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Microencapsulacao de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e nisina
em leitelho

Microencapsulation of Melaleuca alternifolia essential oil and nisin in
buttermilk

RESUMO

O consumidor atual busca por melhor qualidade dos produtos alimenticios, incluindo redugdao no uso de
conservantes quimicos. Dentro desse contexto, o objetivo do presente trabalho é utilizagao de encapsulagéo
de Oleo de Melaleuca alternifolia e nisina revestido com leitelho, verificando a atividade antimicrobiana do
material encapsulado contra bacterias veiculadas por alimentos. O 6leo e nisina foram encapsulado com
leitelho utilizando as técnicas de liofilizagao e spray dryer. A atividade antimicrobiana do material encapsulado
foi testada pela técnica de pogo difusdo em agar. O 6leo puro e em solugdo a 10% apresentou atividade
antimicrobiana contra todos os microrganismos testados, ja o 6leo microencapsulado perdeu essa
capacidade. A nisina apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas. O melhor resultado
de encapsulagao foi com a técnica de liofilizagdo. Nao obtivemos resultados favoraveis com a técnica de spray
dryer. A inibicdo das bactérias ocorreram mesmo apos 30 e 60 dias de armazenamento do encapsulado. O
microencapsulado nisina e leitelho apresentou rendimento de 86%, solubilidade de 20% e umidade de 43%.
Com o resultado obtido, foi possivel observar que a nisina microencapsulada com leitelho apresentou
atividade antimicrobiana contra as bactérias potencialmente patogénicas veiculadas por alimentos, podendo
ser uma estratégia de conservagéao.
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ABSTRACT

The current consumer is looking for better quality of food products, including reducing the use of chemical
preservatives. Within this context, the objective of the present work is to use encapsulation of Melaleuca
alternifolia oil and nisin coated with buttermilk, verifying the antimicrobial activity of the encapsulated material
against bacteria transmitted by food. The oil and nisin were encapsulated with buttermilk using lyophilization
and spray drying techniques. The antimicrobial activity of the encapsulated material was tested using the agar
diffusion well technique. The pure oil and in 10% solution showed antimicrobial activity against all tested
microorganisms, whereas the microencapsulated oil lost this ability. Nisin showed antimicrobial activity against
the tested bacteria. The best encapsulation results were obtained with the lyophilization technique. We did not
obtain favorable results with the spray dryer technique. The inhibitory remaining active after 30 and 60 days of
storage. The microencapsulated nisin and buttermilk showed a yield of 86%, solubility of 20% and moisture of
43%. With the result obtained, it was possible to observe that nisin microencapsulated with buttermilk showed
antimicrobial activity against potentially pathogenic bacteria transmitted by food, which could be a conservation
strategy.
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INTRODUCAO
Muitos consumidores optaram por alimentos com baixas concentragcbes de aditivos

quimicos, ou até mesmo por nenhuma adigdo, porém o risco de nao se utilizar aditivos
quimicos e conservantes é a alta contaminagcédo bacteriana ou baixa vida util do alimento
(BAKKALI et al., 2008). O uso de compostos naturais (peptideos antimicrobianos e 6leos
essenciais tem sido uma opgao de substituicdo aos agentes quimicos (BALLESTEROS, et al.,
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2017). Porém os 6leos apresentam sensibilidade quando expostos a presenga de luz, calor e
oxigénio, sendo oxidados e degradados com certa facilidade, sendo esse aspecto o principal
responsavel pela baixa utilizagdo de 6leos em industrias alimentares (BALLESTEROS, et al.,
2017).

Portanto, ha necessidade da criacdo ou aprimoramento de técnicas que proporcionam
uma maior estabilidade, protecdo e que assegure as principais propriedades do 6leo. Uma
técnica ja conhecida, é o encapsulamento, apropriando-se de compostos considerados
resistentes ao calor, e que possua atragdes fisica e quimica com os principais ativos
(BALLESTEROS et al., 2017).

A bacteriocina mais conhecida é a nisina, utilizada contra bactérias Gram-positiva e
Gram-negativa. As inter-relagdes entre nisina e componentes da matriz alimentar, como
proteinas, lipidios, ions e surfactantes, podem reduzir a agdo antimicrobiana. Para mitigar
essa acao, os protocolos de microencapsulacdo tem sido o tratamento de escolha
(RODRIGUEZ et al., 2000).

O leitelho € um subproduto da producdo de manteigas, onde com a formagao de
grandes aglomerados de gordura, resulta na inversdo de fases de uma emulsao 6leo/agua
(creme) para uma emulsao agua/dleo (manteiga). Essas propriedades do leitelho torna-o um
coproduto da fabricagdo da manteiga valioso para a utilizagdo como ingrediente em diferentes
produtos, contudo, ndo ha relatos de sua utilizagdao como agente microencapsulante. (SANTA
ROSA et al., 2021).

Em vista do exposto, este trabalho propés microencapsular nisina e 6leo de melaleuca

em leitelho, visando sua utilizacdo como conservante de alimentos.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAL QUIMICO E BIOLOGICO

O leitelho foi doado por uma empresa da cidade de Londrina/Pr. Todos os meios de
cultura e reagentes utilizados pertencem ao laboratério de Microbiologia Basica e Aplicada
(LAmBA) da UTFPR, campus Londrina. O 6leo de M. alternifolia (TTO) (Madon & Amp;
Betche) foi adquirido no comércio local; a nisina utilizada foi da marca Bela Vista. As

bactérias indicadoras foram Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli),
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Salmonela, Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) e Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa). As culturas estdo estocadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de

glicerol e armazenados em freezer no LAMBA da UTFPR.

ENSAIO ANTIMICROBIANO DE DIFUSAO EM AGAR

A atividade antibacteriana do 6leo de M. alternifolia foi realizado pela técnica de
difusdo em agar. Em placas com meio Brain Hearth Infusion (BHI) foi semeado 1 x 107
ufc/mL das bacterias testadas. Posteriormente, foram feitos pogos no agar e em cada um
adicionado 30 pL do d6leo essencial concentrado e em solucao a 10%, ou solucéo de nisina
a 2,5 mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. O didmetro da zona de inibigao

foi medido. Agua destilada estéril foi utilizada como controle negativo.

MICROENCAPSULACAO E TESTE DE ESTABILIDADE
A microencapsulagédo de 6leo de M. alternifolia e nisina foi realizada da

seguinte forma: 100 mL de uma solugao de leitelho (20%) foi preparada com agua destilada
e agitada até dissolugao completa. Posteriormente, foi seguido o protocolo de emulsdo com
O0leo de M. alternifolia ou mistura de solugdo de nisina seguido dos processos de
encapsulagéo. No processo de liofilizagao, as solugdes foram distribuidas em placas de
Petri e congeladas por 24 hs, seguido de liofilizagdo por 24 hs. Ja o processo de spray
dryer, seguiu-se os parametros de 190 °C na temperatura de entrada; temperatura de saida
100°C; presséo de ar 5,0 kgf/cm? e taxa de fluxo 0,8 L/h. Apds o processo de encapsulagao,
uma solugédo de 5 mg/mL de cada produto encapsulado foi preparada em agua destilada
estéril e testado a atividade antimicrobiana como descrito acima.

O material microencapsulado (p6) foi armazenado sobre refrigeracao e apos 30 e 60
dias foi repetido o teste de antagonismo para verificar a estabilidade do material
encapsulado. A concentragéo da solugao testada foi de 80 mg/mL.

RENDIMENTO, SOLUBILIDADE E TEOR DE UMIDADE

O rendimento foi calculado como a razao entre o peso do p6 coletado apds a
liofilizagdo e a quantidade inicial de sdlidos na suspensao inicial (BRAND, 2019).
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A solubilidade seguiu protocolo descrito por Carneiro (2011). Amostras de po (2,5 g)
foi colocado em 50 mL de agua destilada, apds centrifugagao o sobrenadante foi seco em
estufa incubadora a 100 °C até obtencdo de peso seco constante. A solubilidade foi

calculada conforme a equacéo 1

solubilidade (%) = solido soluvel + solido total x 100 (1)

O teor de umidade das amostras foi medido secando 1 g de amostra em uma

incubadora a 102 °C até peso constante ser atingido.

CURVAS DE MORTE BACTERIANO

Os isolados bacterianos (1 x 107 UFC/mL) foram inoculadas em 10 mL de meio BHI
liquido e adicionado 2 mL da suspensao dos microencapsulados, incubado a 37 °C por 24 h,
sob agitacao a 180 rpm em agitador rotativo. A cada tempo, uma aliquota foi retirada se

realizou-se a contagem de unidade formadora de colénia.

RESULTADO E DISCUSSAO
A figura 1 A e B apresenta o halo de inibigdo e o tamanho do halo em mm,

respectivamente, das bactérias teste E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. aureus e
Salmonella sp. com o 6éleo de TTO puro e na solugao a 10%. Diversos estudos mostram que
o TTO possui efeito bactericida in natura e bacteriostatico em baixas concentracoes
(CARSON et al., 2006). A Figura 1C apresenta o halo de inibicdo (em mm) da solugéo de
nisina. Podemos observar que o TTO inibiu todas as bactérias testadas e a nisina nao
apresentou efetividade contra Salmonella.

Optou-se pela técnica de liofilizagado pois o material obtido foi um pé fino e de facil
manipulagéo. Ao testar a inibicdo do TOO microencapsulado ndo houve formagao halo; ja o
microencapsulado leitelho e nisina houve halo de inibicdo para as bactérias L.
monocytogenes, S. aureus e E. coli; porém nao tivemos o resultado quanto a bactéria
P.aeruginosa. O teste antimicrobiano foi feito apds 30 e 60 dias apods a liofilizagao, sendo que
a atividade antimicrobiana foi mantida na mesma eficiéncia, mostrando a estabilidade do

produto. As propriedades fisicas das amostras de p6 sao apresentadas na Tabela 1.
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Figura 1 — (A) Halos de inibicao formado com 6leo de Melaleuca alternifolia; (B) tamanho do halo (mm)

de inibigao.
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Fonte: Autoria prépria (2023).
Tabela 1 - propriedades fisicas das amostras
Amostras Rendimento Solubilidade (%) Umidade (%)
(%)
Controle 87 14 47
Nisina microencapsulada 86 20 43

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

A figura 2 apresenta a curva de morte das bactérias testadas e a nisina encapsulada.
Observamos que apds 8 hs de incubacdo ja havia redugdo das bactérias testada,

mantendo a inibicdo com 24 hs. Esses resultados sdo muito promissores para utilizar a nisina

encapsulada no controle de patégenos alimentares.

Figura 2 — Curva de morte das bactérias testadas com o microencasulado de leitelho e nisina.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).
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CONCLUSAO

A nisina foi encapsulada em leitelho pela técnica de liofilizagdo, mantendo
estabilidade e atividade antimicrobiana apés 60 dias de armazenamento. Desta forma,
poderiam ser potenciais conservantes naturais em alimentos, contribuindo para a
prevengdo da contaminacdo dos alimentos por microrganismos nocivos a saude

humana.
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