito utilizado, que permite a observagdo morfologica, atuando na analise das
caracteristicas microestruturais de materiais solidos e obtencdo de informacdes
estruturais e quimicas de amostras diversas (AMADUCI, 2007).

O primeiro microscopio eletrénico de varredura foi construido em 1932 por
Ardenne, partindo da ideia inicial de Knoll, possuia duas lentes magnéticas que
focalizavam o feixe eletrdnico. Seu principio consiste em utilizar um feixe de elétrons
extremamente estreito para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas

sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica com varredura
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perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente, o feixe é acelerado pela
alta tenséo criada entre o filamento e o anodo (NASCIMENTO, 2018).

O resultado da interacdo entre o feixe de elétrons incidente e a superficie da
amostra é a producdo de elétrons secundarios e/ou elétrons retroespalhados que séo
acelerados por um detector e seus sinais amplificados, gerando imagens da topografia
da amostra (DEDAVID, GOMES E MACHADO, 2007).

Na é&rea biologia a MEV, vem sendo utilizada para analisar a morfoldgica, a
avaliacdo da acdo antimicrobiana apés a interacdo de um novo material polimero,
impregnado com nanoparticulas (HADDAD et al., 1998). Por meio desta técnica de
microscopia pode-se comprovar a sua eficacia apresentando a inibicdo do

crescimento nas coldnias bacteriana (SEGALA et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Sanidade Animal da

Embrapa Semiarido, Petrolina — PE, seguindo as etapas descritas no fluxograma 1. A

quitosana (massa molar média e 82% de pureza) e o tripolifosfato de sédio foram

adquiridos da Aldrich Chemical Company Inc. (EUA) e foram utilizados de acordo com

as recomendacdes do fabricante. O Agar Mueller Hinton (Himedeia), o caldo de

Mueller Hinton (Kasvi), Brain Heart Infusion (Kasvi) e a base para a formulacdo do

detergente (Kalim) também foram processados de acordo com os fabricantes. A

N,N,N-trimetilquitosasa (TMQ) foi gentilmente cedido pelo Laboratério Nacional de

Nanotecnologia para o Agronegocio da Embrapa Instrumentacdo Sao Carlos — SP, e

foi sintetizada de acordo com Britto e Assis (2007).
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4.1OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE L. grata

O dleo essencial foi extraido das folhas de L. grata, colhidas no periodo da
manh& do campo experimental da Caatinga da Embrapa Semiarido, em Petrolina —
PE, no primeiro trimestre do ano de 2018. As folhas foram secas em estufa (30°C) e
uma massa de 100 g foi submetida a extracdo do OE por hidrodestilacdo em aparelho

Clevenger.

4.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS E ENCAPSULAMENTO DO OLEO
ESSENCIAL DE Lippia grata

As NP foram preparadas com dois tipos de polimeros: a quitosana comercial
(QUI) e um de seus derivados, a N,N,N-trimetilquitosana (TMQ). Em ambos os
polimeros as sinteses das NP foram inicialmente obtidas em sua forma pura. Para
isto, 50 mL de uma solucédo de tripolifosfato de sédio (TPP) a 1,6 mg mLt em meio
aquoso, foi adicionado a uma taxa de 1 mL mint em uma solucdo de 50 mL de
quitosana a 3 mg mL™1, dissolvida em &cido acético 0,5%. Entretanto, para sintese de
NP utilizando a TMQ foram adicionados 25 mL de TPP, nas mesmas condi¢des, tendo
como volume final 75 mL. As NP puras (NP) foram isoladas por centrifugacéo
(Centrifuga Eppendorf modelo 5420, 20817 RCF, 20 minutos a 4°C).

O encapsulamento do OE ocorreu em duas etapas. Inicialmente as NP foram
ressuspendida em 2,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) a 1,5% com auxilio de banho
ultrassonico durante 80 minutos (3 ciclos de 20 minutos, com tempo de descanso de
10 minutos entre eles). Separadamente, foi preparada 2,5 mL de solu¢cdo de OE em
DMSO 1,5% e colocada para interagir em seguida com 2,5 mL da suspenséao de NP,
perfazendo assim, 5 mL de volume final. A concentragdo final do OE foi uma
suspensao de 4.000 ou 10.000 ppm. As NP encapsuladas foram denominadas NP-
OE.

Das suspensodes preparadas foram reservados 4 mL para os testes de atividade
microbiana (CIM, CBM e antibiograma) frente as bactérias S. aureus e E. coli,
enquanto 1 mL foi quantificado no Espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Fisher
Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlandia), na faixa de 200 a 400 nm, a fim de
determinar a concentracdo e a eficiéncia de encapsulamento (EE) por meio da

equacéo 1.
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Concentragao final

EE = ( * 100) — 100 (1)

concentragio inicial

4.2.1Curva de calibracdo do OE em DMSO 1,5%

Para determinar a curva de calibracdo do OE de L. grata no solvente DMSO a
1,5%, foi preparada uma solucdo estoque de OE contendo 80 mg em 100 mL de
DMSO 1,5% e retiradas aliquotas de 0,2; 0,4; 0,5; 1,0 e 1,2 mL e diluidas para 10 mL.
Em seguida, a curva de calibracédo foi levantada, quantificando no espectrofotdmetro
UV-visivel (Thermo Fisher Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlandia) na faixa de 200

a 400 nm e os dados analisados na plataforma do Origin9®.

4.2.2 Estudo da Eficiéncia de encapsulamento (EE)

As NP, preparadas anteriormente, foram colocadas para interagir com solucfes
de OE em 4 concentracdes diferentes (8; 4; 2,24 e 0,8 mg mL) com auxilio de banho
ultrassonico durante 80 minutos (3 ciclos de 20 minutos, com tempo de descanso de
10 minutos entre eles). Estas solu¢cdes com principios ativos foram preparadas a partir
de diluicdo de solucdo estoque usando o DMSO a 1,5%. Apés a interacdo, a
suspensdao de NP-EO foi centrifugada e o sobrenadante quantificado em
espectrofotometro UV-Visivel (Thermo Fisher Scientific, MultiSkan GO, Vantaa,
Finlandia), na faixa de 200 a 400 nm (Figura 7).

Figura 7 - Aspecto da suspensao de nanoparticula com 6leo essencial (NP-OE) em

diferentes concentracoes.

A-8mgmLtB-4mgmL?t;C-224mgmLteD-0,8mgmL?
FONTE: O AUTOR
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43 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As nanoparticulas puras de quitosana e TMQ (NPoui e NPtmq) e encapsulados
com OE de L. grata (NP-OEqui e NP-OETmq), preparadas segundo o método do item
4.2, colocadas placa de Petri, congeladas e liofilizadas por 24 h (Liofilizador de
Bancada L101). Enquanto as solugdes de quitosana e TMQ (3 mg.mL?) foram feitas
pela técnica de casting, que consiste na desidratacédo da solucéo filmogénica, em que
20 mL de cada amostra foram colocadas em uma placa de Petri, e ap0s evaporagado
os filmes foram destacados e caracterizadas utilizando o equipamento IRTracer 100

da marca Shimadzu com dispositivo de Reflectancia Total Atenuada (ATR).

4.4 OBTENCAO DAS CEPAS DAS BACTERIAS

As cepas bacterianas foram obtidas de uma colecao de cultura padréo (ATCC -
American Type Culture Collection) gentiimente cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco —
UNIVASF, Petrolina, PE. As cepas utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e Escherichia coli (ATCC 25922).

As cepas bacterianas foram recebidas liofilizadas e mantidas a -20°C até sua
utilizacdo. Para ativagdo das cepas, as mesmas, foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 5 mL de caldo de Brain Heart Infusion (BHI) e colocadas em estufa
incubadora do tipo B.O.D. (Marca: QUIMIS) a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de
incubacao foram semeadas em placas de Petri contendo BHI sélido com 2% de agar
e incubadas novamente na B.O.D a 37°C por 24hs. Esse procedimento foi repetido

duas vezes para verificar a pureza da bactéria.

4.5 TESTE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando os testes de Concentracao
Inibitoria Minima (CIM), Concentragéo Bactericida Minima (CBM) e de Sensibilidade
a antimicrobianos (antibiograma), para os seguintes materiais: NP puras de quitosana
e TMQ (NPqui e NP1tmg); NP encapsuladas com OE de L. grata (NP-OEqui e NP-
OE™mg), solucéo de quitosana e solugdo de TMQ em concentragdes diferentes como

descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 — Representacdo esquematica das amostras, concentracfes e analise
utilizadas (antibiograma, concentracao inibitéria minima e concentragdo bactericida

minima) para os testes da atividade antimicrobiana.

Amostra Concentracao — Analise
Antibiograma | CIM | CBM | MEV
Puro X
4.000 mg.mL™*? X X X X
-1

OE 10.000 mg.mL X

Puro dil. 10X X

Puro dil. 100X X

Puro dil. 1.000X X
NPqui X X X
NPtmo X X X

4.000 mg.mL*? X X X X

NP-OEqu 10.000 mg.mL™ X
4.000 mg.mL™*? X X X

NP-OEmo 10.000 mg.mL™ X
4.000 mg.mL*? X X X

QUI 1

10.000 mg.mL X
4.000 mg.mL*? X X X

™Q 10.000 mg.mL" X
DTG* X X
DTG + OE* 2.000 mg.mL? X X
DTG + NP-OEqur* 2.000 mg.mL? X X
DTG + NP-OETtmo* 2.000 mg.mL? X X

OE = Oleo essencial de L. grata; NPoui = Nanoparticula pura obtidas com quitosana; NPtvo
= Nanoparticulas puras obtidas com trimetilquitosana; NP-OEqui = Nanoparticulas de
quitosana com o6leo essencial; NP-OEtmq = Nanoparticulas de trimetilquitosana com 6leo
essencial; QUI = Solucdo de quitosana; TMQ = Solucdo de trimetilquitosana; DTG =
Detergente
*Metodologia de preparo descrita no 4.5

FONTE: O AUTOR

Os procedimentos de CIM e CBM foram realizados utilizando a técnica de
microdiluicdo em caldo, segundo a metodologia estabelecida pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (CLSI. M07-A9, 2012). O antibiograma foi realizado

de acordo com a técnica de Kirby e Bauer.

4.6.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos (antibiograma)
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4.6.2.2 Preparo dos discos antimicrobianos

Discos de papel filtro com diametro de 5 mm foram cortados e esterilizados.
Sobre esses discos foram depositados 7 uL dos antimicrobianos testados, Tabela 1,
o OE puro e diluido (3 diluigdes com DMSO a 1,5% D1 = 10x; D2 = 100x e Dz = 1000x
v/v); NP-OEqui e NP-OETmg em duas concentragdes iniciais de OE na suspenséo de
NP (4.000 e 10.000 ppm); quitosana (4.000 e 10.000 mg.mL"* em acido acético 0,5%)
e TMQ (4.000 e 10.000 mg.mL? em &gua). Para o controle positivo foi utilizado a

amoxicilina (10 ug) e DMSO a 1,5% para o controle negativo.
4.6.2.3 Teste de antibiograma

Para esse procedimento, utilizou-se colonias de cultivo recente das cepas
bacterianas utilizadas, suspensas em solucdo salina de NaCl a 0,85% até se obter
uma turvacdo compativel com a escala 0,5 de Mac Farland (a 1,5 x 108 bactérias por
mL aproximadamente). Em seguida, com auxilio de um swab estéril, cada suspensao
bacteriana foi semeada em placas de Petri estéril G (90x15 mm) contendo 4gar MH
de forma a abranger toda a superficie.

Em seguida, com auxilio de uma pin¢ca flambada e resfriada, os discos
(preparados previamente) foram colocados sob a superficie do meio, exercendo uma
leve pressdo com a ponta da pinga para uma boa adeséo dos discos. As placas com

os discos foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas.

Apés o periodo de incubacéo, foi analisado o padréo de crescimento ou inibicao
ao redor de cada disco. Para medir o diametro de cada halo de inibicdo de cada disco

foi utilizado um paquimetro.

4.6.3Determinagao da Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

Todos os pocos da placa de microdiluicdo foram inicialmente preenchidos com

100 pL de caldo de cultivo MH. Em seguida, 100 pL de cada solucao teste, de acordo
com a Tabela 1 (OE, NPqui, NPtmg, NP-OEqui, NP-OETmq, solugéo de quitosana (4
mg.mL* em &cido acético 0,5%) (QUI), solugdo de TMQ (4 mg.mL'! em &gua
destilada) e as formulacdes de detergente) foram adicionados em oito pocos da
primeira linha da placa (Al, A2, A3, A7, A8 e A9). Com isto, a concentracdo do
principio ativo foi reduzida a metade, ficando em 2000 mg.mL?'. Apdés a
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homogeneizagcdo com micropipeta, 100 uL da linha A foi transferida para a linha B
resultando em uma concentracédo de 1000 mg.mL™! e sucessivamente até a linha H.

Em seguida, nas colunas 4 e 10, foi realizado o controle para confirmacéao do
crescimento bacteriano na presenca do solvente, adicionados 100 uL de DMSO a
1,5%, solvente utilizado no preparo das NP-OE e diluicdo do OE, com excecéo das
placas contendo QUI, que o solvente foi &cido acético 0,5%, e TMQ que se utilizou
adgua destilada. Nas colunas 5 e 11, foram utilizadas como controle positivo de
crescimento contendo o caldo de cultura e o inéculo bacteriano, e nas colunas 6 e 12
o controle negativo, somente com o caldo de MH (Figura 8).

Em todos os pogos, exceto os das colunas 6 e 12, foram adicionados 10 uL de
in6culo de cada cepa bacteriana padronizada pela escala de McFarland 0,5 que
estima uma concentracéo de 1,5 x 108 UFC mL™L. As placas de microdiluicdo tampadas
e incubadas a 37°C por 24 horas.

Apos esse periodo foi realizada a avaliacdo visual do crescimento microbiano e
para que isso ocorresse, foi adicionado 20 pL do corante 2,3,5-trifenilcloreto (CTT
1 mg.mL?) em todos os pocos da microplaca. Esse corante indica a presenca da
atividade metabdlica bacterina, quando ocorre a mudanca de cor do amarelo para o
roxo, isso ocorre devido a presenca de enzimas desidrogenases na membrana
citoplasmatica que reduzem o sal de CTT formando cristais de coloragéo roxa (Figura
8).

4.5.3 Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CIM)

Apoés 24h de incubacdo da microplaca, foi retirada uma aliquota de 10 uL com
auxilio de um replicador steers e semeada em placa de Petri com 40 mL de agar MH
e novamente incubando por 24 h a 37°C, para a determinacdo da concentracao
bactericida minima (CBM), que corresponde a menor quantidade do extrato capaz de
matar cepas de S. aureus e E. coli (Figura 8, etapa 5).

4.5.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Analise de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) foi usada para explorar
os efeitos do OE e das NP- OEqui na morfologia das cepas de S. aureus e E. coli de
acordo com o método descrito por Zhang et al. (2018), com modificacdes.
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As cepas bacterianas foram incubadas em meio MH caldo a 37°C, em seguida
centrifugado (Centrifuga Eppendorf modelo 5420, 3000 rpm, 5 minutos a 4°C).
Posteriormente, adicionado 1,0 mL dos tratamentos (OE bruto e NP-OEqui) (Tabela
1). Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 10 h e apdls incubacao, as
suspensdes foram centrifugadas novamente e lavadas trés vezes com solucdo
tampdo fosfato 0,1 mol.Ll. As células bacterianas foram fixadas em 2,5 %
glutaraldeido por 10 h a 4°C. As amostras foram desidratadas em uma série de etanol
graduado (30%, 50%, 70%, 85%, 90% e 100%), e entdo depositadas em placas e
colocadas para secar. Completamente secas, todas as amostras foram revestidas
com ouro em um revestidor de ions por 2 mim e analisadas usando um microscopio

eletrGnico de varredura da marca Tescan, Vega 3.
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Figura 8 - Esquema representativo do procedimento dos testes de CIM e CBM.
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@

A2, A3, A7, A8 e A9, com diluicdo
sucessivas até a linha H.
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4.6 TESTES DA FORMULACAO SANITIZANTE

Para o preparo das quatro formulacdes do detergente sanitizante utilizou-se
uma base comercial da KALIM Produtos de Limpeza, o método de preparo foi
realizado segundo a descricdo do fabricante, o qual é dividido em quatro etapas
(Figura 9). A primeira iniciou-se pesando uma massa de 5 g da base para o
detergente, a qual foi dissolvida em &gua destilada em % do volume final (100 mL),
deixada em agitacdo por cinco horas e colocada para descansar durante 24 h (Figura
9 — etapa 1). Em seguida, foi adicionado 750 uL do lauril e 300 uL do corante +
conservante e colocado sob agitagcdo por 5 minutos (Figura 9 - etapa 2).
Posteriormente, foi acrescentado lentamente 35 mL de NaCl a 0,2125 g.L* a fim de
tornar o detergente mais viscoso (Figura 9 - etapa 3). E por fim, a formulacéo foi
incorporada ao detergente preparado (Figura 9 - etapa 4). Para isso, em cada amostra
foi adicionado o restante do volume (¥4 de 100 mL ou 25 mL), em que para o
detergente puro (DTG) foram adicionados 25 mL de 4gua destilada (etapa 4.1); para
o detergente com OE (DTG + OE) foram adicionados 10 mL da solucdo do OE a
2.000 ppm + 15 mL de 4gua destilada (etapa 4.2); para o detergente com NP-OEqui e
NP-OEtmq (DTG + NP-OEqu e DTG + NP-OEtmq) foram adicionados 10 mL da
suspensao de nanoparticulas com OE encapsulado a 2000 ppm + 15 mL de agua
destilada (etapas 4.3 e 4.4). Por fim, em todas as formulac¢des foi adicionado 750 uL

do espessante.
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Figura 9 — Detalhamento do procedimento do preparo do detergente sanitizante.
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4.6.1 Caracterizacfes fisico-quimicas
4.6.1.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Nesta analise, utilizou-se um pHmetro portati da MS TECNOPON
Instrumentagdo. O pHmetro foi calibrado em pH 4 e 7 com solugbes padrbes antes

das andlises.

4.6.1.2 Espumacgéo
Para determinar a espumacdo das amostras de detergente preparadas
anteriormente seguiu o0 método descrito por Theves (2017), com modificagbes, em
que se preparou uma solugéo de 1% de detergente em agua. Em seguida transferiu-
se essa solugcao para uma bureta de 50 mL. Colocou-se uma proveta de 100 mL
abaixo da bureta. Elevou a bureta a uma determinada altura (6 mm), abriu o registro
de saida, e deixou sair 40 mL da solucéo e depois mediu a altura da espuma formada.
Esse teste foi feito em triplicata.
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4.6.1.3 Estabilidade

Para o teste de estabilidade, as amostras de detergente foram submetidas a
condicbes de temperaturas diferentes (sob refrigeracdo em geladeira a 21°C, em
temperatura ambiente e a 37°C) e presenca ou auséncia de luz durante 6 dias.
Avaliada no tempo 0, 1, 2, 4 e 6 dias no Espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Fisher
Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlandia), na faixa de 200 a 800 nm. Além de
registros fotograficos a fim de acompanhar a formacao de fases durante o periodo de

avaliacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ESTUDO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

As sinteses preparadas com DMSO 1,5% apresentaram suspensdo de aspecto
homogéneo, ndo formando precipitado. Nas concentracfes utilizadas de 4.000 e
10.000 ppm, o OE foi completamente encapsulado nas NPqui, as quais ficaram bem
dispersas (Figura 10). Esta boa dispersao indica a ocorréncia de um sistema estavel

para as NP-OEqui.

Figura 10 - Aspecto das suspensdes de NP em DMSO 1,5% a partir dos diferentes

materiais.

a- quitosana (NPQUI); b- quitosana encapsulada (NP-OEQUI); c- N,N,N-trimetilquitosana (NPTMQ) e
d- N,N,N-trimetilquitosana encapsulada (NP-OETMQ).
FONTE: O AUTOR

De acordo com os dados obtidos (Tabela 2), o sistema composto por NPtmo
apresentou eficiéncia de encapsulamento superior para o OE de L. grata. Embora a
diferenca de eficiéncia de encapsulamento (EE) entre NP-OEqui € NP-OETtmq seja de
5%, observa-se que resultados semelhantes sédo reportados na literatura (Liu et al.
2008), os quais avaliaram o processo de sintese através da incorporacédo de principios
ativos em NP de polissacarideos. Assim, foi verificado que a eficiéncia de
encapsulamento foi de até 95% alcancada em derivados de quitosana soluvel em

agua.
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Tabela 2 — Eficiéncia de Encapsulamento (EE) para nanoparticulas de quitosana (NP-

OEqui) e trimetilquitosana (NP-OETmg) encapsuladas com OE de Lippia grata.

Amostra Cfinal (mg mL™1) EE (%)
NP-OEqui 1,8 77,112
NP-OEtmo 1,4 82,0+0,8

FONTE: O AUTOR

Outro fato relevante em relacéo ao EE, foi que para as amostras de concentracao
inicial maiores de OE (8,0; 4,0 e 2,24 mg.mL?) o valor de EE ndo dependeu da
concentracéo inicial, ficando em torno de 60%-75% (Tabela 3). Por outro lado, para a
concentragdo inicial mais baixa (0,8 mg.mL™) de 6leo essencial (OE), o valor de EE
foi significativamente menor. Assim, a concentracao ideal inicial de OE para o sistema

NPqui deve ser torno de 8,0 mg.mL™.

Tabela 3 - Variacdo das concentracdes inicial (Ci) e final (Cr) e da Eficiéncia de
Encapsulamento (EE) para suspensdes de nanoparticulas (NP-OEqui) encapsuladas
com OE de L. grata em meio DMSO 1,5%.

Ciniciat (mg mL™) | Cfina (mg mL™1) EE (%)
8,0 2,0 75,5
4,0 1,5 61,8
2,24 0,64 71,4
0,8 0,5 42,9

FONTE: O AUTOR
O estudo da eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas de OE de L. grata

foi realizado com DMSO a 1,5%, um solvente ainda néo testado para esse tipo de
sintese, porém é um composto bastante simples que tem despertado grande
interesse, por conseguir dissolver agentes terapéuticos e toxicos que nao sao sollveis
em agua (YU et al., 2010).

Esse solvente mostrou-se eficiente, ja que manteve o valor da EE muito
semelhante a resultados encontrados por Pereira, Duarte e Britto, (2018) e Rodrigues
et al. (2018), que apresentavam varias maneiras de sintetizar nanoparticulas de OE

de L. grata com preparacéo de polissacarideos e principios ativos antifingicos a partir
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de recursos vegetais do Semiarido para revestimento de frutas utilizando diferentes

tipos de solventes (benzeno, agua e etanol a 50%) e de concentragdes.

5.2 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Na analise de FTIR, foi observado bandas tipicas de quitosana e TMQ (Tabela
4 e Figura 11), principalmente a banda ‘A’, referente a sobreposicéo da deformacéo
axial de OH e NH em 3450 cm™ e banda ‘B’ em 2930 cm™, referente a deformacéo
axial de CH. Em 1640 cm™ observa-se a banda ‘C’ referente a deformacgéo axial de
C=0 (amida I), sendo esta banda caracteristica dos residuos acetamido presentes na
quitosana e TMQ. Em 1550 cm™ observa-se outra banda, ‘D’, caracteristica de
quitosana, a qual é referente a deformacgéo angular de N-H. Esta banda encontra-se
decrescida no espectro de TMQ, pois no derivado quaternario os grupos N-H séo
substituidos por -CHs.

TABELA 4 - Principais bandas de absorcao da quitosana, TMQ, NP-OEqui,
NP-OEtwmg,, NPquie NPtMmo

Namero de onda (cm™) Atribuicdes Referéncias
3450 deformacédo axial de OHe NH BRITTO et al., 2012
2930 deformacéo axial de CH BRITTO et al., 2012
1640 deformacéo axial de C=0 BRITTO et al., 2012
1550 deformacédo angular de N-H  BRITTO et al., 2012
1480 deformagao angular BRITTO et al., 2012

assimétrica dos grupos metila.

deformacgéo axial de C — N

1410 BRITTO et al., 2012
1060 e 1020 deformacéo axial de C-O-C

BRITTO et al., 2012

1210 deformacéo axial de P=0O BRITTO et al., 2012

1070 e 1020 deformacéo axial de P-OH BRITTO et al., 2012

890 deformacéo angular de P-O  BRITTO et al., 2012

FONTE: O AUTOR
Consequentemente, estes grupos -CHs aparecem de forma intensa somente no
espectro da TMQ em 1480 cm, banda ‘E’, sendo referente a deformagao angular

assimétrica dos grupos metila introduzidos devido a reacéo de N-alquilacédo (BRITTO
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et al.,, 2012). Outras bandas importantes no espectro da quitosana e TMQ sé&o
encontradas em 1410 cm?, ‘F’, e em 1060, 1020 cm™, ‘G, sendo referentes

respectivamente a deformacéo axial de C-N e deformacéo axial de C-O-C.

Figura 11 - Espectros de FTIR da quitosana e do derivado trimetilquitosana (TMQ),

destacando as principais bandas caracteristicas de absorcao.
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FONTE: A AUTOR.

Apos a sintese das nanoparticulas foi possivel observar algumas mudancas nos
espectros de NPqui e NPtmo (Figura 12 a, b). A primeira evidéncia ocorreu na
intensidade das bandas ‘C’, ‘D’ e ‘F’, descritas acima, que diminuiram de intensidade
no espectro de NP em comparacdo com espectros de quitosana e TMQ. Isto evidencia
0 entrecruzamento existente entre os grupos fosfatos e nitrogénio quaternario da
quitosana (BRITTO et al., 2012). A segunda evidéncia da formacéo de nanoparticulas
€ a existéncia de bandas referentes aos ions fosfatos, as quais estdo presentes
somente nos espectros de NPqui € NPtmo. Estas bandas séo: a) deformacao axial de
P=0 em grupos éster de fosfatos em 1210 cm, ‘H’; b) deformacéo axial de P-OH que
aparece sobreposta a deformacéo de C-O-C em 1070, 1020 cm, ‘I’ e ¢) deformacéo
angular de P-O em 890 cm™?, ‘J.
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Figura 12 - Espectros de FTIR para amostras de nanoparticulas sintetizadas a partir
de quitosana, NPqui, e do derivado trimetilado, NPtmg, em comparagdo com 0S
respectivos espectros originais.
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FONTE: O AUTOR

Apds o encapsulamento do Oleo essencial de L. grata ndo foi observado
mudancas significativas nos espectros em comparacao com os espectros de NP nao-
encapsulados (Figura 13). Provavelmente, devido a baixa propor¢cdo em massa de OE

em relacdo a NP ndo se observa mudancas significativas.
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Figura 13 - Espectros de FTIR para amostras de nanoparticulas encapsuladas com
Oleo essencial de L. grata a partir de quitosana, NP-OEqui, e do derivado trimetilado,

NP-OETmq, em comparagcdo com o0s respectivos espectros de NPqui € NP1mg.
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FONTE: O AUTOR
5.3 TESTE DA ATIVIDADE MICROBIANA

5.3.1 Antibiograma

O resultado desse teste foi observado apdés um periodo de 24 horas e foi
bastante satisfatério. O OE de L. grata se mostrou um eficaz antimicrobiano, quando
aplicado diretamente sobre as colonias, inibindo a proliferacdo delas. Nesse teste
também foi possivel observar halo de inibigdo significativo para o OE puro (Figura
14b,e) e sua diluicdo em 10x (D1) (Figura 14c). Enquanto para as demais diluices
(D2 a D3) ndo houve formacéo de halo no teste de antibiograma. Isto ocorreu porque
o OE de L. grata € um composto muito volatil e em baixa concentragéo pode evaporar
do disco utilizado no teste.

Ao analisar as amostras de QUI (Figura 14d) e TMQ (Figura 14h) nas
concentracdes estudadas, observou-se que em ambas ndo houve formacéao de halos
de inibicdo. Entretanto, ndo foi observado o desenvolvimento bacteriano sob os
discos, indicando que inibiram o crescimento de ambas as bactérias por contato direto.
Esse mesmo fato foi relatado nos trabalhos de Gabriel (2017), Carvalho (2020) e
Leceta, et al. (2013). Logo, é possivel sugerir que a auséncia do halo ao redor do disco
pode ser explicada pela limitacdo da difusdo da quitosana em placa de MH &gar,

entdo, diante disso, o uso do teste de antibiograma talvez nédo seja a melhor técnica
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para definir a atividade antimicrobiana da quitosana. Porém, quando a metodologia foi
alterada para o método de microdiluicdo em caldo os resultados foram satisfatorios,

gue seréo discutidos mais adiante.

Figura 14 - Antibiograma para as cepas S. aureus.
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FONTE: O AUTOR

Quanto as amostras NPoui (Figura 14f) e NPtmo (Figura 149), estas também néo
apresentaram halo de inibicAo em torno do disco. Isto pode ser explicado por
semelhanca ao das amostras de quitosana e seu derivado, que por estarem em meio
MH agar ndo ocorre a migracdo dessas amostras pelo meio, ou seja, possui baixa
difusdo pela placa. Além da concentracdo do OE presente nas NP corresponde a
diluicdo de 100x (D2), ou seja, baixa quantidade de OE.

A partir da mensuragéo dos halos de inibi¢cao (Figuras 16 e 17), observou-se que
o halo de inibicdo para a S. aureus foi semelhante ao encontrado para a E. coli (Tabela
5), tanto para o OE puro como para sua primeira diluicdo, D1, a 10x. Um fato muito
importante observado é que o OE de L. grata apresenta halo de inibicdo superior ao
antibiético amoxicilina (controle positivo). Isto demonstra a potencialidade do OE de

L. grata ao combate destes agentes bacterianos causadores da mastite.
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Figura 15 - Antibiograma para as bactérias E. coli
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AUTOR

Tabela 5 - Didmetros (mm) dos halos de inibigcdo do 6leo essencial de L. grata frente

as bactérias S. aureus e E. coli.

Amostra S. aureus E. coli
OE 26 + 0,66 22+0,44
OE diluido 10x (D1) |61 9+0,6
Amoxilina 18 +1,33 17 + 0,66

FONTE: O AUTOR

5.3.2 Teste de microdiluicdo - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM)

O teste de microdiluicdo apresentou resultado satisfatério para todas as
amostras frente as bactérias Gran positiva (S. aureus) e Gran negativa (E. coli), com
excecao das NPqui, que ndo apresentaram atividade CIM nem CBM para ambas as
bactérias como representado na Tabela 6.

Os valores relativos a CIM e CBM do OE puro de L. grata obtidos foram iguais
para as duas cepas de bactérias estudadas. Isto evidencia que atividade de inibicao
e bactericida do 6leo essencial de L. grata ndo se diferenciam quanto as cepas

bacterianas Gran positiva ou Gran negativa. Esta acdo pode ser atribuida aos
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compostos presentes no OE como o timol e carvacrol que compdem cerca de 6,3%
e 78,6%, respectivamente (SOUZA, 2021) e tem acdo semelhante entre as
bactérias. O carvacrol, por exemplo, aumenta a permeabilidade da membrana
citoplasmatica microbiana, causando uma consideravel perda de adenosina
trifosfato citoplasmatico, que é a principal molécula que fornece energia livre para as
células realizarem diversas rea¢fes essenciais para a manutencao de suas células
(SOUZA, 2006).

Considerando os resultados obtidos nesse trabalho, o OE de L. grata mostrou-
se com uma 6tima capacidade inibidora frente a microorganismos, assim como em
outras espécies de plantas mencionadas em outras referéncias. O trabalho de Probst
(2012) em que se verificou a capacidade de inibicdo de sete Oleos essenciais
(Vernonia polyanthes L., Rosmarinus officinalis L., Baccharis dracunculifolia,
Caryophyllus aromaticus L., Cinnamomum zeyalnicum L., Matricaria recutita L. e
Eugenia uniflora L.) sobre quatro grupos de bactérias (S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella) e constatou que em todos os casos os OE
apresentaram atividade antibacteriana.

Quanto a NPqui, nota-se que nédo foi possivel observar a acdo frente aos
microorganismos estudados. Por outro lado, as NPTtmg apresentaram atividade
antibacteriana significativa, ja que foi superior até mesmo que o OE de L. grata.,
sendo quatro vezes maior para a Gran negativa (E. coli) e dezesseis vezes maior
para a Gran positiva (S. aureus). Isso acontece devido a diferenca do polimero
utilizado, em que a TMQ possui acdo antimicrobiana superior, com valores maiores
de CIM e CBM, a quitosana comercial (SUFFREDINI, VARELLA E YOUNES, 2007).

Com esse resultado foi constatado que derivados de quitosana como a TMQ,
além de ter melhor capacidade de solubilidade em agua a pH neutro, apresenta
também atividade antibacteriana superior a da quitosana em funcdo da maior
interacdo idnica entre cargas positivas do derivado e residuos presentes na
superficie das células bacterianas negativamente carregados (SILVA, 2014).

Para Silva (2014), houve comparacao CIM e CMB da TMQ e da quitosana,
frente a bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (E. faecalis, L. monocytogenes, S.
aureus, E. coli, P. vulgaris e Salmonella enterica), em que o derivado da quitosana
obteve melhor resultado. Esse resultado se repete em pesquisas que avaliaram a
atividade antimicrobiana de quitosana e TMQ (PAULO, BRESOLIN E ASSIS, 2017,
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MENDES et al., 2016; DIAS, 2017).
Essa diferenca nos valores de CIM e CBM (Tabela 6) entre as cepas

bacterianas Gram positiva e Gram negativa, pode ocorrer porque as bactérias Gram

positivas apresentam uma maior sensibilidade quando expostas aos Oleos

essenciais in vitro que as bactérias Gram negativas (PROBST, 2012). As bactérias

Gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada, apresentando uma

membrana externa composta por lipopolissacarideos, conferindo maior resisténcia

por evitar a difusdo e acumulo de OE na célula bacteriana (IMELOUANE et al.,2009).

Tabela 6 - Valores de CIM e CBM (ppm) contra S. aureus e E. coli para os diferentes

materiais estudados: 6Oleo essencial de L. grata, nanoparticulas (NPqui, NPtmo),

nanoparticulas encapsuladas (NP-OEqui, NP-OEtmq) e o0s polimeros originais (QUI,

TMQ).

Cepade E. coli Cepade S. aureus
Amostras CIM CBM CIM CBM
OE 500 500 500 500
NPqui --- --- -- ---
NPtmo 125 125 31,25 31,25
NP-OEqui 250 250 15,62 15,62
NP-OETtmo 250 250pp > 15,62 > 15,62
QUI 250 250 62,5 62,5
T™MQ 250 250 31,25 31,25
DTG 250 250 125 125
DTG + OE 250 250 125 125
DTG + NP-OEqui 125 250 62,5 125
DTG + NP-OETtwmo 250 250 125 125

FONTE: O AUTOR

Ao analisar as formulacdes do detergente observar-se que o detergente puro

(DTG) apresentou um resultado bom, pois quando comparado com CIM e CBM do

OE na concentracdo de 4.000 ppm, houve uma reducdo pela metade nas

concentracdes de CIM e CBM para a cepa da E. Colie ¥4 para a cepa da S. aureus.

Esse mesmo fato ocorreu com a formulacdo de detergente contendo o OE na
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concentracdo de 2.000 ppm e as nanoparticulas de TMQ com OE na mesma
concentracéo (Tabela 6).

Porém, a formulagdo contento NP-OEqui, apresentou menor valor de CIM e
CBM entre os detergentes, ficando bem semelhante com o valor obtido com a
solucéo de quitosana. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que nessa formulacéo
ao se adicionar as NP-OEqui ao detergente, que estava em um pH de 7, a quitosana
precipitou (Figura 18). Logo o CIM e CBM dessa formulacéo tinha particulados do
polimero o que gerou uma inibicdo maior frente as cepas.

Diante dos resultados obtidos, é possivel observar a presenca da acdo
sanitizante das formulagdes do detergente, e que na da literatura consultada o uso
do detergente como produto sanitizantes de utensilios frente a bactéria causadores
de infeccao vem tendo grande destaque. Na pesquisa de Costa Luciano at al. (2016),
por exemplo, foi feita uma avaliacdo da capacidade de diferentes detergentes para
remover e matar organismos como E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Ja no trabalho
de Mati (2018), foi estudado a acdo de detergentes enziméticos na limpeza de
aparelhos hospitalares contaminados por microorganismos. Em outra pesquisa,
Scalzadona (2019) avaliou diferentes detergentes na remocdo de biopeliculas
bacterianas.

Neste experimento também foi possivel observar que, ao se encapsular o OE,
o efeito frente as cepas aumentou significativamente tanto para a E. coli quanto para
S. aureus. Isso indica que a incorporacao nas nanoparticulas de quitosana e TMQ,
além de estabilizar o OE, potencializou sua acdo antimicrobiana. E que é possivel
produzir um detergente com acao sanitizante eficiente para os processos de limpeza

e desinfeccdo dos utensilios e equipamentos de ordenha.

5.3.3 Analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Nas analises de microscopia eletrénica de varredura da E. coli e S. aureus,
foram observadas alteragcdes na morfologia (Figura 16 e Figura 17). As cepas de
controle, ou seja, sem tratamentos com o OE ou com as NP-OEqui, apresentaram
formas regulares no formato de bastonetes para a E. coli (Figura 16a) e de cocos
para as cepas de S. aureus (Figura 17a) e sem alteracdo na morfologia e sem
cicatrizes. No entanto, as ceélulas submetidas ao tratamento com OE foram

apresentaram alteragcdes na morfologia, como contorno irregular e alteracdes na
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superficie, resultante do extravasamento de conteudo intracelular (Figura 16b e
19b).

Figura 16 — Imagens por Microscopia Eletrénica de Varredura da cepa de E. coli

sem tratamento (a) e com os tratamentos (b) OE e (c) NP-OEouu.
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FONTE: O AUTOR

Esse resultado confirma informagfes encontradas na literatura sobre a acao
do OE na morfologia de bactérias, como no trabalho Silva (2018), que caracterizou
OE de folhas das espécies Hymenaea eriogyne Benth, Hymenaea longifolia Benth e
Hymenaea rubriflora Ducke e avaliou as alteracdes ultraestruturais e atividade
antimicrobiana contra bactérias multirresistentes e leveduras, como a E. coli e a S.
aureus.

No tratamento com as NP-OEqui has células E. coli formaram aglomerados,
dificultando um pouco a visualizagéo, porém na regido que foi destacada é possivel
observar (Figura 16c) células bacterianas com extravasamento do conteudo e
presenca de nanoparticulas préximas a célula que teve alteragdo na morfologia.

Enquanto para cepas de S. aureus as células contendo o tratamento com NP-
OEqui diminuiram de tamanho indicando o extravasamento do conteudo, ficaram
mais dispersas quanto comparada com cepas sem tratamento e com o OE (Figura
17c).
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Figura 17 — Imagens por Microscopia Eletrénica de Varredura da cepa de S.

aureus sem tratamento (a) e com os tratamentos (b) OE e (c) NP-OEqui.
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FONTE : O AUTOR.

De forma geral, tanto o OE quanto as NP-OEqui mostraram-se eficientes no
tratamento das cepas bacterianas. Este resultado esta de acordo com Trifan et al.,
(2020) os quais afirmaram que o OE possui um grande potencial antimicrobiano para
diferentes microrganismos, pois em sua composi¢do majoritaria tem carvacrol e o
timol que podem atuar como agentes de ruptura na membrana das bactérias,
provocando vazamento de contetdo celular e coagulacao do citoplasma, que sao

componentes vitais da célula bacteriana.

5.4 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA FORMULACAO

Os detergentes preparados apresentaram aspecto homogéneo para as
amostras de detergente puro, contendo OE e o com as NP-OEwwmo. Por outro lado, a
formulagdo com NP-OEqui, as particulas precipitaram assim que foi adicionado a
base do detergente. Isso pode ter ocorrido porque o pH da solugéo estava neutro e
como a quitosana possui limitacdo na solubilidade em meio alcalino e neutro ela
precipitou (Figura 18).
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Figura 18 — Foto das quatro formulacfes de detergente e em destaque a que contém
as NP-OEtvg e NP-OEqut.
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FONTE: O AUTOR

Quanto as andlises potenciométricas, as formulagcbes do detergente
apresentaram resultados interessante (Tabela 7), pois o detergente puro ficou com
pH 7, enquanto nas outras formulagdes contento OE e NP-OEmq valor do pH caiu,
ficando 6,2 e 6,54, respectivamente. Porém o detergente com NP-OEqui, apresentou
pH 5,09; ou seja, ficou acido, devido a quitosana, ndo sendo viavel o seu uso.
Segundo a ANVISA (2007) os produtos incluidos na categoria de detergentes
liquidos especificos para lavar utensilios de forma manual de venda livre, o pH deve

estar compreendido entre 5,5 e 9,5.

Tabela 7 - Resultados dos valores de pH e espumacéo das quatro formulacdes

preparadas partir da base de detergente.

Caracterizacao Fisico-quimica
Amostra —~
pH Espumacao (cm)
DTG 7,0 233+1,1
DTG + OE 6,2 22+1,3
DTG + NP-EO1mo 6,54 21,3+1,7
DTG + NP-OEqui 5,09 25+0

FONTE: O AUTOR.
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Para o teste de espumacédo, as amostras contendo OE e NP-OEtvmo néo
apresentaram diferenca significativa em relacéo ao detergente puro. Por outro lado,
a amostra com NP-OEqui apresentou valor de espumacéo maior (Tabela 7). Nessa
propriedade, as formulacdes dos detergentes obtiveram oOtimos valores, quando
comparados com dados encontrados na literatura. No trabalho de Theves (2017),
por exemplo, que elaborou um detergente sem adi¢éao de trietanolamina e os valores
de espumacao ficaram em torno de 6 cm, mais de trés vezes menor do que 0S
alcancados nas formula¢ces desse trabalho. Este € um dado muito importante uma
vez que a espumacao esta associado com a percepcao do consumidor, que quanto
a maior espumacao remete a ideia de maior limpeza.

Na estabilidade dos detergentes, avaliada por espectrofotometria no UV-visivel
durante 6 dias, em trés temperaturas diferentes (21°C, ambiente e 37°C) e
auséncia/presenca de luz, ndo houve diferenca significativa entre os dias avaliados,
guando se avaliou o comprimento de onda de 350 nm, com excec¢ao do detergente
puro (DTG) e com adigcdo de NP-OEtmg (DTG + NP-OEtmg), que tiveram uma
pequena diminuicdo no valor de absorbancia do dia zero ao dia um de avaliacédo
(Figura 19). Desta forma, as formulagées ndo apresentaram variacdo entre as

condicbes de armazenamento.
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Figura 19 — Representacao grafica de tempo (dias) versus absorbancia em 350 nm

para os diferentes materiais.
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FONTE: O AUTOR.

No entanto, observa-se que houve diferenca significativa apés a adicdo dos
componentes em relacdo ao detergente puro, pois ocorreu formacéao de fases apos
um certo tempo de repouso (Figura 20). Porém, no momento da avaliagdo por
espectroscopia as amostras foram agitadas, adquirindo aparéncia mais dispersa. A
Unica amostra que apresentou formacao de precitado constante foi a com NP-OEqui
em que o precipitado de quitosana ficou constante ndo se dispersando com a
agitacao.

Por outro lado, observa-se que as formulagdes apresentaram valores absolutos
de absorbancia muito distintos entre si (Figura 19). A formulacdo controle de
detergente puro (DTG) apresentou os valores mais baixos de absorbancia (~0,1),
praticamente constante durante o armazenamento. Por outro lado, as formulagdes
DTG+OE e DTG+NP-OEqu foram as que apresentaram 0S maiores valores
absolutos de absorbancia (~2,0-2,4) com maiores valores de disperséo entre as
condi¢cdes de armazenamento (Figura 19). Porém, a formulacdo DTG+NP-OEtmq
apresentou valores de absorbancia intermediarios (~1,4), ficando mais proximo do
detergente puro. Isto indica que o sistema com TMQ foi 0 mais adequado para a

dispersédo do OE na formulacéo de detergente. Esta menor opalescéncia da amostra
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com TMQ fica bem evidente no registro fotogréafico (Figura 20), indicando o derivado
TMQ é mais adequado tanto para a melhor dispersdo como também para maior

capacidade antibacteriana.

Figura 20 — Formulacdes de detergente com aspectos distintos com e sem agitacao.
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FONTE: O AUTOR.

Ao avaliar os registros fotogréficos, a formulacdo de detergente contendo OE
puro (DTG+OE), no sexto dia de armazenamento, observou-se que em temperatura
mais baixa (21°C) o detergente permaneceu sem formar fases ou precipitado, porém
para as amostras armazenadas a temperatura ambiente e a 37°C houve a formagéo
de fases. Isto é indicativo de ocorréncia de instabilidade da formulagdo com OE em
temperaturas mais elevadas (Figura 21).

Figura 21 — Foto das amostras dos detergentes no sexto dia de avaliagdo sem
agitacao.
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(A) detergente com OE, (B) detergente com NP-OEqu e (C) detergente com NP-OEtmo
armazenados em diferentes temperaturas (21, ambiente e 37 °C).
FONTE: O AUTOR
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Para as amostras de detergente com nanoparticulas de quitosana com OE
(NP-OEqui) houve a formacéo de trés fases, sendo uma delas formada devido a
quitosana que precipitou assim que entrou em contato com a base do detergente
que estava com pH 7. A terceira fase foi formada no decorrer dos dias de avaliacao.
Para a amostra de detergente com NP-OEtmg, houve formagéo de fases apenas
durante o tempo de armazenamento. No entanto, o aspecto heterogéneo desta
formulacédo foi menos intenso que o observado para a formulacdo com NP-OEqui e

adquirindo aspecto homogéneo ao agitar-se a formulacéo.
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6. CONCLUSOES

e O 6leo essencial de Lippia grata pode ser encapsulado satisfatoriamente bem
em nanoparticulas de quitosana e trimetilquitosana via gelificacdo com
tripolifosfato, utilizando o solvente DMSO 1,5%.

e A caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho mostrou mudangas nos
padrbes de bandas NHz e OH, indicando a formagé&o de nanoparticulas.

e A atividade antimicrobiana, via antibiograma, mostrou ocorre uma relagcéo
entre a capacidade de difusdo da amostra e 0 meio MH &gar no qual € formado
o halo de inibicdo sendo uma metodologia que precisa ser ajustada para as
amostras de QUI, TMQ, NPqui € NPtwma.

e Os testes de CIM e CBM apresentaram resultados significativos em todas as
amostras testadas, em que o OE ndo apresentou diferenca entre as cepas
testadas e nem entre o CIM E CBM. Porém, nas amostras QUI, TMQ, NPqui
e NPtvq houve uma variagao significativa no CIM e CBM frente as cepas
Gram-negativas e Gram-positivas, devido a maior sensibilidade das bactérias
Gram-positivas (S. aureus).

¢ O analise de microscopia eletrbnica de varredura das células de E. coli e S.
aureus, foram observadas alteracdes na morfologia como tamanho irregular,
alteracdes na superficie, que resultar no extravasamento de conteudo
intracelular.

e O sistema com TMQ foi o mais adequado para a dispersdo do OE na
formulacdo de detergente, ficando mais préximo do detergente puro.

e O Oleo essencial de L. grata apresenta atividade antimicrobiana, sendo
potencializado pelo encapsulamento, que permitiu agregar acédo bactericida a
base detergente comum, sendo uma alternativa de profilaxia da mastite de
caprinos por meio da higienizacdo dos utensilios utilizados durante as

ordenhas e entre as ordenhas.
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