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RESUMO

O aumento da epidemiologia atrelada a doengas transmitidas por alimentos é uma
problematica prejudicial a saude e a economia. Nesse contexto os métodos de
conservagao e 0s conservantes sintéticos, sao uma opgao para remediar esse
problema e foram marcos de desenvolvimento tecnoldgico. Entretanto, também
apresentam impactos negativos na saude do consumidor. Dessa forma, estudos
buscam solucionar ambos os problemas utilizando recursos biocompativeis como os
Oleos essenciais e a nanotecnologia. O eugenol, principal componente do 6leo
essencial de cravo, € um composto aromatico do grupo dos fendis, que possui
atividades antioxidantes e antimicrobianas. Entretanto sua aplicagéo se torna dificil,
uma vez que, é quimicamente instavel e possui baixa solubilidade em agua. Neste
trabalho, foi realizada a sintese de uma nanoparticula de silica mesoporosa (SiNP)
pelo método sol-gel para adsor¢do de eugenol, com a finalidade de aumentar a
capacidade bacteriostatica frente a Salmonella enterica e a sua estabilidade térmica.
A analise da atividade antibacteriana foi realizada por meio da concentragao inibitéria
minima (CIM). Para a caracterizacdo das particulas foram realizados ensaios
termogravimétricos e espectrofotométricos. Os resultados mostraram que a rede de
silica foi obtida com sucesso e o eugenol adsorvido a matriz, com uma eficiéncia de
encapsulacdo de 69,76%. Além disso, a particula obtida foi comparada com o
desempenho do 6leo sem estar encapsulado, mostrando um aumento na estabilidade
térmica do eugenol de 31 °C, e com o teste de liberagdo indicando um mecanismo de
difusdo nao-Fickiniana. A determinagao da CIM mostrou um aumento na eficiéncia do
eugenol de 30,94% em relagdo ao 6leo ndo encapsulado. Assim o uso de SiNPs se
mostrou uma alternativa eficaz na melhoria da capacidade bacteriostatica do eugenol
em relagdo a S. enterica.

Palavras-chave: bacteriostatica; esséncias e 6leos essenciais; nanoparticulas; silica.



ABSTRACT

The increase in epidemiology linked to foodborne diseases is a problem that causes
damage to the health and the economy. In this context conservation methods and
synthetic preservatives are an option to remedy this problem and were important
advances in technological development. However, they also have negative impacts on
consumer health. Therefore, studies seek to solve both problems using biocompatible
resources such as essential oils and nanotechnology. Eugenol, the main component
of clove essential oil, is an aromatic compound from the phenol group, which has
antioxidant and antimicrobial activities. However, its application becomes difficult since
it is chemically unstable and has low solubility in water. In this work, the synthesis of a
mesoporous silica nanoparticle was carried out using the sol-gel method for the
adsorption of eugenol, the main component of clove essential oil, with the aim of
increasing the bacteriostatic capacity against Salmonella enterica and its thermal
stability. The analysis of antibacterial activity was carried out using the minimum
inhibitory concentration (MIC), thermogravimetric and spectrophotometric tests were
carried out to characterize the particle. The results showed that the silica network was
successfully obtained, and the eugenol adsorbed to the matrix, with an encapsulation
efficiency of 69.76%. Furthermore, the particle obtained was compared with the
performance of the oil without being encapsulated, showing an increase in the thermal
stability of eugenol of 31 °C, and with the release test indicating a non-Fickinian
diffusion mechanism. The MIC determination showed an increase in eugenol efficiency
of 30.94% in relation to non-encapsulated oil. Thus, the use of SiNPs proved to be an
effective alternative in improving the bacteriostatic capacity of eugenol in relation to S.
enterica.

Keywords: bacteriostatic; essences and essential oils; nanoparticles, silica.
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1 INTRODUGAO

A ingestdo de alimentos contaminados por patdogenos microbiolégicos
provoca danos econdmicos e a saude humana. Com isso, diferentes compostos sao
utilizados para atender as demandas de seguranga, higiene, valor nutricional e
manutengdo das qualidades sensoriais. Contudo, o uso de alguns conservantes
sintéticos pode desencadear danos a saude e ao ambiente. Esses efeitos implicam
na busca de substitutos aos métodos sintéticos, como a biopreservacao que utiliza de
preservativos naturais de fontes como bactérias, fungos, animais e plantas
(PISOSCHI et al., 2018).

Diante disso, o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), constituinte majoritario do dleo
essencial de cravo, é classificado como geralmente reconhecido como seguro (GRAS)
e amplamente estudado devido suas atividades antioxidantes e antimicrobianas.
Entretanto, sua volatilidade e baixa solubilidade em agua dificulta a utilizacdo desse
composto na industria de alimentos como possivel conservante natural. Uma
alternativa para esse problema € o uso de carreadores, como as nanoparticulas, que
realizam uma liberagdo controlada das moléculas, uma vez que, prolongam o tempo
de vida dessas substancias e aumentam sua estabilidade e durabilidade (JIN et al.,
2019; ZHANG et al., 2021b).

Assim, as nanoparticulas sdo sistemas que integram e constroem o campo da
nanotecnologia e podem ser definidas como particulas que apresentam pelo menos
uma de suas dimensdes abaixo dos 100 nm. O estudo desses sistemas abrange uma
gama de materiais diferentes, destacando aquelas produzidas a partir da silica, devido
a simplicidade de sintese e possibilidades de aplicagdes. Especificamente, o
desenvolvimento de nanoparticulas de silica mesoporosas (SiNPs) se torna
interessante devido as suas grandes areas superficiais € volume de poros, que
possibilitam uma grande quantidade de encapsulamento (BISWAS; WU, 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2017; SREENIVASA et al., 2005).

Dessa forma, neste trabalho a utilizagdo de eugenol encapsulado em SiNPs
foi investigada objetivando-se o aumento i) da capacidade bacteriostatica do eugenol
frente a Salmonella enterica, e ii) de sua estabilidade térmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar nanoparticulas de silica mesoporosas carregadas com eugenol,
avaliando suas propriedades fisico-quimicas e melhorias em relagdo a acéao

bacteriostatica frente a Salmonella enterica.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar as SiINPs com eugenol (SINP@Eugenol);

e Otimizar a sintese, por meio da variacao dos parametros de tempo de contato
e volume de eugenol.

e Caracterizar as SiNPs e o eugenol por analise termogravimétrica (TGA) e
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR);

¢ Avaliar a eficiéncia de encapsulagao de eugenol pelas SiNPs;

e Avaliar o aumento de estabilidade térmica do eugenol encapsulado;

e Avaliar o efeito bacteriostatico do eugenol encapsulado frente a Salmonella
enterica;

e Comparar o efeito bacteriostatico da SINP@Eugenol com o eugenol livre frente

a Salmonella enterica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencgas alimentares

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) sédo originadas a partir da
ingestao de alimentos contaminados, geralmente, por micro-organismos patogénicos
impactando a saude e a economia (OLIVEIRA, et al., 2010).

Nos Estados Unidos, centros de controle de doencgas estimam que 48 milhdes
de pessoas podem ser afetadas anualmente pelas DTAs, sendo relacionadas ainda a
3 mil mortes. No Brasil, relatérios coletados pelo Ministério da Saude entre os anos
de 2000 a 2018 estimam que cerca de 2,4 milhdes de pessoas foram expostas a surtos
de DTAs, resultando em 195 mortes identificadas, em que o agente etiologico mais
prevalente foi a Salmonella spp. sendo responsavel por 14,4% dos casos (FINGER et
al., 2019).

Parte majoritaria das causas de contaminagdo sdo a manipulagdo indevida
bem como inadequagdo do método de conservagédo, gerando contaminacgdes
cruzadas. Dessa forma, pesquisas e agentes de saude publica tem realizado trabalhos
a fim de minimizar os impactos causados pelas doencas e patdgenos presentes na
industria de alimentos, como investigagdo epidemioldgica por entrevistas ou
formularios, laboratorial em coletas de exames ou dos produtos propriamente ditos,
ambiental ou desenvolvimento de melhorias no setor de higiene e seguranga na
cadeia produtiva (AIMBERE etal., 2010; NEWELL et al., 2010).

3.1.1 Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium

O género Salmonella é o principal causador de DTAs ao redor do mundo,
muito se deve por seu meio de transmissao ser geralmente carnes, ovos e leite,
alimentos comuns na dieta da populagao (FORTES et al., 2012).

A Salmonella enterica, familia Enterobacteriaceae, € uma espécie gram-
negativa em formato de bacilo. Seu habitat € o trato intestinal, o que acarreta
disperséo pelo contato com fezes contaminadas, que em contato com os alimentos
podem desencadear infecgdes, se nao higienizados ou tratados adequadamente
(CARNEIRO; COSTA, 2020).
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Estudos realizados por Callejéon et al. (2015) nos Estados Unidos, Kozak e
colaboradores (2013) no Canada e Hull-Jackson e Adesiyun (2011) em Barbados
(regido do Caribe), conforme Tabela 1, indicaram que a Salmonella foi o principal
patégeno encontrado em alimentos na primeira década dos anos 2000. A zoonose
gerada € nomeada salmonelose e sua presenga em alimentos deve ser diagnosticada,
dado que, a identificagdo dos sintomas pode ser dificil e possui impacto econémico
em relagdo a desperdicios no setor industrial (FINGER et al., 2019; KAZUE et al.,
2008).

Tabela 1 - indices de ocorréncia de DTAs por Salmonella conforme regido e ano
Ocorréncia de DTAs por Salmonella

Regiao Periodo (anos) indice (%)
Estados Unidos 2004-2012 22,7%
Canada 2001-2009 50%
Barbados 1998-2009 91,7%

Fonte: Adaptado de Callejon et al. (2015), Kozak et al. (2013), e Hull-Jackson e
Adesiyun (2011)

3.1.1.1Patogenicidade

As infecgbes por S. enterica sdo majoritariamente gastrointestinais, e os
sintomas podem incluir dor abdominal, diarreias, calafrios, febre, cefaleia, vémitos e
podem evoluir para quadros clinicos de maior severidade (CARNEIRO; COSTA,
2020).

Esses quadros se caracterizam pela habilidade da bactéria de invasdo do
hospedeiro e proliferacdo intracelular, a qual tem ligacdo com as ilhas de
patogenicidade. Essas, sdo partes genéticas adaptaveis da bactéria que intensificam
o potencial de viruléncia por carrearem 0s genes responsaveis pela patogenicidade
(FORTES et al., 2012).

A infeccao ocorre a partir da ingestdo de bactérias presentes em alimentos
contaminados, em que as ilhas de patogenicidade, partes genéticas moveis, atuam
induzindo a formacdo de produtos intracelulares que modificam o funcionamento
padrao fisiolégico e bioquimico. Esse comportamento geralmente ocorre pela
fagocitose dos enterdcitos que posteriormente servem de abrigo para a bactéria
sobreviver, representado pela Figura 1. Diante disso, a inflamacao ocasionada por
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esse processo leva a resposta imunoldgica liberando enzimas que hidrolisam o ATP

e geram diarreias aquosas e problemas abdominais (CARNEIRO; COSTA, 2020).

Figura 1 — Invasao da parede intestinal por Salmonella

CHYF

Membrana com ondulagées Absorgao para o Organismos em
interior do vacuolo fagossomos

Fonte: Adaptado de Carneiro e Costa (2020)

Geralmente a infecgédo causada pela S. enterica se atém ao intestino, embora,
esse quadro pode tornar-se generalizado quando a replicagdo acontece nos fagocitos,
que, por sua vez, percorrem o organismo e infectam diferentes 6rgéaos, agindo como
carreadores do patdogeno e desenvolvendo septicemia, que pode levar ao 6bito
(OLIVEIRA et al., 2013).

3.2 Conservantes sintéticos

Conservantes sao substancias adicionadas em alimentos ou farmacos com a
finalidade de aumentar o tempo de vida util, estendendo a qualidade e seguridade dos
produtos. Essa melhoria pode vir de diversas frentes como inibicdo microbioldgica,
retardo do processo de acidificagdo ou decomposicdo e inibicdo fermentativa
(KUMARI et al., 2019).

A producdo de preservantes sintéticos marcou uma evolucdo dentro da
industria de alimentos, substituindo processos utilizados por povos antigos, que nao
obtinham seguranca confirmada, como uso de sal e agucar, para preservar carnes e
vegetais. Dentro da classificagdo, os sintéticos se alocam nos conservantes de classe
2 e podem ser citados os benzoatos, sorbatos e os nitritos e nitratos como exemplo.
Entretanto, os regulamentos de padrdes alimentares, um conjunto de legisla¢des que
regram os padrées de higiene e qualidade para alimentos, exigem que apenas um
desses compostos seja utilizado por produto, devido aos riscos gerados por tais
substancias (ANAND; SATI, 2013).
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Com o avanco industrial, o consumo e desejo por comidas ultraprocessadas
e os Fast Foods também aumentou, implicando no uso em maiores escalas dos
conservantes sintéticos. Esses agentes podem apresentar diversos efeitos adversos
no organismo, trazendo a tona, a necessidade de foco em seus possiveis maleficios
como irritagdes, alergias ou impactos no sistema digestério (SHAHMOHAMMADI;
JAVADI; NASSIRI-ASL, 2016).

3.3 Conservantes naturais

Concomitantemente a larga escala industrial no campo alimentar,
consumidores buscam minimizar impactos ocasionados pelos alimentos a saude,
gerando demanda por produtos que nao contenham preservantes sintéticos. Dessa
maneira, a industria pesquisa diferentes abordagens para solucionar esse problema,
como uso de micro-organismos e seus metabdlitos ou a preservagao utilizando
compostos naturais. Substancias extraidas de especiarias, ervas e plantas sao
utilizadas desde o principio da civilizagdo como medicamentos, saborizantes e
preservantes. Essas propriedades podem ser utilizadas como recurso para estender
tempo de vida util, melhoria de qualidades sensoriais e até como identificadores de
contaminantes. Em geral, compostos derivados dos vegetais, sendo principalmente
os fendlicos e polifendlicos, sdao denotados majoritariamente pela qualidade
antimicrobiana (BEKUMA, 2018; RASOOLI, 2007; SHARIF et al., 2017).

Outras caracteristicas importantes do uso de biopreservantes de origem
vegetal sdo sua grande disponibilidade e auséncia de impactos ambientais, fatores
que emergem nas necessidades atuais, tanto na industria como na comunidade
(KUMARI et al., 2019).

Apesar disso, 0 uso em escala industrial desses compostos pode apresentar
algumas limitagdes, uma vez que, podem ser facilmente oxidados por condi¢des de
ambiente como temperatura e umidade, e geralmente apresentam uma baixa
solubilidade em solventes comuns no processamento, como a agua. Além disso,
apesar da produgao comercial ser possivel, o custo produtivo pode ser elevado e
consequentemente afetar o valor agregado (MAURYA et al., 2021; NAUFALIN, 2019).
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Dessa forma, se faz necessario o estudo de novas ferramentas que buscam
viabilizar as quantidades de uso produtivo sem que afetem caracteristicas fisico-

quimicas e sensoriais.

3.3.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos obtidos a partir da extragdo por arraste a
vapor ou prensagem de flores, folhas, cascas e frutos e configuram ingredientes da
industria farmacéutica, cosmética e de alimentos. Possuem metabdlitos como os
mono e sesquiterpenos e fenilpropanoides, compostos responsaveis por suas
caracteristicas sensoriais (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Sao substancias complexas que possuem cor e odor caracteristicos e alta
volatilidade, tendo propriedades medicinais conhecidas. Por conta disso, na industria
de alimentos, estudos sao realizados a fim de utilizar OEs como op¢des para extensao
do tempo de vida util e reducdo do impacto ambiental (ALMEIDA; ALMEIDA;
GHERARDI, 2020).

Por conta da variedade quimica presente na composicao dos diferentes OEs,
a atividade antimicrobiana também se diferencia dependendo do dleo, sendo
geralmente relacionada a presenga de compostos fendlicos, terpenos e cetonas e
suas agdes sinergicas com componentes de menor quantidade, que atacam a parede
celular bacteriana, inibindo seu crescimento ou gerando rompimentos que levam a
morte. Essa atividade também depende das condigdes do ambiente e da
compatibilidade dos OEs em relacdo as caracteristicas da bactéria que se busca
combater, sendo elas gram-positivas ou gram-negativas. Apesar disso, diferentes
métodos de testes microbioldgicos ja sdo estabelecidos como ferramentas para
quantificacdo dessa capacidade, como a determinagcdo da concentragao inibitéria
minima (CIM), concentragdo bactericida minima (CBM) e técnicas de macro e
microdiluigdo em caldo (ANGANE et al., 2022).

3.3.1.1Eugenol

O eugenol é o principal componente do 6leo essencial de cravo, representado

estruturalmente pela Figura 2, sendo basicamente um liquido amarelo de consisténcia
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oleosa e aparéncia limpida, possuindo baixa solubilidade em agua e alta instabilidade.
Quimicamente é um composto aromatico do grupo dos fendis e, quando ingerido, &
rapidamente absorvido pelo organismo (ULANOWSKA; OLAS, 2021).

Figura 2 — Estrutura molecular do eugenol
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Fonte: Adaptado de Ulanowska e Olas (2021)

O eugenol possui diversas propriedades farmacolégicas conhecidas como
atividade antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana, sendo comumente utilizado
em materiais e processos odontologicos. Ainda, € largamente utilizado, na industria
de perfumaria e de alimentos, sendo classificado como GRAS e seu mecanismo
bioativo é diverso (NISAR et al., 2021; PAVITHRA, 2014).

Dentro do processo antimicrobiano, € conhecido por sua atividade bactericida
frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essa atividade geralmente é
relatada devido principalmente a presenca de uma hidroxila livre em sua molécula,
causando uma ruptura da parede e membranas celulares da bactéria, que gera
diferentes processos de perda dos fluidos intracelulares e inibicao respiratoria,

ocasionando a morte celular (NISAR et al., 2021).
3.4 Nanoencapsulagao

A incorporagdo de compostos com atividades biolégicas em matrizes de
tamanho nanométrico é denominada como nanoencapsulacdo. Esse método visa

estabilizar, isolar ou controlar bioativos frente a diferentes tipos de degradacao,
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podendo ainda, melhorar a solubilizacdo desses compostos em diferentes solventes
(L. ASSIS; E. ZAVAREZE, 2012).

O processo de formacédo de nanoparticulas pode ser subdividido em duas
classes quanto a morfologia da matriz, sendo elas as nanocapsulas, em que a parede
polimérica forma arranjos entorno de um nucleo, e as nanoesferas, em que o
composto se retem ou adsorve a matriz polimérica. llustrados pela Figura 3 (HOLKEM
et al., 2015).

Figura 3 — Representagcao esquematica da morfologia de nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de Holkem et al. (2015)

O revestimento geralmente atua como um bloqueio entre a substancia-alvo e
o meio. O formato de incorporagdo a parede polimérica pode ser realizado de
diferentes formas, como dissolugdo e adsorcdo e, geralmente, sua escolha esta
associada as interagdes quimicas que a substancia oferece, como a polaridade ou
solubilidade. Essas técnicas sao classificadas em outras duas modalidades, fop-down
e bottom-up, em que, respectivamente, pode-se reduzir o tamanho do composto que
visa ser encapsulado ou realizar a construgdo das estruturas baseando-se no
comportamento molecular, representados pela Figura 4 (HOLKEM et al., 2015; L.
ASSIS; E. ZAVAREZE, 2012).
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Figura 4 — Técnicas Top-down e Bottom-up para formagao de nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de ABID et al. (2022)

O uso da nanoencapsulagéo é crescente e possui usabilidade significativa na
industria de alimentos. Estudos utilizam essa metodologia para promover liberagdes
controladas de bioativos melhorando o custo-beneficio de suas aplicagdes e gerando
impactos positivos no tempo de vida util, processamento, qualidade e seguranga
alimentar (BAZANA; CODEVILLA; BONA, 2015; JUNGES et al., 2022).

Em relagdo aos OEs, diferentes trabalhos ja investigam o uso de
nanoencapsulamento como recurso. Shahabadi et al. (2019), utilizou nanoparticulas
de silica magnéticas para avaliar melhorias no eugenol frente a diferentes cepas.
Jobdeedamrong e colaboradores (2018), utilizaram nano reservatérios para
encapsular diferentes 6leos como o de horteld, tomilho e canela. Lu et al. (2021),
desenvolveu biofilmes a partir de nanoestruturas e 6leo essencial de orégano para
aplicacdo em embalagens ativas. Reforcando o potencial uso e versatilidade de

sistemas nanoestruturados.

3.4.1 Nanopatrticulas de silica mesoporosas (SiNPs)

SiNPs sao nanoparticulas produzidas a partir de precursores de silica, que,
por sua vez, possibilitam a sintese de materiais mesoporosos utilizando a
condensacgao do precursor. Essa condensagao pode ocorrer ao redor de surfactantes
que atuam como moldes e, posteriormente a sintese, sdo removidos a fim de se obter
um material constituido de cavidades homogéneas (poros) e de tamanho nanométrico.

Uma das maneiras possiveis de sintetizar as SiNPs é pelo método sol-gel, que é
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iniciado pela hidrélise do precursor (fase sol) e posteriormente ocorre a condensagao
das particulas (fase gel), representado pela Figura 5 (LI et al., 2012; MANZANO;
VALLET-REGI, 2019).

Figura 5 — Representagao do método sol-gel
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Fonte: Adaptado de Bokov et al. (2021)

As particulas obtidas geralmente possuem grande area superficial e alto
volume de poros, propriedades que tornam as SiNPs bons adsorventes de moléculas
e possibilita sua utilizagdo como carreadores. Essa adsor¢ao geralmente objetiva
proteger a substéncia de degradagdes e ocorre pela imersdo do material produzido
em uma solugdo (LI et al., 2012; MANZANO; VALLET-REGI, 2019).

3.4.1.1Eficiéncia de encapsulacdo, morfologia e biocompatibilidade das SiNPs

A encapsulacao de substancias por SiNPs geralmente é representada como
miligrama de substancia por grama de silica (mg/g) e a quantia encapsulada
geralmente se estabelece na faixa de 200 a 300 mg totais, entretanto, estudos indicam
a possibilidade de numeros ainda maiores poderem ser atingidos (BHARTI et al.,
2015).

O processo de adsorcéo pode ocorrer de diferentes formas, sendo durante a

sintese ou em contato pds sintese, que gera maiores beneficios, uma vez que,
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possibilita a otimizagdo do processo. Para todos os casos de fisissorgdo, as
caracteristicas das SiNPs permitem que uma menor quantidade de sdlido seja
utilizada para uma mesma quantidade de encapsulagao quando comparadas a outras
particulas. Além disso, a capacidade de adsor¢cao também pode ser relacionada a
area superficial do material e as interagbes entre material-substancia, que podem
ocorrer por pontes de hidrogénio ou interagdes eletrostaticas e estdo diretamente
ligadas a eficiéncia de encapsulagao (LI et al., 2012; MANZANO; VALLET-REGI,
2019).

Quanto a morfologia, as SiNPs podem adquirir diferentes conformagodes
geométricas, a depender de suas funcionalizagbes ou ligacbes com as moléculas de
interesse. Possuem ainda, ligagbes Si-O superficialmente, conferindo resisténcia a
fatores do ambiente e dispensando a necessidade de estabilizagcbes (BHARTI et al.,
2015).

A morfologia se dispde com os poros de forma hexagonal e a particula
esférica. O tamanho dos mesoporos pode variar na faixa de 5 a 10 nm
correspondentes ao tamanho das micelas formadas no molde. Entretanto, esses
valores podem ser controlados alterando condigdes de sintese como pH e proporgao
entre surfactante e precursor (DEODHAR; ADAMS; TREWYN, 2017).

Outro fator positivo em relagao ao uso de particulas derivadas de silica, é sua
biocompatibilidade. Possuir um alto valor de seguranga em relagdo ao uso € motivo
diferencial para aplicagdo de sistemas de carreamento. Assim, diversos estudos
buscam analisar a compatibilidade das SiNPs com o organismo. Resultados de
pesquisas utilizando ratos como cobaias indicaram que a silica € majoritariamente
excretada pelas fezes e urina, e ainda, ndo promoveu efeitos adversos significativos
para os sistemas excretor, respiratorio e exames hematoldgicos. A literatura descreve
que a silica é biodegradada em trés estagios diferentes durante um ciclo de 15 dias,
sendo que os produtos de degradagao nao sao citotéxicos (MEKARU; LU; TAMANOI,
2015; WU; HUNG; MOU, 2011).

A biocompatibilidade também esta associada a caracteristicas fisico-quimicas
como forma, tamanho e propriedades de superficie. Alteracbes quimicas podem afetar
diretamente as propriedades da particula impactando a atividade biolégica no
organismo. Particulas de menores tamanhos, por exemplo, geralmente possuem
menor toxicidade, uma vez que, o corpo é seletivo quanto a dimensao de corpos

estranhos e suas permeagdes. Ja a superficie, a depender de sua natureza, pode
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interagir de diferentes formas com o sistema circulatério e realizar caminhos diferentes
pelo organismo (ASEFA; TAO, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Reagentes para sintese das SiNPs

Os reagentes utilizados sao listados a seguir, sendo esses o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) (C19H42BrN) (Dinédmica, 98% - PA), Tetraetilortossilicato -
TEOS (SiCsH2004) (Sigma-aldrich, 98% - PA), o alcool etilico (Dinédmica, 99% - PA) e
o hidroxido de amdnio (NH4OH) (Biotec, 28% - PA). O eugenol foi obtido a partir do

Oleo essencial de cravo-da-india (Biosséncia, 92%).
4.2 Sintese das SiNPs

As nanoparticulas de silica foram obtidas pelo método sol-gel representado

pela Figura 6.

Figura 6 — Método sol-gel para obtencao das SiNPs
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Para isto, 3 mg de CTAB foram adicionados em uma solugao de 62,5 mL de
alcool etilico, 62,5 mL de agua ultrapura e 15 mL de hidréxido de amoénio em um baldo
volumétrico, e foram mantidos sob agitagdo magnética durante 10 minutos.
Posteriormente, 4,25 g de TEOS foi adicionado a solu¢ao por gotejamento e a mistura
foi mantida sob agitagcdo magnética por 3 horas. Apés o tempo de agitagdo, o
precipitado foi coletado por filtracdo simples acrescido de lavagens de alcool etilico e
agua ultrapura e foi seco em estufa a 100 °C por 24 h. Por fim, apds o tempo de

secagem as SiNPs obtidas foram calcinadas em mufla a 550 °C (LU et al., 2021).

4.3 Adsorgao do eugenol para preparo do SiNP@Eugenol

O esquema de adsorgéao esta representado pela Figura 7.

Figura 7 — Formacgéao de SiNP@Eugenol
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Para adsorver o eugenol, 25 mg de SiNPs foram pesados em um frasco de
polipropileno e foram adicionados diferentes volumes de 6leo essencial de cravo-da-
india (item 4.4) para obter SINP@Eugenol. As amostras foram deixadas em uma
incubadora do tipo shaker modelo Limatec a 30 °C e 100 rpm em diferentes tempos
(tem 4.4). Apos, o dleo essencial residual foi removido por filtracdo a vacuo e as
particulas obtidas foram secas em uma placa de Petri protegida por parafiime em
temperatura ambiente (25-30 °C) durante 24 horas.
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4.4 Analise da variagao dos parametros de adsorgao

Com a finalidade de melhorar os parametros de tempo de contato e volume
de eugenol para obter a maior eficiéncia de encapsulagdo possivel no processo de
adsorgao, realizou-se a variagdo desses parametros e posteriormente o calculo da
eficiéncia de encapsulagao pelo método termogravimétrico. Os diferentes tratamentos
estao expostos pela Tabela 2.

Em seus estudos Zhang et al. (2021b), utilizou 2,5 mL de eugenol para
adsorgao em 25 miligramas de nanoparticulas de silica durante um periodo de 24 h.
Partindo desses dados, as alteracdes foram realizadas de forma decrescente visando

a sua reducéo.

Tabela 2 - Diferentes tratamentos para otimizagao do processo de adsorgao
Volume Tempo de

Tratamento (mL)  contato (h)
e 25 24
T2 05 6
T3 15 6
T4 05 24
T5 15 24
T6 0,2 1

Fonte: Autoria prépria (2023)

4.5 Caracterizagao fisico-quimica

Para a avaliagdo do comportamento térmico do eugenol, da matriz de silica e
do material nanoencapsulado foi utilizado um analisador termogravimétrico (TGA) com
0 equipamento PerkinElmer, modelo: STA 6000 Thermal-Analyzer, com velocidade de
aqguecimento de 10 °C min-!, varredura de 40 a 900 °C, sob atmosfera de N2 (50 mL
min-'). A eficiéncia de encapsulagdo (Ee), também analisada com o resultado
termogravimétrico, foi obtida pela Equagao 1 (ZHANG et al., 2021b), em que P
equivale a porcentagem de massa perdida pela SINP@Eugenol e P2 a porcentagem

de massa perdida pela SiNP.
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Py P,

= (1)

100—Ee  100-P,

Com o objetivo de melhorar a volatilidade do eugenol, o TGA também foi
utilizado para avaliar a liberagdo. Para isso, utilizou-se o método isotermal em que,
fixou-se a temperatura em 60 °C, sob atmosfera de N2 (20 mL min-') durante 1440
min. Os resultados obtidos foram posteriormente ajustados de acordo com as
equacgdes de primeira-ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas (1983), expressas pelas
suas formas linearizadas pelas Equagdes 2, 3 e 4, respectivamente, em que ki1
representa o expoente de liberagéo por difusdo, k2 a constante de cinética e y a taxa

acumulada experimental de eugenol no tempo t (KORSMEYER et al., 1983).

y = ky[1 — exp(—k; )] (2)
y = kyts (3)
y =kt (4)

Além disso, a caracterizacdo dos materiais foi realizada por espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier, visando identificar os grupos funcionais
presentes nas substancias utilizadas, realizado com espectrofotometro PerkinElmer,
Modelo Frontier, com pastilhamento em brometo de potassio (KBr), com acumulagao

de 8 varreduras na faixa de 500 a 4000 cm™' e resolugdo de 4 cm-'.

4.6 Avaliacao da capacidade bacteriostatica

4.6.1 Preparo das amostras

As amostras foram preparadas a fim de obter uma concentragcdo de 5580,5
Mg/mL de eugenol a partir da SINP@Eugenol em agua com auxilio de um agitador
vortex, objetivando evitar o uso de surfactantes para aplicagao do 6leo essencial.
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4.6.1.1Micro-organismos

Foram utilizadas cepas da bactéria Gram-negativa Salmonella enterica subspc.
enterica sorovar Typhimurium para avaliar a capacidade bacteriostatica das
SiINP@Eugenol e ainda um controle utilizando SiNPs para avaliar a possivel
interferéncia do material no ensaio microbioldgico. As cepas foram cultivadas por 24
h a 35 °C e a suspensao resultante foi diluida para o grau 0,5 de turbidez na escala
de McFarland (Clinical and Laboratory Standard Institute, 2017).

4.6.1.1.1 Determinac&o da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a CIM das SiNP@Eugenol, a técnica de microdiluicdo em
caldo baseada no método CLSI M2-A8 (Clinical and Laboratory Standard Institute,
2017) foi utilizada com modificacbes representada na Figura 8, no qual, em uma
microplaca de 96 pocgos devidamente esterilizada foram depositados, em sequéncia,
100 uL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) em toda a linha e 100 yL da redispersao
preparada (item 4.6.1) foram adicionados no primeiro pogo e posteriormente
distribuidos em série a fim de obter diferentes concentracbes decrescentes no
intervalo de 5580,5-10,74 ug/mL. Posteriormente foram adicionados 5 uL da

suspensao bacteriana previamente preparada (item 4.6.1.1).

Figura 8 — Técnica de avaliagdo de CIM para SiNP@Eugenol
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Ainda, nesse ensaio foram utilizados o controle de crescimento positivo
composto pelo caldo BHI e suspensdo bacteriana, o controle negativo composto
exclusivamente de caldo BHI e controle da silica composto por caldo BHI, silica e
suspensao bacteriana. Os testes foram realizados em triplicatas e incubados por 24 h
a 35 °C.

A CIM foi determinada pela presenca de turbidez nos pogos, onde a auséncia

do fenbmeno no pogo de menor concentragao foi considerada como CIM.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da variacao dos parametros de adsorgao

Zhang et al. (2021b), reportou resultados de uma eficiéncia de encapsulagao

(Ee) de 63,7% para os parametros de referéncia, onde em seu estudo foi analisado

diferentes tamanhos de mesoporos.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de Ee para os parametros tempo
e volume de eugenol. Nela pode ser observado que, ao reduzir os parametros

supracitados nao se altera a eficiéncia de adsorg¢ao. A partir destes dados optamos

por utilizar o tratamento (T6) para as analises posteriores.

Tabela 3 — Resultados de eficiéncia de encapsulagao para os diferentes parametros

Tratamento Volume Tempo de Ee
(mL) contato (h) (%)

™ 25 24 69,7

T2 0,5 6 67,84

T3 1,5 6 67,21

T4 0,5 24 69,6

T5 1,5 24 67,79

T6 0,2 1 69,76

Fonte: Autoria prépria (2023)

5.2 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros de FTIR (Figura 9-(a)) da silica antes da calcinagéo (SiNP-

CTAB) e apds a calcinagao (SiNP) mostram bandas caracteristicas de estiramento

assimétrico e vibragéo do estiramento Si-O-Si em 1100 cm-".
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Figura 9 — (a) FT-IR do CTAB, SiNP-CTAB e SiNP; (b) FT-IR do eugenol, SiNP e SINP@Eugenol
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Ja para o CTAB observamos bandas entre 2850 e 2922 cm-! relacionadas
aos modos de estiramento assimétrico e simétrico de CHz do surfactante, que também
estao presentes em SiINP-CTAB. Como ¢é possivel observar, a SiNP-calcinada nao
possui essas mesmas bandas, indicando a remog¢ao completa do CTAB, que foi o
molde utilizado para formagdo dos mesoporos (BACCILE; GROSSO; SANCHEZ,
2003; KIM et al., 2021).

A Figura 9-(b) mostra os espectros da SiNP, do eugenol e do SINP@Eugenol.
No espectro do eugenol, pode-se observar bandas caracteristicas na regiao de 2876
cm-! (estiramento C-H), 1516 cm-!, 1603 cm™ e 1638 cm™' (C=C anel aromatico),
também presentes no espectro do SINP@Eugenol, confirmando a encapsulacédo do
eugenol na matriz de silica (SHAHABADI et al., 2019).
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5.3 Termogravimetria

A Figura 10, apresenta o comparativo entre as curvas termogravimétricas da
silica calcinada, a qual possui uma perda de massa de aproximadamente 4,3%
préximo aos 100 °C, equivalente a perda de agua adsorvida, do SINP@Eugenol e do
eugenol. Por meio dessa analise pode-se calcular a eficiéncia de encapsulagao,
obtendo-se um valor de 69,76% de massa de eugenol/massa total da particula, valor
superior aos reportados por Zhang et al. (2021b) de 63,7% em seu estudo de controle

do didmetro dos poros.

Figura 10 — Comparativo entre particulas e eugenol ndo encapsulado
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Na curva termogravimétrica derivada, Figura 11, pode-se observar que o
eugenol quando nao encapsulado, Figura 11-(a), possui uma perda de massa de
aproximadamente 98% na temperatura de 154 °C indicando a temperatura de
degradagdo da substancia. Ja na Figura 11-(b), pode-se analisar que quando
encapsulado a temperatura de degradacédo do eugenol aumentou 31 °C, atingindo
uma temperatura de degradacdo de 185 °C, indicando que a nanoencapsulagao

melhorou a estabilidade térmica da substancia.
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Figura 11— Curva de TGA e DTG de (a) eugenol; (b) SINP@Eugenol
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A diferenca de comportamento térmico obtido apds a encapsulagao, pode ser
relacionada a diferentes fendmenos fisico-quimicos. Dentre eles, acredita-se que o
processo de adsorgao pela silica pode reter os compostos de degradagao volateis do
eugenol desacelerando sua volatilizagdo (LIU et al., 2004; PALZA; VERGARA,;
ZAPATA, 2010).

A parte fisica do processo, baseia-se na difusividade baixa apresentada pela
matriz de silica, devido ao efeito labirinto imposto, onde, de forma geral, a alta
proporgcao das camadas de silicato retarda o caminho da volatilizagao. Além disso, de
forma analoga, pode-se inferir que as particulas de silica podem atuar como isolante
térmico para o composto encapsulado, o que também pode induzir o aumento da
temperatura de degradagao (LIU et al., 2004; PALZA; VERGARA; ZAPATA, 2010).
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5.4 Ensaio de liberagao

Para avaliar a volatilidade do eugenol pelo encapsulamento com SiNPs, foi

realizado o teste de ensaio de liberagéo, representado pela Figura 12.

Figura 12— Formagao da particula, adsorgao e mecanismo de difusdao de SiNP@Eugenol
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Fonte: Criado com biorender.com, Autoria propria (2023)

Os ajustes dos modelos cinéticos aos dados experimentais foram realizados
com a finalidade de compreender melhor o mecanismo de liberagao do eugenol pela
particula e os resultados estdo expostos pela Tabela 4, bem como nos graficos

contidos na Figura 13.

Tabela 4 — Parametros para os modelos de liberagéo testados
Parametros
Modelo cinético Expoente de liberagao por difusdao Constante cinética

2

(ko) (ke) R
Primeira ordem 4.8x10% 205,6534 0,9989
Korsmeyer-Peppas 0,8122 0,2897 0,9994
Higuchi 2,4265 -- 0,9081

Fonte: Autoria prépria (2023)

Nela, pode-se observar que a particula SINP@Eugenol obteve bons ajustes
quanto ao modelo de primeira-ordem com um valor de R? equivalente a 0,9989 e com

o0 modelo de Korsmeyer-Peppas com um valor de R? equivalente a 0,9994.
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Figura 13— Ajustes de acordo com os modelos cinéticos
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Além disso, o modelo de Korsmeyer-Peppas pressupde que se o coeficiente
de difusao (k1) estiver em valores abaixo de 0,45 o processo é Fickiniano, entre 0,45-
1 o processo de liberacdo sustentada é controlado principalmente por difusdo nao-
Fickiniana, e acima de 1 € de superestado (YILMAZ; OZAY, 2022).

O estado Fickiniano, é onde o relaxamento da cadeia polimérica é inferior a
taxa de difusdo do meio, de superestado é onde a dilatacdo da cadeia é o principal
controle de liberagcdo, e nao-Fickiniano € onde o mecanismo engloba ambos os
fendbmenos, dilatacao e difusdo. Dessa forma, o resultado obtido para o parametro ki1
foi de 0,8122, caracterizando o mecanismo como difusdo n&o-Fickiniana. Os
resultados sao corroborados por estudos similares em que k1 para primeira-ordem
esteve em 6,48x10° e para Korsmeyer-Peppas em 0,56. Assim, uma vez que, 0
mecanismo majoritario para a liberagdo depende da dilatagdo das camadas de
silicato, e essas possuem uma alta proporcionalidade conforme indicado (item 5.3),
esses resultados podem indicar um retardo na volatilidade do eugenol e posterior
liberagdo sustentada com um possivel aumento do tempo de vida-util do eugenol
(CHEN et al., 2020; YILMAZ; OZAY, 2022).
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5.5 Concentragao inibitéria minima (CIM)

A CIM do SiINP@Eugenol foi de 697,6 yg/mL, aumentando sua eficiéncia
bacteriostatica em 30,94% quando comparado com o mesmo 0Oleo essencial nao
encapsulado (CIM = 1000 pg/mL), segundo resultados apresentados por Binhara et
al. (2021). Além disso, esses dados mostraram que a silica ndo mostrou toxicidade

em relagdo a cepa utilizada, o esquema do ensaio esta representado pela Figura 14.

Figura 14 — Ensaio de concentragao inibitéria minima (CIM)
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Pesquisas anteriores, indicam que o potencial bacteriostatico do eugenol pode
ser proveniente da inibicdo de funcdes celulares. Niu (2019), em seus estudos,
analisou a possibilidade da ligagdo do eugenol com macromoléculas intracelulares,
como o DNA. Seus resultados mostraram que de acordo com o aumento da
concentragdo de DNA gendmico de E. coli no meio, o pico de fluorescéncia do eugenol
diminui, sendo correlacionado com a extingao da fluorescéncia por ligagao de ambas
as substancias. Uma vez que, o DNA é parte essencial para o funcionamento e
sobrevivéncia celular, a ligagao de diferentes moléculas a sua estrutura pode alterar
o seu funcionamento e impactar o meio celular (NIU et al., 2019).

Outros estudos, como o de Bravo e colaboradores (2018) ainda indicam, que
a alta volatilidade e rapida degradacdo de O6leos essenciais podem ser fatores

limitantes no seu potencial antibacteriano, trazendo a encapsulacao por SiNPs como
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recurso para contornar esses problemas, uma vez que, a imobilizagdo de Oleos
essenciais pela matriz permite que a liberagao rapida e volatilizagdo do composto
sejam retardadas, permitindo uma presenga estendida do efeito antibacteriano
(BRAVO et al.,, 2018). Resultados que também sdo corroborados pelas analises
anteriores nesse estudo.

Dessa forma, acredita-se que o efeito bacteriostatico do eugenol deriva de
interagdes de ligagédo. Assim, uma vez que reduzimos a nanoescala, essas interagdes,
podem ser potencializadas, uma vez que, ocorra 0 aumento do tempo de exposi¢cao

do eugenol em relagao aos micro-organismos (ZHANG et al., 2021a).

6 CONCLUSAO

Nesse estudo, foram sintetizadas nanoparticulas de silica mesoporosas para
encapsulamento de eugenol e avaliado a possibilidade de melhoria na sua capacidade

bacteriostatica e estabilidade térmica.

Os resultados mostraram que as particulas de silica foram sintetizadas com
sucesso. Além disso o eugenol foi adsorvido a matriz com uma eficiéncia de

encapsulagao equivalente a 69,76%, valores superiores a reportados na literatura.

A analise termogravimétrica mostrou que houve um aumento de 31 °C na
temperatura de degradagdo do eugenol quando encapsulado, indicando melhoria
consideravel em sua estabilidade térmica e permitindo uma possivel extensdo no seu
tempo de vida-util. Ainda, o teste de liberacdo mostrou bons ajustes em relacéo aos
modelos de primeira-ordem e Korsmeyer-Peppas, indicando um mecanismo de

difusao livre de barreiras nao-Fickiniano.

Por fim, a caracterizacdo microbiolégica mostrou que houve melhoria de
30,94% na concentragdo inibitéria minima (697,6 pg/mL) do eugenol quando
encapsulado sendo possivelmente atribuido as interacbes morfolodgicas e ligagdes
celulares potencializadas pela reducédo a nanoescala, que pode possibilitar um maior
tempo de exposigdo dos micro-organismos ao eugenol. Assim estudos futuros podem
ser realizados buscando aplicabilidade em produtos como carnes e vegetais ou em

processos tecnoldgicos.
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